UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

SIMON ZURGA

IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA LEKTINOV 1Z GOBE ORJASKI DEZNIK

(Macrolepiota procera)

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF LECTINS FROM PARASOL
MUSHROOM (Macrolepiota procera)

Ljubljana, 2011



Diplomsko delo sem opravljal na Institutu Jozef Stefan, Odsek za biotehnologijo, pod
mentorstvom prof. dr. Janka Kosa in somentorstvom asis. dr. Jureta Pohlevna. Meritve z
masno spektrometrijo je opravil dr. Bogdan Kralj na Odseku za znanosti 0 okolju, Institut
Jozef Stefan. Dolo¢anje aminokislinskega zaporedja z Edmanovo degradacijo je opravila
dr. Adrijana Leonardi z Odseka za molekularne in biomedicinske znanosti na Institutu

Jozef Stefan.

ZAHVALA

Zahvaljujem se prof. dr. Janku Kosu, ki mi je omogo¢il opravljanje dipomske naloge na
Institutu Jozef Stefan. Posebej se zahvaljujem dr. Juretu Pohlevnu za vodenje in pomo¢ pri
eksperimentalnem delu diplomske naloge. Zahvaljujem se tudi dr. Jerici Saboti¢ in ostalim

sodelavcem iz Odseka za biotehnologijo za pomo¢ pri delu v laboratoriju.

IZJAVA

Izjavljam, da sem diplomsko nalogo izdelal samostojno pod mentorstvom prof. dr. Janka

Kosa in somentorstvom dr. Jureta Pohlevna.

Simon Zurga

Sestava diplomske komisije:

- Predsednik: prof. dr. Albin Kristl

- Mentor: prof. dr. Janko Kos

- Somentor: dr. Jure Pohleven

- Clanica: doc. dr. Pegi Ahlin Grabnar



Zurga S.: Izolacija in karakterizacija lektinov iz gobe orjaski deznik (Macrolepiota procera), diplomsko delo, Ljubljana, Univerza v
Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, $tudij farmacije, 2011.

Vsebina
LUVOO . bbbt bbbttt bbb n e 1
1.1 Glive: POMEN 1N TASTNOSTE ..ot 1
1.1.1 Prostotrosnice (BasidOMYCELES) .......ccuviieieerieiiieieeie e este e 2
1.1.1.1 Orjaski deznik (Macrolepiota ProCera)..........ccocueveeerierierencneseseseeeeeees 3
1.2 GlIKODIOIOGIJA ... e 3
IR I =) o SRRSO 4
2 Hipoteza in NamMeN dela ...... ..o 8
S Materiali IN MELOUE. .......oiiiiiiiiee e bbbt 10
TR Y L 4 T L USSR 10
3.1.1 Kemikalije in drobna OPremMa .........ccecveieeiieiie i 10
3 1.2 OPFBIMA ..ottt bbbt et 13
3.1.3 PUFFT IN TAZEOPINE .. nre s 14
3.1.4 BioloSKi MALETIAL .....veveiiiieiiie e 16
B LS PlAZMIi 1.ttt e 16
3.1.6 Zacetni oligonuKICOtId . ......ccuvruveriieiiiiciieee e 17
317 GOJISCA e ittt 17
KT 1Y, =1 o Lo LSRR 19
3.2.1 Izolacija lektinov iz orjaskega deznika (M. ProCera) ........ccccecvrierienesesvsienneenns 19
3.2.1.1 Priprava izvlecka iz plodiSC gliVe........coiiiiiiiiiiieiic e 19
3.2.1.2 Afinitetna kromatografija..........c.cccovveiiiiiiici e 19
3.2.1.2.1 Priprava nosilca in vezava Sladkorjev ..., 19
3.2.1.2.2 Afinitetna kromatografija na laktozil- in galaktozil-sefarozi ter sefarozi
............................................................................................................................. 20
3.2.1.2.3 Zaporedna afinitetna kromatografija z glukozil- oziroma saharozil-
sefarozo in 1aktozil-Sefarozo.........cccueeiveiiiie e 20
3.2.1.3 UIRrafiltraCija VZOICEV ......ccveieeie ettt 21
3.2.1.4 Preparativna tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti z reverzno fazo 21
3.2.2 Biokemijska karakterizacija leKtINOV ............cccovveiiiiciiccecc e, 21
3.2.2.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil
SUITALA ...ttt bbbt ens 21
3.2.2.2 1zoelektri€no fOKUSITANJE ........ccovviiiiiiiiiiieee e 23
3.2.2.3 Masna spektrometrija z ionizacijo z elektrorazprSevanjem..............ccoceeeee. 23
3.2.2.4 Gelska filtracija z uporabo teko¢inske kromatografije za hitro lo¢evanje
[S10] (=] 1[0 LY 2SS OPTP 23
3.2.2.5 PrEN0OS WESTEIM ...ttt ettt ettt siee ettt et e et e et reeeneee e 24
3.2.2.6 Doloc¢anje aminokislinskih zaporedij izoliranih lektinov.............ccccccoeenee. 24
3.2.3 Molekulsko kloniranje ter analiza lektin-kodirajo¢ih genov in cDNA .............. 25
3.2.3.1 Pomnozevanje delnih nukleotidnih zaporedij lektin-kodirajo¢ih genov in
(o1 TSRS 25
3.2.3.2 PomnoZevanje cDNA z metodo hitrega kloniranja 3" in 5' koncev cDNA... 26
3.2.3.3 PomnoZevanje gena z metodo hoje po genomu..........coccvevvviieenviniiecnneenne 27
3.2.3.4 Agarozna gelska eleKtroforeza ..........ccocooveeviiiiic i 28
3.2.3.5 Ciscenje fragmentov DNA .........cc.covvueveuiieerecesseieeesseeisee s 29
3.2.3.6 Kloniranje fragmentOV.........cccueiirieiieiesie e e 29



Zurga S.: Izolacija in karakterizacija lektinov iz gobe orjaski deznik (Macrolepiota procera), diplomsko delo, Ljubljana, Univerza v
Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, $tudij farmacije, 2011.

3.2.3.7 Analiza gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera..........cccccceeveruernenn 30
3.2.3.8 Analiza iz cDNA izpeljanega aminokislinskega zaporedja lektina iz M.
0] 0103 - SRS RTUPRUPRUPROPIN 30
3.2.4 Bioloske aktivnosti IEKEINOV ........cciiiiiiiiiiiiii e 31
3.2.4.1 HemaglutinaCijSKi t8STH .....cveiueeiecieieesie e 31
3.2.4.1.1 Test hemaglutinacije z razli¢nimi krvnimi skupinami eritrocitov........ 31
3.2.4.1.2 Test inhibicije hemaglutinacije s sladkorji in glikoproteinom ............. 32
3.2.4.1.3 Test inhibicije hemaglutinacije s proteinskimi inhibitorji proteaz,
makrocipini iN KITOCIPINOM .......ccviiiiiiiece e 32
A REZUITALI. .....veceee ettt ettt b ettt e et et neebeeneenreas 33
4.1 1zolacija in biokemijska karakterizacija IeKtinov .............ccccveveiieiieie s, 33
4.1.1 Sefarozil-specificni lektin MPSepL.........ccccoiiiiiniiiniiieees e, 33
4.1.2 Galaktozil-specificni lektin MPpGalL..........cocovviieiininininieenese e 36
4.1.3 Laktozil-specificni lektin MPLACL .......ccccoviiiiiiiiiiiiiiceee e 38
4.2 Karakterizacija gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera ...........ccccoeeevinennen, 40
4.3 Analiza iz cDNA izpeljanega aminokislinskega zaporedja lektina iz M. procera.... 41
4.4 Bioloski testi in ugotavljanje vezavnih znacilnosti lektinov ...........ccccceeiiiiiiiennn, 43
4.4.1 Hemaglutinacijska aktivnost 1eKtiNOV ..o 43
4.4.2 VVezavne specifi¢nosti MpSepL in MpLacL za sladkorje in glikoprotein.......... 44
4.4.3 Inhibicija hemaglutinacije z makrocipini in Klitocipinom..............cc.ccoovnvvnnnnnn. 45
oI R V40 12\ B SRRSO 46
5.1 Lektini iz plodi$¢ glive orjaski deZnik...........ccoooviieiiiiiiiciii e 46
5.2 Analiza gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera ter njegovega izpeljanega
aminokislinskega zaporedja...........coveiiiiiiiiniieee e 48
5.3 Bioloske aktivnosti lektinov in njihove vezavne specificnosti za ogljikove hidrate. 50
B SKIBPI ...t 52
T LIEEIAEUTA o..eeveeeie ettt b ettt b e st e e et et e e be b e e e e neene et e 53



Zurga S.: Izolacija in karakterizacija lektinov iz gobe orjaski deznik (Macrolepiota procera), diplomsko delo, Ljubljana, Univerza v
Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, $tudij farmacije, 2011.

Povzetek

Glive so znane po uporabi v prehranske namene in po raznovrstnih zdravilnih uéinkih, saj
vsebujejo stevilne biolosko aktivne substance. Ena izmed takih substanc so tudi lektini, to
je raznolika skupina proteinov, Ki reverzibilno vezejo ogljikove hidrate. Iz gobe orjaski
deznik (Macrolepiota procera) smo s pomocjo sladkorne afinitetne kromatografije izolirali
sefarozil-specificni lektin, galaktozil-specifi¢ni lektin in laktozil-specifi¢ni lektin, za katere
se je po natanéni analizi izkazalo, da gre za izooblike proteina, imenovanega Macrolepiota
procera lektin (MpL). Sefarozil- in laktozil-specificnemu lektinu smo dolo¢ili delna
aminokislinska zaporedja, na podlagi katerih smo nacrtovali degenerirane zacetne
oligonukleotide in jih uporabili v verizni reakciji s polimerazo. Z njimi smo pridobili delno
nukleotidno zaporedje cDNA in na podlagi tega naértovali specificne oligonukleotidne
zacetnike, s katerimi smo z metodo hitrega pomnozevanja 3' in 5' koncev cDNA dolo¢ili
celotno nukleotidno zaporedje cDNA, z metodo hoje po genomu pa smo pomnozili celoten
gen s promotorsko in terminatorsko regijo. Na nukleotidnem nivoju smo opazili dolo¢eno
heterogenost, saj se nukloetidni zaporedji gena in cDNA nekoliko razlikujeta v
kodirajo¢em in nekodirajo¢em delu zaporedja. Poleg tega se izpeljano aminokislinsko
zaporedje MpL nekoliko razlikuje od dolo¢enih delnih zaporedij sefarozil- in laktozil-
specificnega lektina, torej gre verjetno za eno izmed izooblik lektina. Primerjava
nukleotidnih zaporedij gena, cDNA ter izpeljanega aminokislinskega zaporedja lektina z
zaporedji v podatkovnih zbirkah je pokazala podobnost s proteini, udelezenimi v
metabolizmu sladkorjev, med njimi tudi z lektini. Lektin MpL je bil uvr$¢en v naddruzino
ricinu B podobnih lektinov. Za izolirana sefarozil- in laktozil-specifi¢na lektina smo s testi
hemaglutinacije in inhibicije hemaglutinacije s sladkorji ugotovili, da sta specifi¢na za
ogljikove hidrate, ki vsebujejo galaktozo. S testom inhibicije hemaglutinacije z gobjimi
inhibitorji cisteinskih proteaz, mikocipini, smo pokazali inhibitorni ucinek le-teh na

aglutinacijsko aktivnost lektinov.
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Abstract

Fungi are well known for their use in nutrition and diverse medicinal properties, as they
contain numerous biologically active substances. One of them is a diverse group of
proteins called lectins, which reversibly bind carbohydrates. Using carbohydrate affinity
chromatography, several lectins were isolated from parasol mushroom (Macrolepiota
procera), namely sepharose-specific lectin, galactose-specific lectin and lactose-specific
lectin. Detailed analysis revealed that all three lectins were isoforms of a protein,
designated Macrolepiota procera lectin (MpL). On the bases of the partial amino acid
sequences determined for sepharose- and lactose-specific lectins, degenerate primers were
designed and used in polymerase chain reaction. Partial cDNA sequence was obtained,
from which specific primers were designed. Using these specific primers and 3' and 5'
rapid amplification of cDNA ends methods, a complete nucleotide sequence of cDNA was
obtained. Futhermore, using the genome walking method, a complete gene sequence with
its promoter and terminator regions was determined. Heterogeneity of the lectin was
observed at the nucleotide level, as the sequences of the gene and cDNA slightly differed
in coding and in non-coding regions. In addition, some differences between deduced amino
acid sequence of MpL and partial amino acid sequences determined for sepharose- and
lactose-specific lectins were also observed, suggesting that MpL is one of the lectin
isoforms. A comparison of the gene, cDNA and translated amino acid sequences of MpL
with the sequences in the database revealed similarities with proteins involved in
metabolism of carbohydrates, including lectins. Moreover, MpL was identified as a
member of the ricin B-like lectins superfamily. Hemagglutination and hemagglutination
inhibition assays showed that isolated sepharose- and lactose-specific lectins specifically
bind galactose-containing carbohydrates. In addition, inhibitory action of mushroom
cysteine protease inhibitors, mycocypins, on agglutinating activity of the lectins was also

shown by hemagglutination inhibition assays.
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Okrajsave imen aminokislin Standardne kratice nukleotidov
A Ala alanin A adenin

C Cys cistein C citozin

D Asp asparaginska kislina G gvanin

E Glu glutaminska kislina T  timin

F  Phe fenilalanin U  uracil

G Gly (glicin B G TalcC
H  His histidin D GAaliT
I Ile izolevcin H ACalT
K Lys lizin K GaliT

L Leu levcin M  AaliC

M Met metionin N ACGalT
N  Asn asparagin R GaliA

P Pro prolin S CaléG

Q GIn glutamin V ACalG
R Arg arginin W  AalT

S  Ser serin Y CaliT

T  Thr treonin

V  Val valin

W  Trp triptofan

Y  Tyr tirozin

Vil
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1 Uvod

1.1 Glive: pomen in lastnosti

Glive so velika skupina evkariontskih organizmov s predstavniki, kot so rje, sneti, plesni,
kvasovke in gobe z mesnatimi trosnjaki. Glive imajo pomembno vlogo v ekosistemih, saj s
sposobnostjo razgrajevanja kompleksnih polimernih molekul skrbijo za krozenje snovi, s
pridom pa jih za svoje potrebe izkoris¢a clovek. Gobe, ki so plodisca nekaterih vrst gliv,
predstavljajo nizkokalori¢no hrano z nizko vsebnostjo mascob in so vir vlaknin, vitaminov
in  mineralov. Gobe imajo veliko zdravilnih uc¢inkov, kot so protitumorsko,
imunomodulatorno, protivnetno, antioksidativno, protivirusno, protimikrobno in
hipoholesterolemi¢no delovanje. Ljudem so zelo poznane tudi kvasovke, ki jih
uporabljamo pri proizvodnji kruha in alkoholnih pija¢ ter kot ekspresijski sistem v
biotehnologiji. Ostale uporabe gliv obsegajo proizvodnjo antibiotikov, zdravil za
znizevanje lipidov v krvi, raznih organskih kislin, encimov, vitaminov, hrane, uporablja se
jih tudi pri zatiranju Skodljivcev, obnavljanju okolja po kontaminacijah s strupenimi

snovmi in kot modelni organizem v biologiji (1).

Do danes naj bi bilo odkritih okoli sto tiso¢ predstavnikov gliv, po predvidevanjih pa naj bi
jih obstajalo okoli 1,5 milijona (2). Pred razvojem molekularnih metod za filogenetske
analize so zaradi nekaterih podobnosti v nacinu Zzivljenja glive pristevali h kraljestvu
rastlin. Ti organizmi sedaj tvorijo svoje kraljestvo, lo¢eno od rastlin in Zivali (3). Z Zivalmi
naj bi bile v bliznjem sorodstvenem razmerju in naj bi se od njih v razvoju locile pred
milijardo let, na kar kazejo raziskave nekaterih visoko ohranjenih proteinov, kot so aktin,
a- in B-tubulin in elongacijski faktor la (4). Kot ostali evkariontski organizmi, glivne
celice vsebujejo z membrano obdano jedro, ki vsebuje kromosome in gene, sestavljene iz
intronov in eksonov. Celice gliv vsebujejo tudi mitohondrije in ostale membranske
strukture, 80S ribosome in sterole, prisotne v njihovih membranah (1). Ne vsebujejo
kloroplastov, so torej skupina heterotrofnih organizmov, ki potrebujejo organske snovi iz
okolja za svoje energijske potrebe. Rezervno energijo shranjujejo v obliki glikogena in
mascobnih kislin, nikoli v obliki Skroba. Glive vsebujejo celi¢no steno in vakuole. Stena
glivne celice je sestavljena iz glukanov, ki jih najdemo tudi v rastlinah, in hitina,

prisotnega v eksoskeletu nekaterih ¢lenonozcev, kombinacijo obeh pa najdemo samo v
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glivah (5). Vecina gliv je sestavljena iz filamentoznih struktur, ki jim pravimo hife. To so
nitaste, apikalno rastoCe strukture s premerom 2-10 um in dolge do nekaj metrov. Med
seboj prepletene hife tvorijo micelij (1). Potrebo po energiji glive zadostijo s
parazitiranjem rastlin in Zivali; s simbiozo z algami, vi§jimi rastlinami ali insekti; ali pa S
prebavo propadajoCega organskega materiala. Da lahko slednje pridobijo energijo iz
kompleksnih polimerov (celuloza, hitin, lignin), tako imenovane gnilozivke izlocajo
celulaze, hitinaze, proteaze in ve¢komponentne encimske sisteme za razgradnjo lignina (6).
Razmnozevanje gliv je glede na potrebe in razmere v okolju lahko spolno ali nespolno.
Zivljenjski ciklus glive obsega telomorfni (spolni) in anamorfni (nespolni) stadij. Nespolno
razmnozevanje obsega razmnozevanje s konidiji, fragmentacijo, hlamidiosporami in
brstenjem pri kvasovkah. Pri spolnem razmnozevanju pride najprej do plazmogamije, torej
zlitja dveh celic, kateri sledi zlitje dveh kompatibilnih jeder (kariogamija) , $ele nato lahko

poteCe mejoza (1).

Glive razdelimo na prave glive (Eumycota) in glive sluzavke (Myxomycota). Za sluzavke
je znacilno, da ne vsebujejo hif, v ¢asu vegetativnega stanja nimajo celi¢ne stene, celi¢no
steno vsebujejo le razmnozevalne tvorbe, ter so sposobne fagocitoze. Prave glive vsebujejo
hife, imajo celi¢ne stene skozi celotni ali ve¢ji del svojega zivljenjskega ciklusa in so se
sposobne hraniti izkljuéno z absorpcijo. Prave glive so glede na nafin spolnega
razmnozevanja oziroma glede na nacin tvorbe spor razdeljene na pet razredov. Oomicete
(Oomycetes), hitridomicete (Chytridiomycetes), zigomicete (Zygomycetes), askomicete
(Ascomycetes) in bazidomicete (Basidiomycetes). V skupino devteromicet (Deuteromyces)

uvrs¢amo glive, katerih spolna faza ni poznana in jih vecina izhaja iz askomicet (7).

1.1.1 Prostotrosnice (Basidomycetes)

V to skupino spada okoli 23000 znanih vrst gliv, ki jih razdelimo v tri skupine:
Pucciniomycotina in Ustilagomycotina, ki vkljucujeta rastlinske parazite rje oziroma sneti,
ter Agaricomycotina. Pri slednji je velika vecina makrogliv ali gob (Agaricomycetes),
ostale pa so Se uhljarke, pa tudi kvasovkam podobni enoceli¢ni organizmi (8). Za glive
prostotrosnice je znacilno, da mejospore, imenovane bazidiospore, nastanejo prosto na
celici (bazidiju), v kateri pride do zlitja jeder ali kariogamije. Bazidiospore vzklijejo v

haploiden micelij, ki pri veCini vrst predstavlja manjsi del zivljenjskega kroga
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(metageneze). Ta micelij je septiran in se lahko razmnozuje nespolno s konidiosporami. Pri
spolnem razmnozevanju mora najprej priti do zdruzitve pozitivno in negativno orientiranih
hif. Zlitju hif ne sledi takoj zlitje jeder, ampak nastane najprej dvojedrni micelij, katerega
hife so septirane ter vsebujejo dolipore in zaponke; od tod tudi ime zaponéni micelij. Zlitju
jeder sledi tvorba bazidija ob hkratni redukcijski delitvi. Pri nizjih prostotrosnicah (tje,
sneti) je bazidij septiran na §tiri zaporedne celice, medtem ko je pri visjih prostotrosnicah
(makroglive) bazidij cel. Rje in sneti nikoli ne tvorijo posebnega trosnjaka (goba) in so po
nacinu zivljenja predvsem zajedavci, pri makroglivah pa prevladujejo saprofiti in simbionti
(8,9).

1.1.1.1 Orjaski deznik (Macrolepiota procera)

Orjaski deznik, latinsko Macrolepiota procera, je uzitna saprofitska goba prostotrosnica, ki
spada v rod deznikov (Macrolepiota), druzino kukmark (Agaricaceae) in red listicark
(Agaricales). Je ena najvecjih gob pri nas, saj lahko njegova plodis¢a dosezejo visino do 40
cm in §irino klobuka 30 cm. Mlade gobe imajo jajcaste in okrogle klobuke. Klobukova
povrhnjica je raztrgana, tako da tvori svetlo do temnorjave luske, pri ¢emer ostane gladka
samo sredina klobuka. Listi¢i niso zrasli z betom, na katerem je znacilen premicen
obrocek. Rastis¢a obsegajo svetle gozdove ali pasnike na obrobju gozdov. Goba raste od

pozne pomladi do pozne jeseni (10).

1.2 Glikobiologija

V biologiji (v zivih organizmih) poznamo S§tiri vrste makromolekul, in sicer nukleinske
kisline, proteine, lipide in ogljikove hidrate. Slednji se od ostalih razlikujejo po dveh
pomembnih karakteristikah. Ogljikovi hidrati so lahko visoko razvejane molekule, katerih
monomerna enota se lahko z drugo enoto poveze z razlicnimi tipi vezi, medtem ko so
proteini in nukleinske Kisline skoraj vedno linearni in imajo en sam tipi vezi, ki povezuje
monomerne enote v celoto. To omogoca ogljikovim hidratom, ki so v celici predvsem
vezani na proteine in lipide, skoraj neomejeno stevilo moznih kombinacij (11). S strukturo,
biosintezo in njihovo vlogo se ukvarja podroc¢je, ki mu pravimo glikobiologija, poleg
nastetega pa se glikobiologija ukvarja tudi s proteini, imenovanimi lektini, ki so te

ogljikove hidrate sposobni prepoznavati. Glikomika je veja glikobiologije, ki se ukvarja s



Zurga S.: Izolacija in karakterizacija lektinov iz gobe orjaski deznik (Macrolepiota procera), diplomsko delo, Ljubljana, Univerza v
Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, $tudij farmacije, 2011.

proucevanjem glikoma. Glikom je celoten nabor ogljikovih hidratov v ¢loveskem telesu in
vkljucuje proste ogljikove hidrate in glikokonjugate (glikane), ki obsegajo glikoproteine,

glikolipide, peptidoglikane in lipopolisaharide (12).

Zaradi svoje raznolikosti imajo ogljikovi hidrati v organizmih stevilne vloge, na primer
energijsko in strukturno vlogo. Poleg tega imajo tudi vlogo v medceli¢nih interakcijah,
interakcijah med celico in ekstracelularnim matriksom oziroma med celico in molekulo
(13). Glikozilacija celic je mo¢no odvisna od sprememb v celi¢ni funkciji in se neprestano
spreminja, recimo Vv razli¢cnih zivljenjskih obdobjih in pri boleznih. Spremenjena
glikozilacija je mnogokrat diagnosti¢ni kazalec, na primer pri revmatoidnem artritisu in
malignih obolenjih (11, 14). Glikani sodelujejo pri regulaciji procesov v celicah,
signalizaciji, adheziji, migraciji, morfogenezi celic in apoptozi, sodelujejo pa tudi pri
posredovanju imunskega odgovora in tvorjenju metastaz. V te procese je vklucena tudi
posebna skupina proteinov, imenovana lektini, ki lahko informacijo glikanov prepoznajo in

s0 jo sposobni prevesti v bioloski odgovor (14).

1.3 Lektini

Proteine, ki zlepljajo (aglutinirajo) eritrocite, so odkrili Ze proti koncu 19. stoletja. Zacelo
se je z odkritjem toksi¢nega hemaglutinina ricina, proteina s toksi¢no in netoksi¢no
lektinsko domeno, ki so ga izolirali iz semen navadnega klos¢evca (Ricinus communis).
Sledilo mu je odkritje abrina iz rastline perlasti les (Abrus precatorius) z enakimi
lastnostmi kot ricin. Danes te proteine (hemaglutinine) imenujemo lektini. To je skupina
proteinov neimunskega izvora, ki imajo v svoji zgradbi vsaj eno nekataliticno domeno, s
katero reverzibilno in specifi¢no vezejo ogljikove hidrate, katerih pri tem ne modificirajo
(12, 15, 16). Razsirjenost lektinov v vseh organizmih nakazuje njihovo vlogo pri osnovnih
zivljenjskih procesih. Navadno imajo lektini ve¢ vezavnih mest za ogljikove hidrate, kar
jim omogoca povezavo glikanov na razli¢nih celicah in posledi¢no aglutinacijo celic, od
tod tudi njihovo drugo ime (hem)aglutinini (12). Lektini, poleg tega da so sposobni
aglutinacije celic, sodelujejo pri adheziji, regulaciji proliferacije, regulaciji celicnega
prezivetja, vnetju in mnogih drugih procesih v organizmih. Njihova bioloska funkcija je
lahko posledica vezave in zamrezenja glikoziliranih receptorjev na celici, vezave glikanov

ekstracelularnega matriksa, lahko pa tudi vezave znotrajceli¢nih glikanskih enot (16, 17).
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Lektine zaradi njihove specificne vezave na glikane lahko uporabljamo za tipizacijo
bakterij, dolocevanje krvnih skupin, separacijo in tipizacijo celic, mapiranje nevronskih
poti, testiranje encimov, lahko pa jih uporabljamo tudi na podro¢ju glikobiologije pri
proucevanju strukture in vloge ogljikovih hidratov (11). Bioprepoznavne lastnosti lektinov,
ki interagirajo s sladkorji glikoproteinov mukusa in glikokaliksa celic ter vodijo do
procesov kot so mukoadhezija, citoadhezija in citoinvazija, predstavljajo moznosti ciljane
dostave ucinkovin v tkiva in moznosti za razvoj novih farmacevtskih ucinkovin ter

dostavnih sistemov (18).

Lektini z ogljikovimi hidrati ne tvorijo moc¢nih kovalentnih vezi, ampak le tesne
reverzibilne asociate. Za to je odgovorno aminokislinsko zaporedje v zankah vezavnega
mesta, vezava pa je posledica vodikovih, ionskih, hidrofobnih in van der Waalsovih
interakcij. Vezava monosaharidov na lektine je S$ibka, z disociacijsko konstanto v
milimolarnem ali mikromolarnem podro¢ju, medtem ko je pri vezavi kompleksnih
ogljikovih hidratov disociacijska konstanta visja (nad uM) in je zato fiziolosko pomembna.
Afiniteta se poveca tudi na rac¢un multivalentnosti samega lektina ali multivalentnosti,

dosezene s tvorbo asociacij lektinov in kompleksnosti ogljikovih hidratov (12).

Lektine lahko na podlagi celotne strukture razdelimo na tri tipe. Proteini merolektini so
zgrajeni iz ene same polipeptidne domene, vsebujejo eno samo vezavno mesto in zaradi
tega ne kazejo aglutinacijske aktivnosti. Hololektini so proteini, zgrajeni iz dveh ali vec¢
domen, ki so enake ali zelo homologne in lahko vezejo sladkorje. Ti lektini so zato zmozni
aglutinacije celic. Himerolektini so fuzijski proteini, zgrajeni iz lektinske domene in
domene z neko drugo biolosko viogo (19). Lektine glede na homologijo oziroma
evolucijsko sorodnost razdelimo na Sest skupin: R, L, P, C, T in galektine, vendar ta
klasifikacija ne zajame vseh znanih lektinov. Lektini tipa R so pripadniki naddruzine
proteinov, pri Kateri vsi proteini vsebujejo domeno za vezavo ogljikovih hidratov, ki je
strukturno podobna lektinski domeni ricina B z znacilnim B-triperesnim vzorcem zvitja. Ti
lektini so prisotni v rastlinah, zivalih, glivah in bakterijah. Rastlinski lektini tega tipa
navadno poleg lektinske domene vsebujejo Se dodatno domeno, ki ima vlogo toksina.
Lektini tipa L so bili prvotno odkriti v semenih stro¢nic. Ta skupina lektinov je dobro
raziskana in se uporablja v biomedicini in analitiki. Najbolj znana predstavnika te skupine

sta mitogena fitohemaglutinin in konkanavalin A, ki stimulirata delitev limfocitov T.
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Lektini tipa P prepoznajo manozo-6-fosfat in so sorodni receptorjem M6P. Ti receptorji so
pomembni pri zivalih, saj prepoznajo glikanske enote kislih hidrolaz, ki vsebujejo manozo-
6-fosfat, in jih selektivno prenesejo v lizosome. Lektini tipa C potrebujejo za svoje
delovanje kalcijeve ione. Ta skupina lektinov je prisotna v vseh zivih bitjih in vkljuéuje
Stevilne proteine, kot so kolektini, selektini, endocitotski receptorji in proteoglikani. Ti
lektini imajo vlogo adhezisjkih in signalnih receptorjev, pomembnih pri vnetju in
imunskemu odzivu na tumorske in z virusi okuzene celice. Lektini tipa | spadajo v
naddruzino imunoglobulinov. Edini dobro raziskani lektini iz te skupine so proteini Siglec,
ki vezejo sialicno kislino in predstavljajo receptorje na povrSini makrofagov. Galektini
vezejo ogljikove hidrate, ki vsebujejo B-galaktozo in si delijo strukturno homologijo v
domeni za vezavo sladkorjev. Prvotno so jih imenovali lektini tipa S, ker nekateri od njih
za stabilnost potrebujejo proste tiolne skupine. Galektini so danes poznani kot najbolj

raz$irjeni lektini (12).

Ljudje in zivali uZijejo veliko lektinov, ki so prisotni v rastlinah. Najvis§je koncentracije
lektinov se v rastlinah v veéini primerov nahajajo v semenih. Ena najpomembnejsih
lastnosti rastlinskih lektinov je, da lahko ohranijo aktivnost tudi v gastrointestinalnem
traktu in Zzivalim, ki te lektine zauzijejo, povzrocajo tezave s prebavo. To kaze na
obrambno vlogo lektinov pred plenilci. Parenteralna toksi¢nost rastlinskih lektinov je
znana ze od odkritja ricina in abrina, vendar lahko lektini povzrocajo tudi sistemske u¢inke
zaradi internalizacije preko enterocitov. To lahko privede do imunskega odgovora in
tvorbe protiteles ter alergi¢nih reakcij, kar lahko vodi do trajne periferne antigenske
stimulacije in nastanka imunskih bolezni (20). Vloga lektinov v samih rastlinah naj bi bila
skladiS¢enje proteinov, Sirjenje celicne stene, transport ogljikovih hidratov, skladis¢enje in
mobilizacija rezervnih snovi in drugo. Lektini predstavljajo v rastlinah tudi nacin
komunikacije s simbiontskimi organizmi, kot so mikorizne glive in duSik-fiksirajoce
bakterije (21). V banani (Musa paradisiac) so odkrili lektin BanLec, ki se veze na protein
gp 120 na povrsini virusa HIV in tako preprec¢i vstop virusa v celico. Tako bi lahko ta
lektin uporabljali pri zdravljenju oziroma prepre¢evanju okuzbe z virusom HIV (22). Poleg
tega nekateri lektini iz rastlin, na primer lektin iz bele omele (Viscum album), kazejo

imunomodulatorne in protitumorske ucinke pri sesalcih (23).
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V zivalih so od lektinov najpogostejsi galektini in lektini tipa C, najdemo pa Se tip I, tip L
in tip P lektinov. Udelezeni naj bi bili predvsem Vv procesih imunosti, pri interakcijah med
celicami ter med celicami in ekstracelularnim matriksom, pri ciljanju lizosomalnih
encimov ter interakciji med spermijem in jajéecem (15, 24). Pri imunskih in rakavih
obolenjih pride v organizmu do sprememb glikozilacije celic in tudi do sprememb v
ekspresiji dolocenih lektinov, kar bi lahko uporabili kot prognosti¢ni kazalec pri malignih

spremembah in avtoimunskih boleznih (17, 25).

Lektini iz visjih gliv, na primer iz prostotrosnic, pa so slabse raziskani. Pri gobah so
podobno kot pri rastlinah opazili razlike v koli¢ini lektinov v posameznih delih gob, razlike
se pojavljajo tudi glede na razvojno stopnjo gobe, letni ¢as in lokacijo. V gobah imajo
lektini vlogo v metabolizmu, simbiontskih in parazitskih odnosih, pri zdruzevanju hif v
Casu rasti plodi$¢a, pri dormanci gob in obrambi pred paraziti (26). Za galektina iz gobe
gnojiscna tintnica (Coprinus cinereus) so ugotovili, da se njuna koncentracija spreminja
tekom razvoja plodis¢a. V razli¢nih fazah namre¢ pride do razli¢ne ekspresije genov, Ki
kodirata proteina, kar nakazuje na udelezenost lektina v fizioloSko pomembnih procesih

omenjene gobe (27).

Pri gobjih lektinih poznamo Sest razli¢nih struktur (28). Ena izmed njih je B-triperesni
(ang. B-trefoil) vzorec zvitja, ki je tipi¢en za lektine tipa R. Ti lektini vsebujejo domeno za
vezavo ogljikovih hidratov, ki je strukturno podobna lektinski domeni iz ricina. Te domene
kaZejo notranjo homologijo aminokislinskega zaporedja, ki se izraza v treh ponovitvah (a,
B in y) z bolj ali manj ohranjenimi motivi glutamin — katerakoli aminokislina — triptofan
(QxW motiv). Poleg tega imajo ohranjene hidrofobne aminokislinske ostanke, ki so pri -
triperesnem zvitju ricinskih B domen pomembni za tvorbo hidrofobnega jedra (29). Eden
izmed takih proteinov je lektin iz gobe meglenke (Clitocybe nebularis), ki kaze

antiproliferativno delovanje na levkemi¢ne limfocite T (30).
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2 Hipoteza in namen dela

Glede na to da so lektini prisotni v organizmih in so Ze bili izolirani iz mnogih vrst gliv,
predvidevamo, da tudi goba orjaski deznik (Macrolepiota procera) vsebuje tovrstne

proteine. Prisotnost lektinov v tej glivi so predhodno Ze nakazali (31).

Namen naSega dela je izolirati razli¢ne lektine iz gobe M. procera s pomocjo afinitetne
kromatografije na sami sefarozi ali na sefarozi s pripetimi sladkorji, jih natan¢neje
biokemijsko okarakterizirati in dolociti nukleotidna zaporedja gena in mRNA oziroma
cDNA, ki te lektine kodirajo. Nadalje je namen nasega dela dolo¢iti vezavne specifi¢nosti
lektinov za ogljikove hidrate in preveriti njihovo biolosko aktivnost ter preveriti aktivnost

lektinov v interakciji z drugimi proteini.

V ta namen bomo:

— uporabili metodo afinitetne kromatografije na sami sefarozi ali sefarozi s pripetimi
sladkornimi ligandi za izolacijo lektinov;

— uporabili metodo ultrafiltracije in metodo tekoCinske kromatografije visoke locljivosti
z reverzno fazo (RP-HPLC) za dodatno c¢iséenje lektinov ter metode, kot so
poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-
PAGE), izoelektricno fokusiranje, gelsko filtracijo z wuporabo tekocinske
kromatografije za hitro loCevanje proteinov (FPLC), masno spkektrometrijo z
ionizacijo z elektrorazprSevanjem (ESI-MS), prenos western in dolocanje
aminokislinskega zaporedja z Edmanovo razgradnjo za dolo¢itev biokemijskih lastnosti
lektinov;

— uporabili molekularno-bioloske tehnike, kot so metoda verizne reakcije s polimerazo
(PCR), hitro pomnozevanje 5' in 3' koncev cDNA (5' in 3' RACE) in hoja po genomu
za dolocitev nukleotidnih zaporedij genov in mRNA oziroma cDNA, ki kodirajo
lektine iz M. procera;

— uporabili programska in internetna orodja za analizo nukleotidnih zaporedij genov in
cDNA, ki kodirajo lektine ter za analizo iz cDNA izpeljanih aminokislinskih zaporedij

lektinov iz M. procera,;
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— uporabili teste hemaglutinacije in inhibicije hemaglutinacije s sladkorji in proteinskimi
inhibitorji proteaz makrocipini in klitocipinom za ugotavljanje bioloske aktivnosti

lektinov in dolo¢itev njihovih vezavnih specifi¢nosti.
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3 Materiali in metode

3.1 Materiali

3.1.1 Kemikalije in drobna oprema

absolutni etanol

acetonitril

Advantage 2 Polymerase mix (komplet)
agar

agaroza

AgNO;

amonijev persulfat ((NH4)2S20s)
ampicilin

asialofetuin

brezvodni EtOH

CaCl, x 2H,0

citronska kislina

Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250
ditiotreitol

divinilsulfon

DNA barvilo SYBR® Safe
DreamTaq' ™ Polimeraza (komplet)
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA)
FirstChoice® RACE-Ready cDNA Kit
fruktoza

galaktoza

GeneRuler™ 1 kb Plus (komplet)
GeneRuler™ 100 bp Plus (komplet)
glicerol

glicin

glukoza monohidrat
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Carlo Erba, Italija
Sigma Aldrich, Nemcija
Clontech, ZDA

Sigma Aldrich, Nemc¢ija
Serva, Nem¢ija
Alkaloid Skopje, Makedonija
Serva, Nemcija

Sigma Aldrich, Nem¢ija
Sigma Aldrich, Nem¢ija
KEFO, Slovenija
Sigma Aldrich, Nemc¢ija
Serva, Nem¢ija

Fluka, Nemcija
Fermentas, Kanada
Fluka, Nemcija
Invitrogen, ZDA
Fermentas, Kanada
Serva, Nemcija
Ambion, ZDA

Sigma Aldrich, Nemcija
Fluka, Nemcija
Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada
Carlo Erba, Italija
Serva, Nem¢ija

Fluka, Nemcija
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goveji serumski albumin

HCHO (37%)

HCI (37%)

izopropanol

jajéni albumin

kazeinski hidrolizat

KCI

KOH

komplet za hojo po genomu (GenomeWalker™
Universal Kit)

konjski mioglobin

kvasni ekstrakt

laktoza monohidrat

membrana za ultrafiltracijo - Omega 3K 12PK
manoza

metanol

mikrotitrska plos¢a (96 jamic z okroglim
dnom)

Minisart filtri za sterilno filtracijo (0.2 um)
MnCl,x4H,0

N,N,N’,N'-tetrametil-etilendiamin (TMED)
N,N'-metilen bisakrilamid

Na,COs

NaCl

NaOH

Natrijev dodecil sulfat (NaDS)
nizkomolekularni proteinski standard — LMW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis

ocetna kislina

pPGEM®-T Easy Vector Systems (komplet)
PhastGel™ IEF 3-9 (gel za izoelektricno

fokusiranje)
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Sigma Aldrich, Nem¢ija
Merck, Nemcija

Merck, Nemcija

Carlo Erba, Italija
Serva, Nemcija

Sigma Aldrich, Nemcija
Fluka, Nemcija

Carlo Erba, Italija
Clontech, ZDA

Serva, Nem¢ija

Sigma Aldrich, Nem¢ija
Fluka, Nemcija

Pall corporation, ZDA
Sigma Aldrich, Nem¢ija
Sigma Aldrich, Nem¢ija
TPP, Svica

Sartorius, Nemcija
Fluka, Nemcija
Serva, Nem¢ija
Fluka, Nemcija
Merck, Nemcija
AppliChem, Nemcija
Carlo Erba, Italija

Serva, Nemcija

Amersham Biosciences, ZDA

Fluka, Nemcija
Promega, ZDA
Pharmacia, Svedska
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poliviniliden difluorid (PVDF) Immobilion-P*? Milipire, ZDA

saharoza Fluka, Nemcija

Sepharose CL 4B (sefaroza) GE Healthcare, ZDA

Siroki oznacevalec izoelektri¢nih tock (Broad Pharmacia, Svedska

pl Calibration Kit)

trifluorocetna kislina Pierce, ZDA

tripsin Bochinger Mannheim, Nemdija
tris(hirdoksimetil)aminometan (Tris) Serva, Nemcija

Univerzalni zacetni oligonukleotidi M13 in Invitrogen

SP6

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Promega, ZDA
System (komplet)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Promega, ZDA
(komplet)
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3.1.2 Oprema

pipete

spektrofotometra

centrifuge

ultrafiltra
naprava za HPLC

kolona za HPLC

naprava za FPLC

kolona za FPLC

naprava za poliakrilamidno

gelsko elektroforezo

naprava za izoelektri¢cno

fokusiranje
kadicka za prenos western

naprava Za agarozno

elektroforezo
napajalnik za elektroforezo

naprava za fotografiranje

gelov
magnetno mesalo

vibracijski stresalnik

avtomatska veCkanalna pipeta Proline 50-1200 pl,
Biohit, Finska

Lambda 25, PerkinElmer, ZDA

NanoDrop™ 1000, NanoDrop Technologies, ZDA
Sorvall RC-5C Plus, Thermo Fisher Scientific, ZDA
Centrifuge 5424, 5415R in 5804R, Eppendorf,
Nemcija

Amicon 8200 in 8400, Milipore ZDA

HPLC system 1100 series, Hewlett-Packard, Nemc¢ija

ChromSpher C8, 100 x 3 mm, Chrompack,

Nizozemska

AKTA™purifier, GE Healthcare Biosciences AB,
Svedska

Superdex™ 75 10/300 GL, GE Healthcare

Biosciences AB, Svedska

Mini-PROTEAN 11, Bio-Rad, ZDA

PhastSystem, Pharmacia, Svedska

Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad, ZDA

Owl EasyCast Mini Gel System (modela: B1A, B2),
Thermo Fisher Scientific, ZDA

Power Pack Basic, Bio-Rad, ZDA

Sistem UVltec, UVltec, Velika Britanija

Rotamix S10, Tehtnica, Slovenija

EV-202, Tehtnica, Slovenija
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orbitalni stresalnik Vibromix 31, Tehtnica, Slovenija

Infors, Svica (v kombinaciji s Certomat HK)

termo stresalnik ThermoShaker TS1, Biometra, Nem¢ija

termo inkubator Certomat HK, B. Braun Biotech International,
Nemcija

vodna kopel U3 (grelec), 6A (kadicka), Julabo, Nemcija

naprava za  doloCanje Procise Protein Sequencing System 492, PE Applied

aminokislinskega Biosystems, ZDA

zaporedja

tehtnici 200A, Tehtnica, Slovenija

Genius ME, Sartorius, Nemcija
vakuumski koncentrator Speedvac, Savant, ZDA

masni spektrometer Q-TOF Premier, Micromass MS Tehnologies/Waters,

Velika Britanija

pH meter SevenEasy, Mettler Toledo, Svica
naprava za PCR 2720 Thermal cycler, Applied Biosystems, ZDA
komora za sterilno delo SC-R, Labcaire, Velika Britanija

3.1.3 Pufri in raztopine

Priprava nosilca za afinitetno kromatografijo:

— pufer 1: 0,5 M Na,COg, pH 11- uravnan z NaOH

— pufer 2: 0,5 M Na,COs3, pH 10,5 - uravnan z NaOH

— pufer za shranjevanje: 2 M NaCl, 0,02 M Tris-HCI, pH 7,8

Afinitetna kromatografija:

— afinitetni pufer (uporabljen za ekstrakcijo lektinov iz gob in kot mobilna faza pri
afinitetni kromatografiji): 0,02 M Tris-HCI, 0,3 M NaCl, pH 7,8

— elucijska raztopina: 0,01 M NaOH
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— nevtralizacijski pufer: 2 M Tris-HCI, pH 7,6

Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC)
— topilo A: 0,1% (v/v) trifluorocetna kislina, dH,O do 100%
— topilo B: 90% (v/v) acetonitril, 0,1% (v/v) trifluorocetna kislina, dH,O do 100%

Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE)

— vzoréni pufer: 2,5 ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 2 ml glicerol (100%), 4 ml 10% NaDS,
1,5 ml dH,0 in 0,01% bromfenol modrega

— pufer za elektroforezo: 3 g/l Tris, 14,4 g/l glicin, 1 g/l NaDS , dH,0, pH ~ 8,3

— CBB raztopina za barvanje: 1 del 0,2% (m/v) raztopine CBB v 80% (v/v) EtOH in 1
del 20% (v/v) raztopine ocetne kisline (AcOH)

— 30% razbarvalna raztopina: 30% (v/v) EtOH, 10% (v/v) AcOH

— raztopina DTT (5 mg/l)

— raztopina AgNOg3 (1,5 g/l)

— 3% (m/v) raztopina Na,CO3 z 0,5 ml/l 36% (m/v) HCHO

Gelska filtracija z uporabo tekoc¢inske kromatografije za hitro locevanje proteinov
— pufri za gelsko filtracijo: 0,05 M Tris-HCI, 0,4 M NaCl, pH 7,58, sladkor (0,3 M ali
0,5 M laktoza ter 0,4 M galaktoza)

Prenos western

— prenasalni pufer: 100 ml 10 x prenasalni pufer (30 g/l Tris, 58 g/l glicin), 200 ml
metanol, dH,O do 1 I, pH ~ 8,3

— raztopina barvila CBB: CBB 0,1% (m/v), metanol (MeOH) 40% (v/v), ocetna Kislina
1% (viv)

— 50% (v/v) raztopina MeOH

Doloc¢anje aminokislinskega zaporedja

— pufer za cepitev s tripsinom: 50 mM Tris-HCI, 20 mM CacCl,, pH 8,03

Agarozna elektroforeza
— TAE pufer: 0,04 M Tris-acetat, pH 8,0, 1 mM etilendiamintetraacetat (EDTA)
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Hemaglutinacijski testi
— eritrocitni pufer: 0,02 M Tris-HCI, 0,13 M NaCl, pH 7.4

3.1.4 Biolo$ki material

Glivni material

Plodis¢a oziroma gobe glive orjaski deznik (Macrolepiota procera) so bile nabrane
v naravnem okolju na podroc¢ju Krasa leta 2007. Do pricetka raziskav so bile gobe

shranjene pri -20 °C. Glivni material je vseboval klobuke in bete.

Bakterijski sevi

Pri delu smo uporabljali komercialne kompetentne celice Escherichia coli DH5a
(Invitrogen, ZDA). Te celice izvirajo iz seva K12, ki omogo¢a varno delo z
molekularno-bioloskimi tehnikami. Skupaj s plazmidom pGEM-T Easy je
omogocena a-komplementacijo gena za B-galaktozidazo, zato lahko izvajamo belo-

modro selekcijo.

Eritrociti

Pri testih bioloske aktivnosti in vezavne specificnosti lektinov smo uporabljali
¢loveske eritrocite tipa A, B in O, katere nam je priskrbel dr. Urban Svajger iz
Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko medicino v Ljubljani. Eritrociti so bili
pridobljeni s centrifugiranjem sveze krvi in sprani s fiziolosko raztopino. Uporabni
so bili, dokler se supernatant ni obarval rdeCe, kar je nakazovalo na hemolizo

eritrocitov.

3.1.5 Plazmidi

Pri delu smo uporabljali lineariziran plazmid pGEM®-T Easy, ki ima na 3' koncu konéni

timidin, kar izbolj$a ligacijo in preprecuje recirkularizacijo plazmida.
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3.1.6 Zacetni oligonukleotidi

Za podvojevanje zeljenih nukleotidnih zaporedij smo uporabili degenerirane in specificne

zaCetne oligonukleotide (Thermo Fischer Scientific, Nemcija), zbrane v Preglednici I.

Preglednica I: Seznam degeneriranih in specifi¢nih zadetnih oligonukleotidov, uporabljenih v veriZnih

reakcijah s polimerazo. Pri degeneriranih zacetnih oligonukleotidih smo uporabili standardni degeneriran
kod, pri ¢emer | pomeni inozin; Hje A,C, T;YjeC, T;SjeC,G;VjeA C, G, RjeA G;KjeG,T.Pod

nukleotidnimi zaporedji degeneriranih zacetnih oligonukleotidov so napisana aminokislinska zaporedja, na

podlagi katerih smo nacrtovali oligonukleotidne zacetnike.

Ime Nukloetidno zaporedije (5' —> 3') Vir AK zaporedja
Degenerirani Mp-Kitka-N1 Smerni CARCAITAYAARATHACIAAIGT Nage delo +
Q T Y K I T N V diploma K.
K Mustar (31)
Mp-Kitka-N2 Smerni AARGCIGGIACIGTIATHGAYYT Nase delo +
K A G T v I D L diploma K.
Mustar (31)
MpK5-GalL-N1 Smerni AAYATHGAYAAYACIGCITTYAA Diploma K.
N I D N T A F N Mustar (31)
MpK5-GalL-N2 Smerni GAYGARGCICARGAYGTIYT Diploma K.
D E G Q D V L Mustar (31)
MpK5-GalL-C1 Protismerni KRTCICCITGRTCRSAIAC Nase delo
Mp-LacL-Ric-N1 Smerni ATHTTYGTICCITTYACIAAYT Nase delo
I F V P F T N Y
Mp-LacL-Ric-N2 Smerni GGITAYGGIGAYACIACICC Nase delo
G 'Y G D T T P
Mp-LacL-Ric-C1 Protismerni CCRTGRTTRAAIGTCCAYTGYTG Nase delo
Q W T F N H G 0
Specifi¢ni MpKTK-ter-1F Smerni ATCTGGCGCGATGAAGTCAACGAAAAT
MpKTK-ter-2F Smerni ATCTTTGTCCCCTTCACCAACTACAACC
MpKTK-ter-3F Smerni AGCTCTGGTGGACTTGGGAAGGTCTCC
MpKTK-prom-1R Protismerni AGGCTTTACCCGTCCAGTTGAACGTCCAT
MpKTK-prom-2R Protismerni GGTTCTTGCCGCTATGGTAGGGGTAGC
MpKTK-prom-3R Protismerni GATGATGGACTTGTTGTCTTCACCAGA
Mp-KIT-F-1 Smerni CTACGCGCTTCGTGGTTTCTC
Mp-KIT-F-2 Smerni CGTGAATTATCACTACTTCTC
Mp-KIT-R-1 Protismerni TGAGATAGACAACGTGTGGTT
Mp-KIT-R-1 Protismerni GTTGATGAAGGGGTATAACAC

3.1.7 Gojisca

Tekoca gojisca:

e gojisce LB (1 liter): 10 g triptona (kazeinski hidrolizat), 5 g kvasnega ekstrakta, 10

g NaCl, pH uravnan na 7,5, avtoklavirano

e gojis¢e LBA (1 liter): gojis¢u LB po avtoklaviranju dodamo Se ampicilin do

koncentracije 100 png/ml

e SOC gojisce (100 ml): 2 g triptona, 0,5 g kvasnega ekstrakta, 1 ml 1 M NaCl, 0,25
ml 1 M KCI, dodamo do 97 ml dH,O in avtoklaviramo, nato dodamo 1 ml 2 M
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Mg®* (sterilno filtrirano), 1 ml 2 M glukoze (sterilno filtrirano), razred¢imo do 100

ml z sterilno dH,0, kon¢ni pH 7,0

Trdna gojisca:
e gojisce LB: gojiscu LB pred avoklaviranjem dodamo 15 g agarja
e gojis¢e LBA: gojis¢u LB pred avoklaviranjem dodamo 15 g agarja, po
avtoklaviranju pa Se ampicilin (100 pg/ml)
e gojis¢e LBA/X-Gal (1 liter): gojis¢u LB pred avoklaviranjem dodamo Se 15 g
agarja, avtoklaviramo ter dodamo ampicilin (100 pg/ml in X-Gal (80 pg/ml)
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3.2 Metode

3.2.1 Izolacija lektinov iz orjaskega deznika (M. procera)

3.2.1.1 Priprava izvlecka iz plodis¢ glive

Plodis¢a (1464 g sveze teze) orjaSkega deznika (M. procera) smo narezali na majhne
kosc¢ke, jim dodali afinitetni pufer z 0,5 g/l reducenta Na,S,03 in nato s homogenizacijo
pripravili izvlecek. Za vecji izkoristek smo ekstrakcijo ponovili trikrat, pri ¢emer smo
skupno porabili 1500 ml afinitetnega pufra. Izvlecek smo prefiltrirali skozi filtrirni papir,
centrifugirali 30 minut pri 9500 x g in 4 °C ter supernatant uporabili za izolacijo lektinov

ali pa ga shranili pri -20 °C.

3.2.1.2 Afinitetna kromatografija

Afinitetna kromatografija spada med adsorpcijske kromatografije, s katero lahko lo¢ujemo
proteine, nukleotide, nukleinske kisline, imunoglobuline, celice in celicne komponente. Za
lo¢itev komponente iz zmesi se mora le ta specifi¢no in reverzibilno adsorbirati na nosilec
s pripetimi ligandi, katerih struktura se komplementarno prilega delu iskane snovi. Nosilec
mora imeti dobre preto¢ne lastnosti, Sibko nespecificno adsorpcijo, mora biti stabilen pri
vezavi liganda in pogojih izolacije, poleg tega pa mora imeti tudi primerne skupine za
vezavo liganda. Po drugi strani pa mora ligand, od katerega je odvisno, katere komponente
bo vezal in ali bo vezava specifi¢na in reverzibilna, vsebovati skupine, primerne za vezavo
na nosilec. Ob ustreznem poznavanju postopkov je metoda preprosta, hitra in omogoca

uporabo velikih volumnov.

3.2.1.2.1 Priprava nosilca in vezava sladkorjev

Kot nosilec smo izbrali sefarozo (Sepharose CL 4B). Delcki sefaroze so okrogli in
sestavljeni iz agaroze, katere vsebnost je bila v nasem primeru 4%. Oznaka CL (ang.

Cross-linked) pomeni, da so derivati sefaroze zamrezeni, kar omogoca vecjo kemi¢no in

fizikalno odpornost v primerjavi z nezamrezeno sefarozo, poleg tega pa ima tudi boljse
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pretocne lastnosti, pri ¢emer selektivnost ostaja enaka. Zamrezena Sefaroza je uporabna

tudi za locevanje v organskih topilih, saj je nanje odporna.

Za pripravo posameznih nosilcev z vezanimi razlicnimi sladkorji (galaktoza, laktoza,
glukoza ali saharoza) smo uporabili 100 ml sefaroze brez topila. Sefarozo smo dodali v
nuco in jo sprali s pufrom 1 ter se tako znebili etanola, v katerem je bila shranjena. Po
spiranju smo sefarozi, resuspendirani v 100 ml pufra 1, po kapljicah dodali 11 ml
divinilsulfona, s katerim smo sefarozo aktivirali. Sledilo je 70-minutno meSanje na
rotacijskem meSalniku, zaSCiteno pred svetlobo. Po koncani aktivaciji sefaroze smo
divinilsulfon odstranili s spiranjem s pufrom 2, nato pa je sledila vezava liganda
(sladkorja), pri ¢emer smo dodali 100 ml 15% (m/v) raztopine sladkorja. Sledilo je 15-urno
mesanje in kon¢no spiranje s pufrom 2. Po konc¢ani pripravi sefaroz z vezanimi sladkorji

smo le te uporabili ali shranili v pufru za shranjevanje (32).

3.2.1.2.2 Afinitetna kromatografija na laktozil- in galaktozil-sefarozi ter sefarozi

Za izolacijo lektinov iz orjaskega deznika smo uporabili laktozil- in galaktozil-sefarozo.
Ker je sefaroza sama po sebi polisaharid in bi lahko bili izolirani lektini posledica vezave
na nosilec, ne pa na sladkorje, smo izvedli $e kontrolno afinitetno kromatografijo, pri kateri
smo uporabili z divinilsulfonom aktivirano sefarozo brez vezanega sladkorja. Izvle¢ek
orjaskega deznika smo nanesli na kolone s prej omenjenimi nosilci in rahlo mesali pol ure
na rotacijskem mesalniku. Sledilo je spiranje (pretok 50 ml/min) nevezanega materiala iz
kolone z afinitetnim pufrom, dokler se pri izhodnem pufru absorbanca pri 280 nm (Azgo) ni
priblizala vrednosti A = 0,05. Vezane proteine smo nato eluirali z elucijsko raztopino. V
epruvete, v katere smo predhodno dodali 1 ml nevtralizacijskega pufra (0,01 M NaOH),
smo zbirali frakcije po priblizno 15 ml in jim nato izmerili Ago. Frakcije posameznih

afinitetnih kromatografij, ki so vsebovale proteine, smo zdruzili in skoncentrirali.

3.2.1.2.3 Zaporedna afinitetna kromatografija z glukozil- oziroma saharozil-sefarozo

in laktozil-sefarozo

Za izolacijo glukozil- oziroma saharozil-specifi¢nih lektinov smo uporabili zaporedno

afinitetno kromatografijo, pri ¢emer smo nevezan material po afinitetni kromatografiji na
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laktozil-sefarozi nanesli na glukozil- ali saharozil-sefarozo. Elucija in zbiranje frakcij je

potekalo enako kot opisano pod tocko 3.2.1.2.2.

3.2.1.3 Ultrafiltracija vzorcev

Po afinitetni kromatografiji smo izolirane lektine (volumnov 120-730 ml) koncentrirali in
razsolili v ultrafiltrih s pomoc¢jo membran za ultrafiltracijo, ki zadrzijo delce, vecje od 3
kDa. Koncentriranje do volumna 5-7 ml je potekalo v prostoru s temperaturo 4-5 °C ob
konstantnem meSanju pri nadtlaku. Vzorce smo centrifugirali 15-20 min pri 3000 x g, jih

razdelili na enake volumne v ve¢ mikroepruvet in shranili pri -20 °C.

3.2.1.4 Preparativna teko¢inska kromatografija visoke lo¢ljivosti z reverzno fazo

Za kasnejSe biokemijske analize smo lektine dodatno Cdistili in razsolili z uporabo
tekoc¢inske kromatografije visoke locljivosti z reverzno fazo (RP-HPLC). Pri tej tehniki
lo¢evanje proteinov poteka na podlagi hidrofobnosti. VVzorce (60-200 pl) smo nanasali v
topilu A, pri ¢emer je bil skupni volumen injiciranja 1 ml. V topilu A je potekala vezava
proteinov in peptidov na kolono, spiranje le teh iz kolone pa smo dosegli z gradientom
topila B. Program, po katerem je potekala analiza, prikazuje preglednica Il. Pretok je bil 1
ml/min. Detekcija eluiranih proteinov je potekala spektrofotometri¢no pri valovni dolZini

215 nm. Eluirane vzorce smo posusili v vakuumskem koncentratorju in shranili na -20 °C.

Preglednica I1: Program za RP-HPLC. Preglednica prikazuje koli¢ino topila B v mobilni fazi v ¢asu.

t (min) 0-5 5-35 35-38 38-40 40-42
% topila B 0 0-65 65-100 100 100-0

3.2.2 Biokemijska karakterizacija lektinov

3.2.2.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata
Cistost izoliranih lektinov in njihove molekulske mase smo ocenjevali z analizo s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-

PAGE). Gele za NaDS-PAGE smo pripravili s pomocjo sestavin, navedenih v preglednici

I1l. Pri tem je raztopina akrilamida (vsebuje akrilamid in N,N'-metilen bisakrilamid)
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odgovorna za tvorbo gela, medtem ko polimerizacijo sprozita amonijev persulfat
((NH4)2S20g) in N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamin (TMED). Pri pripravi smo najprej vlili
locevalni gel, ki je gosto zamreZen in sluzi lo¢evanju proteinov. Na vrh smo za izravnavo
bazne linije in da bi preprecili izsusitev gela vlili izopropanol (ali butanol), nasi¢en z vodo.
Gel je polimeriziral v 20-45 min, po konfanem strjevanju pa smo alkohol odlili in gel
sprali z dH,0, stekelca pa osusili s filter papirjem. Nato smo vlili §¢ manj zamrezen
koncentrirni gel, ki proteine koncentrira na majhno obmocje, in vanj vstavili glavni¢ek z
10 rezami. Po strditvi gela smo ga skupaj s stekelci odstranili iz naprave za vlivanje in

odstranili glavnicek, nakar je bil gel primeren za analizo izoliranih lektinov.

Preglednica I11: Sestava gelov za NaDS-PAGE. V preglednici so podane koli¢ine sestavin, Ki sestavljajo
dolo¢en gel. Skupni volumni zado$Cajo za pripravo enega gela debeline 1.5 mm, ki je sestavljen iz

lo¢evalnega in koncentrirnega gela.

Koncentrirni gel Locevalni gel
Pufer: 0,5 M Tris-HCI pH 6,8  Pufer: 1,5 m Tris-HCI pH 8,8
4% 12% 15%
dH20 3,167 ml 4,335 ml 3,585 ml
Pufer 1,250 ml 2,500 ml 2,500 mi
NaDS 10% (m/v) 0,050 ml 0,100 ml 0,100 ml
Akrilamid/bis 40% (m/v) 0,500 ml 3,000 ml 3,750 ml
amonijev persulfat ((NH4),S;05)10% (m/v) 0,025 ml 0,050 ml 0,050 ml
N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamin (TMED) 0,008 mi 0,015 ml 0,015 mi
Skupaj 5,000 ml 10,000 ml 10,000 ml

Vzorcem lektinov (10 pg) smo dodali 10-15 pl vzorénega pufra z ali brez 1 pl reducenta
ditiotraitola s kon¢no koncentracijo 15 mM in kuhali 8 minut na 100 °C. Po kuhanju smo
vzorce kratko centrifugirali in odpipetirali v zepke. Poleg tega smo nanesli tudi
nizkomolekularne proteinske standarde molekulskih mas od 14,4 do 97 kDa, s pomocjo
katerih smo ocenili molekulske mase proteinov. Elektroforezno loc¢evanje je potekalo v
navpicni smeri in je trajalo priblizno 70 min pri konstantnem toku 30 mA/gel v pufru za
elektroforezo. Gele smo po koncani elektroforezi obarvali z modrim barvilom CBB ali s

srebrovim barvanjem in jih slikali.
Barvanje gelov s CBB v raztopini za barvanje je trajalo 60 minut. Po barvanju smo gele do

primerne vidnosti lis razbarvali z veckratno menjavo 30% oziroma 10% razbarvalne

raztopine.
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Gele smo barvali tudi s srebrom, ki nudi bolj$o detekcijo proteinov. Pred tem smo s CBB
obarvane gele razbarvali v 30% razbarvalni raztopini in jih nato nekaj minut rehidrirali v
dH,0. Gele smo za 30 min izpostavili delovanju reducenta, raztopini ditiotreitola (5 mg/l),
in jih nato prenesli v raztopino AgNO3 (1,5 g/l). Gele smo stresali v temi 60 min. Po
stresanju smo prenesli gele v 3% (m/v) raztopino Na,CO3 z 0,5 ml/l 36% (m/v) HCHO, kar
je sprozilo barvno reakcijo, katero smo po primernem obarvanju gela ustavili z nekaj grami
citronske Kisline (33).

3.2.2.2 1zoelektri¢no fokusiranje

Izoelektri¢ne tocke lektinov smo ugotavljali s pomoc¢jo metode izoelektriénega fokusiranja
na sistemu PhastSystem (Pharmacia, Svedska). Na ta nagin smo preverili tudi njihovo
Cistost, saj lahko s to metodo ucinkovito lo¢imo izooblike proteinov. Izoelektricno
fokusiranje lektinov je potekalo po navodilih proizvajalca na gelu s pH gradientom od 3 do
9. Izoelektri¢ne tocke smo ocenili s pomocjo Sirokega oznacevalca izoelektricnih tock za

pH obmocje od 3 do 9.

3.2.2.3 Masna spektrometrija z ionizacijo z elektrorazprSevanjem

Molekulske mase lektinov MpSepL, MpGalL in MpLacL, o¢is¢enih z RP-HPLC, smo
dolo¢ili z masno spektrometrijo z ionizacijo z elektrorazprsevanjem (ESI-MS). Delo je
opravil dr. Bogdan Kralj na Odseku za znanosti o okolju, InStitut JoZef Stefan. Lektine smo
raztopili v vodi in metanolu v volumskem razmerju 60:40 z 0,1% mravlji¢no kislino.
Vzorce smo z injekcijsko ¢rpalko (pretok 5 pl/min) vnesli v vir ionov z ionsko napetostjo 4
kV. S pretvorbo dobljenih masnih spektrov z razlicno nabitimi ioni smo dolocili

molekulske mase lektinov.

3.2.2.4 Gelska filtracija z uporabo tekoCinske kromatografije za hitro locevanje

proteinov
Gelska filtracija nam je sluzila za ocenitev velikosti nedenaturiranih lektinov, S tem pa smo

sklepali na njihovo morebitno tvorbo kvartarnih (oligomernih) struktur z nekovalentnimi

asociacijami. Kolono Superdex™ 75 10/300 GL smo uravnotezili S pufrom za gelsko
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filtracijo, ki je vseboval ustrezen sladkor (enak imobiliziranemu sladkorju pri izolaciji
posameznih lektinov z afinitetno kromatografijo). Sladkor smo uporabili z namenom, da bi
izni¢ili interakcije lektina s sladkornimi enotami nosilca Superdex 75 (zamrezena agaroza
in dekstran), in s tem prepreéili podaljSanje elucijskih volumnov. Pri analizi MpSepL smo
torej uporabili galaktozo (0,4 M) ali laktozo (0,5 M), pri analizi MpGalL galaktozo (0,4
M), pri MpLacL pa laktozo (0,3 M ali 0,5 M). Posamezne lektine (200 pl) smo 30 min
inkubirali v pufru z ustreznim sladkorjem in jih nato nanesli na kolono. Pretok je bil 0,5
ml/min. Kalibracija kolone je potekala z naslednjimi proteinskimi standardi, naneSenimi v
pufru z 0,4 M galaktozo: goveji serumski albumin (66 kDa), jaj¢ni albumin (45 kDa) in
konjski mioglobin (17,8 kDa). Iz elucijskih volumnov standardov smo napravili
umeritveno krivuljo, na podlagi te pa iz dobljenih elucijskih diagramov posameznih

lektinov izracunali njihove molekulske mase.

3.2.2.5 Prenos western

Pred prenosom western smo proteine najprej loc¢ili z NaDS-PAGE na gelih, ki so bili
starani vsaj en dan. S staranjem gelov smo se znebili prisotnosti radikalov, ki bi lahko
spremenili preiskovane proteine. S prenosom western smo proteine iz gela prenesli na
poliviniliden diflouridno (PVDF) membrano, kar je potekalo v prenasalnem pufru. Prenos
je trajal 90 min pri konstantnem toku 200 mA. Po kon€anem prenosu smo membrano sprali
z dH,0 in jo v njej pustili ¢ez no¢. Naslednji dan smo membrano najprej za nekaj sekund
pomocili v 100% metanol in nato za 1 min v raztopino barvila CBB. Po barvanju smo
membrano razbarvali v 50% (v/v) raztopini MeOH. Ko so se lise primerno videle, smo
membrano sprali Se z dH,0 in jo posusili na zraku. Lise smo izrezali in jih shranili pri -20
°C.

3.2.2.6 Dolo¢anje aminokislinskih zaporedij izoliranih lektinov

Dolocanje aminokislinskih zaporedij je potekalo z Edmanovo razgradnjo, in sicer je delo
opravila dr. Adrijana Leonardi z Odseka za molekularne in biomedicinske znanosti na
Institutu Jozef Stefan. N-konéna aminokislinska zaporedja lektinov (MpSepL in MpLacL)
smo dolocali iz izrezanih lis na PVDF membrani po prenosu western. Notranja

aminokislinska zaporedja pa smo dolocali peptidnim fragmentom, dobljenim po cepitvi
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lektina MpLacL s tripsinom in lo¢evanju z RP-HPLC. Ker so lektini pogosto odporni na
proteoliti¢no razgradnjo s proteazami (35), smo pred dodatkom tripsina lektin denaturirali,
pri ¢emer smo ga Vv pufru za cepitev kuhali 30 min na 100 °C. Tripsin smo dodali 5-krat po
2ul (razmerje encima in substrata je bilo 1:100 (w/w)) v polurnih oziroma enournih
intervalih. Skupni Cas tripsiniziranja je bil 3,5 h ob stalnem stresanju na 37 °C. Dobljene
peptidne fragmente smo locili z RP-HPLC po programu, opisanem v poglavju 3.2.2.3.
Analizirali smo tudi sam tripsin in necepljeni MpLacL ter po primerjavi kromatogramov
dolo¢ili, kateri fragmenti so pri tripsiniziranemu vzorcu posledica cepitve lektina. Tem

fragmentom smo nato dolocili aminokislinska zaporedja.

3.2.3 Molekulsko kloniranje ter analiza lektin-kodirajoc¢ih genov in cDNA

3.2.3.1 PomnoZevanje delnih nukleotidnih zaporedij lektin-kodirajo¢ih genov in

cDNA

Za pomnozevanje genov in cDNA z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) smo najprej
uporabili smerne in protismerne degenerirane zacetne oligonukleotide (zbrani v preglednici
I). Te smo nalrtovali na podlagi delnih aminokislinskih zaporedij lektinov (MpSepL in
MpLacL), katere smo dolo€ili s pomo¢jo Edmanove degradacije ali na podlagi delnih
zaporedij, ki so bila opisana v diplomskem delu K. Mustar (31). Pri nacrtovanju smo
uporabili racunalniski program CADEPCO (Computer-Assisted DEgenerate Primer
COnstruction) (36), pri ¢emer smo izbirali degenerirane zacetne oligonukleotide z najniZjo
degeneriranostjo ter ustrezno dolzino (17-28 bp), vsebnostjo G-C (optimalno 40%) in
talilno temperaturo med 55 in 80 °C. Matrice za pomnozevanje zaporedij z metodo PCR so
bile 10- oziroma 100-krat red¢ena genomska DNA in cDNA, pripravljena z obratno
transkripcijo RNA. Za izolacijo nukleinskih kislin smo plodis¢a gobe orjaski deznik
zdrobili v terilnici s teko¢im duSikom in tkivo v primernih alikvotih shranili pri — 80 °C.
Visoko molekularno genomsko DNA (gDNA) smo izolirali po protokolu za izolacijo
genomske DNA iz nitastih gliv, gob in rastlinskih tkiv (34), celokupno RNA pa z uporabo
kompleta RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Nemc¢ija) po navodilih proizvajalca za izolacijo
RNA iz rastlinskih tkiv in nitastih gliv. Po primarni PCR, pri kateri smo uporabili
degenerirane zacetne oligonukleotide (MpK5-GalL-N1 in MpK5-GalL-C1 ter Mp-LacL-
Ric-N1 in Mp-LacL-Ric-C1; preglednica I), smo 1 ul produkta uporabili kot matrico pri
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vgnezdeni PCR (MpK5-GalL-N2 in MpK5-GalL-C1 ter Mp-LacL-Ric-N2 in Mp-LacL-
Ric-C1; preglednica 1). Pri obeh reakcijah smo uporabili enake pogoje (program 1,
preglednica 1V). Za pomnoZevanje smo uporabili polimerazo DreamTaq'™, zmes za
reakcijo pa pripravili po navodilih proizvajalca (Fermentas. Kanada). Pri delu smo
uporabili metodo vrocega zacetka (hot start), ki zmanjSa nespecificno podvojevanje pri
nizkih temperaturah, in metodo PCR s padajo¢o temperaturo prileganja zacetnih

oligonukleotidov (touchdown).

Preglednica IV: Programi za pomnoZevanje delnih nukleotidnih zaporedij genov in cDNA, ki kodirajo
lektine. Zvezdica (*) pri temperaturi oznacuje stopnjo, v kateri smo v zmes dodali polimerazo (PCR metoda
vrocega zacetka). Zaznamek -1 °C pomeni, da se temperatura v vsakem ciklu v tisti stopnji zmanjsa za 1 °C.

(PCR metoda s padajoCo temperaturo prileganja zacetnih oligonukleotidov).

Program 1 Program2 Program 3 Trajanje Stevilo
Temperatura (°C) ciklov

95 95 95 5 min 1

65* 65* 65* 30s

94 94 94 30s

65 -1 °C 60 -1 °C 55-1°C 30s 10

72 72 72 1 min

94 94 94 30s

55 50 45 30s 25

72 72 72 1 min

72 72 72 5 min 1

4 4 4 0

Na podlagi dobljenih delnih nukleotidnih zaporedij smo nacrtovali zacetne

oligonukleotide, specifi¢ne za gen oziroma cDNA.

3.2.3.2 PomnoZevanje cDNA z metodo hitrega kloniranja 3' in 5' koncev cDNA

Za pomnozevanje navzdol lezeCih zaporedij cDNA smo uporabili metodo hitrega
kloniranja 3' koncev cDNA (ang.: rapid amplification of 3' cDNA ends; 3' RACE).
Uporabili smo degenerirana zacetna oligonukleotida Mp-Kitka-N1 oziroma Mp-LacL-Ric-
N1 (preglednica I) in zunanji zacetni oligonukleotid 3' RACE (3' RACE outer primer) v
primarni, v vgnezdeni PCR pa Mp-Kitka-N2 oziroma Mp-LacL-Ric-N2 (Preglednica I) in
notranji zacetni oligonukleotid 3' RACE (3' RACE inner primer). Reakciji sta potekali v
enakih pogojih, po programu 2 (preglednica IV). Uporabili smo tudi degenerirana zacetna
oligonukleotida MpK5-GalL-N1 oziroma MpK5-GalL-N2 in zunanji zacetni
oligonukleotid 3' RACE v primarni PCR, ki je potekala po programu 3 (Preglednica 1V).
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Matrica v primarnih PCR je bila cDNA (1 ul), pripravljena z obratno transkripcijo RNA s
pomocjo oligo(dT)-adapterskega zacetnega oligonukleotida (dT(17)-3'RACE), ki se prilega
na zacetek poli-A-repa mRNA. V vgnezdenih PCR pa smo kot matrico uporabili produkt
primarnih PCR (1 pl).

S pomoc¢jo metode hitrega kloniranja 5' koncev ¢cDNA (ang.: rapid amplification of 5'
cDNA ends; 5 RACE) pa smo pomnozili navzgor lezeCe zaporedje cDNA za MpL.
Pomnozevanje je potekalo podobno kot pri 3' RACE, le da se tu adapterski zacetni
oligonukleotid prilega na 5' konec cDNA. V primarni PCR smo uporabili specific¢ni zacetni
oligonukleotid MpKTK-prom-1R (preglednica I) in zunanji zacetni oligonukleotid 5'
RACE (5' RACE outer primer), medtem ko smo v vgnezdeni PCR uporabili MpKTK-
prom-2R oziroma MpKTK- prom-3R (preglednica I) in notranji zacetni oligonukleotid 5'
RACE (5' RACE inner primer). Reakcije so potekale po programu 1 (preglednica V). Z
metodama 3' in 5' RACE smo tako s pomo¢&jo kompleta FirstChoice® RACE-Ready cDNA
Kit dobili celotno zaporedje cDNA.

3.2.3.3 PomnoZevanje gena z metodo hoje po genomu

Za pomnozevanje gena, ki kodira lektin iz M. procera, ter njegove promotorske in
terminatorske regije smo uporabili metodo hoje po genomu (ang.: genome walking), ki
omogo¢a pomnozevanje neznanih fragmentov DNA leZeCih navzdol in navzgor od
znanega delnega nukleotidnega zaporedja. Za to smo uporabili s kompletom
GenomeWalker™ Universal Kit pripravljeni genomski knjiznici, pri katerih je bila
genomska DNA rezana z restikcijskima encimoma Stul oziroma Pvull. Nastalim
fragmentom smo nato na tope konce ligirali adapterje in knjiznici Mp-Stul in Mp-Pvull
uporabili kot matrici pri pomnozevanju celotnega zaporedja gena, ki kodira MpL. Pri tem
smo uporabili polimerazo Advantage 2 Polymerase Mix in programa, navedena v

preglednici V.

Za pomnozevanje navzdol leZec¢ih regij smo uporabili zacetni oligonukleotid MpKTK-ter-
1F oziroma MpKTK-ter-2F (preglednica 1) in zunanji zacetni oligonukleotid AP1 (outer
adaptor primer 1), ki se prilega na adapter fragmentov genomskih knjiznic. Produkte

primarne PCR smo red¢ili 50-krat in jih uporabili kot matrice v vgnezdeni PCR, pri kateri
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smo uporabili MpKTK-ter-2F (primarna PCR: MpKTK-ter-1F) in MpKTK-ter-3F
(primarna PCR: MpKTK-ter-1F oziroma MpKTK-ter-2F) (preglednica 1) ter notranji
zacetni oligonukleotid AP2 (nested adaptor primer 2).

Za pomnozevanje navzgor lezeCih regij pa smo v primarni PCR uporabili zacetni
oligonukleotid MpKTK-prom-1R oziroma MpKTK-prom-2R (preglednica I) in AP1, v
vgnezdeni PCR pa smo uporabili MpKTK-prom-2R (primarna PCR: MpKTK-prom-1R) in
MpKTK-prom-3R (primarna PCR: MpKTK-prom-1R oziroma MpKTK-prom-2R) ter
AP2.

Preglednica V: Programa za pomnoZevanje gena z metodo hoje po genomu. Zaznamek -0.5 °C pri
temperaturi pomeni, da se v vsakem ciklu temperatura zmanj$a za 0.5 °C (PCR metoda s padajoco

temperaturo prileganja zaéetnih oligonukleotidov).

Primarvni PCR Vgnezdgn PCR

Temp. (°C)  Cas St. ciklov | Temp. (°C) Cas St. ciklov
94 15s .
72 3 min 5 95 1 min 1
94 155 10 95 20s 8
72-0.5°C 3 min 72-0.5°C 3 min
94 15s 95 20s
67 3 min 25 | gg 3 min 27
67 4 min 68 4 min

1 1
4 0 4 0

3.2.3.4 Agarozna gelska elektroforeza

Produkte, dobljene pri PCR (5 ul), smo analizirali z metodo agarozne elektroforeze. Gel
smo pripravili s segrevanjem 1% raztopine agaroze v TAE pufru z dodatkom barvila
SYBR™ Safe, nato pa smo raztopino nekoliko ohladili in jo vlili v kadi¢ko za agarozno
elektroforezo. Po locevanju fragmentov z elektroforezo smo njihovo velikost ocenili s
pomocjo velikostnih standardov GeneRuler™ 100 bp Plus ali pa GeneRuler™ 1kb Plus za
fragmente, dobljene z metodo hoje po genomu. Standarda smo redCili po navodilih

proizvajalca velikostnih standardov (Fermentas, Kanada).
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3.2.3.5 Ci§¢enje fragmentov DNA

DNA smo po PCR lahko Cistili neposredno iz zmesi, ¢e se je pri analizi pokazalo, da je v
njej prisoten le en fragment primerne velikosti in v primerni koli€ini (moc¢na intenziteta
lise na slikanem gelu). Ce pa so bili na agaroznem gelu poleg Zeljenega prisotni Se drugi
fragmenti, smo zeleni fragment iz gela izrezali s skalpelom in ga nato Cistili. DNA smo
gistili z uporabo kompleta Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, ZDA)
po navodilih proizvajalca. Da bi dobili vi§je koncentracije DNA, smo zmanjSali volumen
vode (20 ul namesto 50 ul), s katero smo ocisceni fragment eluirali iz mikrokolone. Filtrat
s prisotnim fragmentom smo shranili pri 4 °C, ¢e je sledila ligacija, ali pri -20 °C za dalj

casa.

3.2.3.6 Kloniranje fragmentov

Preden smo ocis¢eni fragment DNA poslali na analizo za doloc¢anje nukleotidnega
zaporedja, smo ga ligirali v plazmidni vektor pGEM®-T Easy s pomo&o kompleta
PGEM®-T Easy Vector System (Promega, ZDA) in nato plazmid z insertom namnozili v
celicah E. Coli. Ligacijska mesanica je bila sestavljena iz 0,15 ul pGEM plazmida, 5 pl
ligacijskega pufra (iz kompleta), 1 ul T4 DNA ligaze in 4 ul oc¢is¢enega DNA fragmenta.
Mesanico smo inkubirali 1-2 uri na sobni temperaturi in ¢ez no¢ na 4 °C. Po ligaciji smo
mesanici dodali 100 pl kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5a (Invitrogen, ZDA) in
inkubirali 30 min na ledu, nato pa smo celice transformirali s temperaturnim Sokom, tako
da smo jih za 1 min prenesli v vodno kopel (42 °C) in nato takoj ohladili na ledu. Celicam
smo dodali 700 pl SOC medija in jih 1 h inkubirali pri 37 °C na orbitalnem stresalniku. Po
tem smo na pripravljena trdna gojis¢a LBA/X-Gal razmazali 100 pl transformirane kulture
celic, ostanek kulture (700 ul) pa smo 2 min centrifugirali pri 6000 x g. Nato smo 600 ul
supernatanta odstranili in ostanek dobro premesali, da smo ponovno dobili homogeno
suspenzijo koncentriranih celic, katero smo razmazali na trdna gojis¢a. Gojisa smo
inkubirali 16 ur na 37 °C in nato s pomoc¢jo modro-bele selekcije izbrali po 4 kolonije belih
celic, ki naj bi vsebovale plazmid z dolo¢enim fragmentom. S PCR na osnovi kolonije smo
s pomoc¢jo univerzalnih zacetnih oligonukleotidov M13 in SP6 preverili, ali izbrane
kolonije dejansko vsebujejo fragment. Ce se je izkazalo, da so celice vsebovale plazmid z

vklju¢enim fragmentom, smo celice namnoZili v prekonoc¢ni kulturi pri 37 °C v tekoem
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gojis¢u LBA (3 ml). Plazmide s fragmentom smo nato izolirali s pomocjo kompleta
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification system (Promega, ZDA) za ¢is¢enje DNA
iz celic. Postopek smo opravili po navodilih proizvajalca, zmanjsali smo le volumen vode

(90 ul namesto 100 pl), s katero smo eluirali o¢iscen plazmid iz mikrokolone.

Koncentracije (v ng/ul) DNA oziroma plazmida smo merili spektrofotometri¢no, pri ¢emer
je moralo biti razmerje Azso/Azgo ¢im blizje 1,8. Na podlagi izmerjenih koncentracij smo
pripravili po 20 ul raztopine plazmida s koncentracijo 80 ng/ul in vzorce poslali na analizo
z avtomatiziranim servisom za dolocanje nukleotidnega zaporedja pri podjetiu MWG

Biotech (Nemcija).
3.2.3.7 Analiza gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera

Za zdruzitev in poravnavo nukleotidnih zaporedij prekrivajoc¢ih fragmentov gena in CDNA
smo uporabili racunalniski program za urejanje poravnav BioEdit (37). Tako smo sestavili
celotno nukleotidno zaporedje gena s promotorsko in terminatorsko regijo ter zaporedje
cDNA in ju primerjali. Sestavljeni zaporedji smo dodatno potrdili s pomnozitvijo celotnih
nukleotidnih zaporedij gena in cDNA z uporabo specificnih zacetnih oligonukleotidov. V
primarni PCR smo uporabili specifi¢ne zacetne oligonukleotide Mp-KIT-F-1 in Mp-KIT-
R-1, v vgnezdeni pa Mp-KIT-F-2 in Mp-KIT-R-2 (preglednica I). Reakciji sta potekali pod

enakimi pogoji (program 1, preglednica IV).

Iskanje podobnosti nukleotidnih zaporedij gena in cDNA z zaporedji v podatkovni bazi
smo izvedli z algoritmom BLASTN (38) na strezniku NCBI (39). Promotorsko regijo gena

smo analizirali s pomocjo programskega orodja za iskanje transkripcijskih elementov

TESS (40, 41).

3.2.3.8 Analiza iz cDNA izpeljanega aminokislinskega zaporedja lektina iz M. procera
Aminokislinsko zaporedje, izpeljano iz cDNA, smo analizirali s pomoc¢jo orodij za
proteomiko na strezniku ExPaSy (42). Z orodjem ProtParam smo izraunali molekulsko

maso, teoreticno izoelektricno tocko, aminokislinsko sestavo in ekstincijski koeficient

lektina. Orodje TermiNator smo uporabili za napoved posttranslacijskih modifikacij na N-
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koncu lektina, algoritme SignalP, SecretomeP, TargetP, WoLF PSORT in NetNES pa za
preverjanje morebitne prisotnosti signalnega peptida in napoved subceli¢ne lokalizacije.
TMHMM smo uporabili za napoved transmembranskih regij, morebitna mesta glikozilacije

in fosforilacije pa smo preverjali z NetNGlyc, YinOYang in NetPhos.

Aminokislinsko zaporedje lektina smo primerjali z zaporedji proteinov v podatkovnih
bazah s pomoc¢jo algoritmov BLASTp (38) in PSI-BLAST (38) na strezniku NCBI (39). S
programom SMART (43, 44) smo iskali morebitne proteinske domene prisotne v lektinu, s
programskim orodjem SUPERFAMILY (45, 46) pa smo lektin uvrstili v proteinsko

druZino.

3.2.4 Bioloske aktivnosti lektinov

3.2.4.1 Hemaglutinacijski testi

Vezavne aktivnosti lektinov smo ugotavljali na podlagi zlepljanja eritrocitov oziroma
hemaglutinacije. Delo je potekalo v mikrotitrskih plos¢ah z zaokrozenim dnom z ~ 2%

suspenzijo eritrocitov (~ 4.8 x 10° eritrocitov/ml) v eritrocitnem pufru.

3.2.4.1.1 Test hemaglutinacije z razlicnimi krvnimi skupinami eritrocitov

V vsako vdolbinico smo dodali 100 pl 2% suspenzije eritrocitov, nato pa se 1-30 ul
lektinov MpSepL (c = 0,67 mg/ml), MpGalL (c = 0,21 mg/ml) in MpLacL (c = 0,38
mg/ml). Hemaglutinacijo smo ocenili vizualno po eni uri inkubacije pri sobni temperaturi
in dolodili titer hemaglutinacije, definiran kot obratna vrednost najnizje koncentracije
lektina, ki $e zleplja eritrocite. Za lazjo primerjavo smo specifi¢nost lektinov za posamezne
eritrocite izrazili v odstotkih kot relativni aglutinacijski titer, katere smo izraCunali iz titra

hemaglutinacije za dolo€en tip eritrocitov/najvisji titer hemaglutinacije % 100.
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3.2.4.1.2 Test inhibicije hemaglutinacije s sladkorji in glikoproteinom

Vezavne specifi¢nosti lektinov MpSepL in MpLacL smo ocenili s pomocjo testa inhibicije
hemaglutinacije z monosaharidi (2 M D-glukozo, 2 M D-galaktozo, 2 M B- fruktoza, 2 M
D-manozo), z disaharidoma (1 M D-saharoza, 1 M D-laktoza) in z glikoproteinom
asialofetoinom (6 mg/ml oziroma 125 uM). Lektine smo skupaj z zaporednimi red¢itvami
sladkorjev (volumen sladkorne raztopine v jamici je bil 50 pl) 30 min inkubirali v
mikrotitrskih ploS¢ah. Po tem smo dodali 50 pl 4% suspenzije eritrocitov skupine A,
inkubirali eno uro pri sobni temperaturi in nato vizualno ocenili aglutinacijo. Dolo¢ili smo
titer hemaglutinacije, ki je definiran kot obratna vrednost najnizje koncentracije sladkorja
ali glikoproteina, ki 8$e preprec¢i aglutinacijo eritrocitov. Specifiénost lektinov za
posamezne inhibitorje smo izrazili v odstotkih kot relativni titer inhibicije hemaglutinacije,
katere smo izracunali iz titra inhibicije hemaglutinacije dolocenega sladkorja/titer

inhibicije z najmoc¢nejsim inhibitorjem x 100.

3.24.1.3 Test inhibicije hemaglutinacije s proteinskimi inhibitorji proteaz,

makrocipini in klitocipinom

Makrocipini in Klitocipin so inhibitorji cisteinskih proteaz, izolirani iz orjaskega deZnika
(M. procera) oziroma meglenke (Clitocybe nebularis). Rekombinantne makrocipine in
klitocipin smo dobili od dr. Jerice Saboti¢ iz Odseka za biotehnologijo na Institutu Jozef
Stefan v Ljubljani. S hemaglutinacijskim testom smo preverili morebitni vpliv
makrocipinov in Klitocipina na aglutinacijsko aktivnost lektinov MpSepL in MpLacL.
Aglutinacijske koncentracije lektinov MpSepL in MpLacL smo skupaj z makrocipini
(rMcp1, rMcp2 in rMcp3) ali klitocipinom (rClt) 30 min inkubirali v mikrotitrskih ploscah,
nato pa smo dodali 100 pl 2% suspenzije eritrocitov skupine A. Po eni uri inkubacije na
sobni temperaturi smo vizualno ocenili hemaglutinacijo in dolo¢ili najnizje koncentracije
makrocipinov in klitocipina, ki inhibirajo aglutinacijo eritrocitov z MpSepL in MpLacL.
Rezultate smo podali kot molarno razmerje inhibitorja in lektina pri najman;jsi

koncentraciji inhibitorja, ki se inhibira hemaglutinacijo.
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4 Rezultati

4.1 Izolacija in biokemijska karakterizacija lektinov

Z metodo afinitetne kromatografije smo po postopkih, opisanih v poglavju 3.2.1.2.2, iz
ekstraktov plodis¢ glive orjaski deznik (M. procera) izolirali ve¢ lektinov z uporabo
sefaroze, galaktozil-sefaroze in laktozil-sefaroze in jim dolocili biokemijske lastnosti,

medtem ko z glukozil-sefarozo in saharozil-sefarozo nismo uspeli izolirati lektinov.

4.1.1 Sefarozil-specifi¢ni lektin MpSepL

Sefarozil-specifi¢ni lektin smo pridobili z afinitetno kromatografijo na sefarozi (Sepharose
CL 4B) po eluciji vezanih proteinov z 0,1 M NaOH (primer elucijskega diagrama je podan
na sliki 1). Proteinske frakcije smo skoncentrirali (¢ = 0,67 mg/ml) in z NaDS-PAGE
analizirali Cistost ter ocenili molekulske mase lektina. Analiza v reducirajoc¢ih ali
nereducirajocih (ni prikazano) pogojih je pokazala eno glavno proteinsko liso pri 16 kDa
(slika 2A, stolpec 2), ki predstavlja MpSepL. Izoelektricno fokusiranje je pokazalo, da ima

omenjeni lektin izoelektri¢no toc¢ko pri pH 4,4 (slika 2B, stolpec 2).
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Slika 1: Elucijski diagram afinitetne kromatografije na sefarozi. Vezane proteine smo eluirali z 0,01 M
NaOH; eluent smo nanesli na kolono in zaceli loviti frakcije. Frakcije najvisjega vrha smo zdruzili in

skoncentrirali ter tako dobili lektin MpSepL.
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Slika 2: Analiza nereduciranih vzorcev z NaDS-PAGE (A) in izoelektri¢no fokusiranje (B) lektinov,
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izoliranih iz gobe orjaski deznik (Macrolepiota procera). (A) Stolpec 1 — standardni proteini nizkih
molekulskih mas, stolpec 2 — sefarozil-specifi¢ni lektin, stolpec 3 — galaktozil-specifi¢ni lektin, stolpec 4 —
laktozil-specifiéni lektin, stolpec 5 — zdruZene frakeije po glukozil-sefarozni afinitetni kromatografiji, stolpec
6 — zdruzene frakcije po saharozil-sefarozni afinitetni kromatografiji. (B) Stolpec 1 — standardni proteini z
razliénimi izoelektri¢nimi to¢kami, stolpec 2 — MpSepL, stolpec 3 — MpGalL, stolpec 4 — MpLacL. Lise,

oznalene z X, SO posledica nanosa vzorca na gel.

Po afinitetni kromatografiji smo MpSepL za nadaljnje analize dodatno o¢istili z RP-HPLC,
pri ¢emer smo dobili en glavni vrh z retencijskim ¢asom 27,543 min (slika 3). Oc¢is¢enemu
lektinu smo dolocili natan¢no molekulsko maso z ESI-MS, ki je pokazala dva vecja vrhova

z molekulskima masama 15831 Da in 15859 Da (slika 4).
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Slika 3: Cis¢enje in analiza MpSepL z RP-HPLC. Polna ¢rta prikazuje elucijski diagram MpSepL,
prekinjena ¢rta pa gradient topila B. Glavni vrh pri t = 27,543 min predstavlja MpSepL.
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Slika 4: Analiza MpSepL z ESI-MS. Prikazan je pretvorjen masni spekter MpSepL z glavnima vrhovoma
pri molekulskih masah 15831 Da in 15859 Da.

Velikost nedenaturiranega lektina in morebitno tvorbo kvartarnih (oligomernih) struktur
smo ugotavljali s pomocjo gelske filtracije z uporabo FPLC metode. Najprej smo
analizirali proteinske standarde razli¢nih molekulskih mas in napravili umeritveno krivuljo
(v (log velikosti) = 0,040 x x (¢as v min) + 0,586), ki smo jo uporabili za oceno velikosti
eluiranih lektinov. Na podlagi elucijskega diagrama MpSepL z glavnim vrhom pri
elucijskem volumnu 17,59 ml, smo lahko ocenili nenavadno nizko molekulsko maso, in
sicer ~ 1,6 kDa (ni prikazano). Ta je najverjetneje posledica zadrzevanja lektina v koloni

zaradi interakcij med lektinom in nosilcem.
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N-kon¢na aminokislinska zaporedja MpSepL smo dolo¢ili iz proteinske lise, izrezane iz
PVDF membrane po prenosu western. V literaturi smo nasli Se N-konc¢no zaporedje
proteina, prav tako izoliranega s pomocjo afinitetne kromatografije na sefarozi iz
ekstraktov plodis¢ glive Macrolepiota procera, imenovanega Mp3, ki je kazalo podobnost
z naSim dobljenim zaporedjem (31). 1z obeh zaporedij smo sestavili zdruzeno zaporedje in
vsa podali v preglednici VI. Primerjava zdruzenega zaporedja S proteini iz podatkovne
zbirke z uporabo algoritma PSI-BLAST je pokazala podobnost MpSepL s proteinom iz
glive Schizophyllum commune, ki spada v druzino proteinov s sposobnostjo vezave

ogljikovih hidratov.

Preglednica VI: N-konéna aminokislinska zaporedja MpSepL. V tabeli so predstavljena N-kon¢na

aminokislinska zaporedja MpSepL in Mp3 (31) ter zdruzeno aminokislinsko zaporedje.

5 10 15 20
N-konéna  aminokislinska zaporedja VP E G Q S YK I T NV K A G
MpSepL SDQDLIGTPYKITINV
N VAKIQ NE L
Y D A
N-konéno aminokislinsko zaporedje Mp3 SGQTYKITNVEKAGTVIDLSG
Zdruzeno aminokislinsko zaporedje VPSGQTYKITNVKAGTVIDLSG

4.1.2 Galaktozil-specifi¢ni lektin MpGalL

Galaktozil-specifi¢ni lektin smo pridobili z afinitetno kromatografijo na galaktozil-
sefarozi. Elucijski diagram je bil podoben elucijskemu diagramu MpSepL (slikal).
Zdruzene proteinske frakcije smo skoncentrirali (¢ = 0,21 mg/ml) in vzorec analizirali z
NaDS-PAGE. Analiza v reducirajo¢ih ali nereducirajo¢ih (ni prikazano) pogojih je
pokazala eno glavno liso pri 16 kDa (Slika 2A, stolpec 3), ki predstavlja MpGalL.
Izoelektri¢na tocka lektina je pri pH 4,4 (slika 2B, stolpec 3).

MpGalL smo dodatno ocistili z RP-HPLC, pri ¢emer smo dobili en glavni vrh z
retencijskim casom 27,601 min (slika 5). Oc¢is¢enemu lektinu smo dolocili natan¢no
molekulsko maso z ESI-MS, ki je pokazala dva vecja vrhova z molekulskima masama
15831 Da in 15859 Da (slika 6). Pri gelski filtraciji z uporabo metode FPLC smo glavni
vrh dobili pri elucijskem volumnu 17,79 ml, iz tega pa izra¢unali nenavadno nizko

molekulsko maso, in sicer ~ 1,5 kDa (ni prikazano).
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Slika 5: Cis¢enje in analiza MpGalL z RP-HPLC. Polna ¢&rta prikazuje elucijski diagram MpGall,
prekinjena ¢rta pa gradient topila B. Glavni vrh pri t = 27,601 min predstavlja MpGalL.
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Slika 6: Analiza MpGalL z ESI-MS. Prikazan je pretvorjen masni spekter MpGalL z glavnima vrhovoma
pri molekulskih masah 15831 Da in 15859 Da.
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4.1.3 Laktozil-specifi¢ni lektin MpLacL

Laktozil-specifiéni lektin smo pridobili z afinitetno kromatografijo na laktozil-sefarozi.
Elucijski diagram je bil podoben elucijskemu diagramu MpSepL (slika 1). Proteinske
frakcije smo skoncentrirali (¢ = 0,38 mg/ml) in analizirali z NaDS-PAGE. Analiza v
reducirajocih ali nereducirajo¢ih (ni prikazano) pogojih je pokazala eno glavno proteinsko
liso pri 16 kDa (slika 2A, stolpec 4), ki predstavlja MpLacL. Izoelektri¢na tocka lektina je
pri pH 4,4 (Slika 2B, stolpec 4).

Po ¢iscenju MpLacL z RP-HPLC smo dobili en glavni vrh z retencijskim ¢asom 28,232
min (slika 7). Analiza z ESI-MS je pokazala en ve¢ji vrh z molekulsko maso 15831 Da
(slika 8). Z gelsko filtracijo z uporabo metode FPLC smo za MpLacL ocenili nenavadno

nizko molekulsko maso, in sicer ~ 1 kDa (ni prikazano).
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Slika 7: Cis¢enje in analiza MpLacL z RP-HPLC. Polna ¢rta prikazuje elucijski diagram MpLacL,
prekinjena ¢rta pa gradient topila B. Glavni vrh pri t = 28,232 min predstavlja MpLacL.
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Slika 8: Analiza MpLacL z ESI-MS. Prikazan je pretvorjen masni spekter MpLacL z enim glavnim vrhom

pri molekulski masi 15831 Da.

Doloc¢anje N-kon¢nega aminokislinskega zaporedja proteinske lise MpLacL, izrezane iz
PVDF membrane, po prenosu western ni uspelo. Zato smo z namenom pridobitve notranjih
aminokislinskih zaporedij MpLacL cepili s tripsinom. Po cepitvi smo fragmente lo¢ili z
RP-HPLC in s primerjavo elucijskih diagramov cepljenega MpLacL, necepljenega
MpLacL in tripsina dolocili, kateri vrhovi so posledica cepitve MpLacL s tripsinom (slika
9). Vrhovoma z elucijskima ¢asoma 18,273 in 27,373 min smo dolocili aminokislinska
zaporedja (preglednica VII). Primerjava dobljenih aminokislinskih zaporedij s proteini iz
podatkovne zbirke z uporabo algoritma PSI-BLAST ni pokazala znacilne podobnosti z

drugimi proteini.
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Slika 9: Elucijski diagrami cepljenega MpLacL, necepljenega MpLacL in tripsina po RP-HPLC.
Oznacena sta dva izmed vrhov z retencijskima ¢asoma 18,273 in 27,373 min, nastalih s cepitvijo MpLacL s

tripsinom, katerima smo dolo¢ili aminokislinska zaporedja.
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Preglednica VII: Notranja aminokislinska zaporedja MpLacL. V tabeli so podana aminokislinska
zaporedja, dologena za fragmenta po cepitvi lektina s tripsinom in ¢&is¢enju z RP-HPLC. Z X je oznadena

aminokislina, ki je ni bilo mogoce identificirati.

5 10 15 20 25
VrhpoHPLCt=18273min N Q Q W T F N H T Q
KSDVSDEAGEK
G G L
L P
VrhpoHPLCt=27373min I FVPFTNYNLDLSGYQDTTPXTPVOQ

4.2 Karakterizacija gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera

Na podlagi dolocenih delnih aminokislinskih zaporedij lektinov smo nacrtovali vec
degeneriranih zacetnih oligonukleotidov, da bi pomnozili gene in cDNA razli¢nih lektinov.
Z metodo hitrega kloniranja 3' koncev in uporabo degeneriranih zacetnih oligonukleotidov
Mp-Kitka-N1 in Mp-Kitka-N2 (Preglednica I) smo uspeli pomnoziti 492 dolg del cDNA,
ki kodira lektin iz M. procera (MpL). Nukleotidnih zaporedij drugih lektinov nam z
uporabo ostalih degeneriranih zacetnih oligonukleotidov ni uspelo pomnoziti. Na podlagi
dobljenega delnega cDNA zaporedja MpL smo nacrtovali specificne zacetne
oligonukleotide. S pomocjo metode hitrega kloniranja 5' koncev smo pomnoZili Se
manjkajoci del cDNA, z metodo hoje po genomu pa celoten gen mpl s promotorsko in
terminatorsko regijo. PrekrivajoCe fragmente smo zdruzili s programskim orodjem BioEdit
(37). Dobljeni nukleotidni zaporedji smo potrdili s ponovnim pomnozevanjem celotnega
gena in cDNA s celotnim odprtim bralnim okvirjem. Poravnava nukleotidnih zaporedij
gena in cDNA je pokazala doloCene razlike med njima v kodirajo€em in nekodirajo¢em

delu zaporedja (slika 10).

Gen za MpL (dostopna koda v GenBank/EMBL podatkovni zbirki je HQ449738) je dolg
791 bp in je sestavljen iz stirih eksonov (94, 202, 125 in 5 bp) ter treh intronov (56, 245 in
64 bp). Celotno dolo¢eno nukleotidno zaporedje cDNA (HQ449739) s poli-A-repom je
dolgo 756 bp, kodirajoce nukleotidno zaporedje cDNA s stop kodonom pa je dolgo 426 bp

in se prevede v 141 aminokislin dolgo polipeptidno verigo.

Genu MpL, njegovemu kodirajo¢emu delu in cDNA smo iskali podobnost z nukleotidnimi

zaporedji v podatkovnih zbirkah z uporabo algoritma BLASTn (38). Ugotovili smo
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podobnost z razlinimi zaporedji, ki kodirajo proteine, udelezene v metabolizmu

MpL gDNA -306 CTGTGCGTGGTGCACGCCGCGTTTTCTAGGGCCTCATCCTGCCTATTCTGTCCTCCGAAATGAGATAAGGGCGGCACAGCACGTCTTTAATGCCCACGAG -307
MpL gDNA -206 GAATATTGATGCTCTTCTATGACGTACGGAATGGTTCAAGAATGACATAAACCACGCCTCGTCTGGCCATGAAGTTGATCCCATAAARAGCCTCACCGTCG -107
MpL gDNA -106 TCCAGAAGTTCGCTCTAACTCGGTTGTTCTCTCTTTCACCTTCACCTACGCGCTTCGTGGTTTCTCCCCTTCCCAGCCCCACGTGARATTATCACTACTTC =7
MpL cDNA -92 CTAACTCGGTTGTTCTCTCTTTCACCTTCACCTACGCGCTTCGTGGTTTCTCCCCTTCCCAGCCCCACGTGAATTATCACTACTTC =7
MpL gDNA -6 TCAACCATGTCCACCCAAGTCTCCTCTGGCCAGACTTACAAGATTACCAATGTCAAAGCCGGTACGGTCATCGACCTCTCTGGCGAAGACAACAAGTCCA 94
MpL cDNA -6 TCAACCATGTCCACCCAAGTCTCCTCTGGCCAGACTTACAAGATTACCAATGTCAAAGCCGGTACGGTCATCGACCTCTCTGGCGAAGACAACAAGTCCA 94
AK izpeljane 1 M s TOQUVS s GoTyY XK ITNVZKXKAGTVIDILS GE DN K S 31
MpL gDNA 95 GTAGGTACCCCCTCCCTTCCCCAACATGTTCCTAACCCCACCCTTCCCCCTTGTAGTCATCGGCTACCCCTACCATAGTGGCAAGAACCAACAATGGACG 194
MpL cDNA 95 A TCATCGGCTACCCCTACCATAGTGGCAAGAACCAACAATGGACG 138
AK izpeljane 32 I I G Y P Y HS G KNOQQ W T 46
MpL gDNA 195 TTCAACTGGACGGGTAAAGCTTGGACCCTCCGCTCTGCCTCCTCGGGCAGCTACCTAGGTATTGAGGGCACCCCCGCGGGCGGAACCCGTCTCGTTGCCG 294
MpL cDNA 139 TTCAACTGGACGGGTAAAGCTTGGACTCTCCGCTCTGCCTCCTCGGGCAGCTACCTAGGTATTGAGGGCACCCCCGCGGACGGAACCCGTCTCGTTGCCG 238
AK izpeljane 497 F N W T G K A W T L R S A S s G S Y L G I E G T PADGTR L V A 79
MpL gDNA 295 TCAACGATCCCTTCGAATGGCACATCTGGCGCGATGAAGCCAACGAAAATGCTTTCCGGTGAGTTTCAATTTTTTACTTCCTTCCTTTTCAGGACTTTTG 394
MpL cDNA 239 TCAACGATCCCTTCGAATGGCACATCTGGCGCGATGAAGCCAACGARARATGCTTTCC G ~ v mv v av v ar e v e v 3 1 N e 296
AK izpeljane 80V N D P F E W H I W R D E A N E N A F R 99
MpL gDNA 395 CCTTTCCCCCGCCTTGACTCCGATGATGGGATGATGCCGTCGGGTGTTGCTGTCATCTAACTAGCTTCAAAGTCGTTAGTTGCTGCCTTCTCGCGCCTTC 494
MpL cDNA D GG~ e P P P P P P P P P P P P P P 296
MpL gDNA 495 TGCCCGTTCTACACCTCTGCTTCTATTACTTCCATACATTCTACTTCTCTCCTGTCARAGCCAGAGCCTGCACTTCTTTTCATGTTGCTAACCCACCTCG 594
MpL cDNA DOG e e P P P P P P P P P P P P P P P 296
MpL gDNA 595 TAGCATCTTTGTCCCCTTCACCAACTACAACCTCGACCTATCCGGTTACGGTGATACCACCCCCGGAACTCCCGTCCAACTCTGGTGGACTTGGGRAGGT 694
MpL cDNA 297 ~~~CATCTTTGTCCCCTTCACCAACTACAACCTCGACCTATCCGGTTACGGTGATACCACCCCCGGAACTCCCGTCCAACTCTGGTGGACTTGGGAAGGT 393
AK izpeljane 100 I FVPFTNYNILDUILSGY GDTTU®PGT?PV QL WWT W E G 131
MpL gDNA 695 CTCCACCAAACCTGGACAATCGATCGTCGTACGTCCGGCCCGAATCCCTCCCCTCGTGCCGCTATTTAACTGACGCATGTTTTATCTCGCAGCTTGATCG 794
MpL cDNA 394 CTCCACCAAACCTGGACARTCGATCGTCr ~~ a0 e e e e e 0 0 0 0 0 e e e e CTTGATCG 429
AK izpeljane 132 L H Q T W T I D R P * 141
MpL gDNA 795 GTGTTATACCCCTTCATCAACGCGTATGGGCGCCCTGAACCACACGTTGTCTATCTCATGTTTCTCTCCGGCTGATGTGTGAACTCTGGATCTGAACTGT 894
MpL cDNA 430 GTGTTATACCCCTTCATCAACGCGTATGGGCGCCCTGAACCACACGTTGTCTATCTCATGTTTCTCTCCGGCTGATGTGTGAACTCTGGATCTGAACTGT 529
MpL gDNA 895 CATCTCCTGAACTCATACCCGTTTTCGTGTACCACTTATACTTGTCGTTGTATGTAGTGCTCATCGCTCGTTGTGTTGTTGTTCTTTATTGTTTGATTAT 994
MpL cDNA 530 CATCTCCTGAACTCATACCCGTTTTCGTGTACCACTTATACTTGTCGTTGTATGTAGTGCTCATCGCTCGTCGTGTTGTTGTTCTTTATTGTTTGATTAT 629
MpL gDNA 995 ACATCATCTCACTCTGGTGGTTCATTCTCGCGTGTCGCAAATCGGATCGATAACTCTATGTAACTGATGTCGGGATTARACTTGCACAGATGAATTTTTA 1094
MpL cDNA 630 ACATCATCTCACTCTGGTGGTTAAAAAAAAAAAAA 664
MpL gDNA 1095 TCGCACCGCAGACCGAAGCCGCAGC 1119

Slika 10: Poravnava nukleotidnih zaporedij gena mpl in ¢cDNA z izpeljanim aminokislinskim
zaporedjem. Nukleotidno zaporedje gena je oznateno z MpL gDNA, zaporedje cDNA z MpL cDNA in
izpeljano aminokislinsko zaporedje z AK izpeljane. Nukleotidi in aminokisline se za¢nejo $teti pri zacetnem
kodonu (ATG). Zaklju¢ni kodon (TGA) je oznaen v izpeljanem aminokislinskem zaporedju z *. S sivo

barvo so osenéeni bazni pari, kjer smo opazili razlike med zaporedjem gDNA in cDNA.

4.3 Analiza iz cDNA izpeljanega aminokislinskega zaporedja lektina iz M. procera

Izpeljano aminokislinsko zaporedje MpL smo primerjali z dolo¢enimi delnimi
aminokislinskimi zaporedji izoliranih MpSepL in MpLacL, da bi preverili, ali dobljeno
nukleotidno zaporedje ustreza izoliranemu lektinu. Ugotovili smo, da se delna
aminokislinska zaporedja izoliranih lektinov skoraj popolnoma ujemajo z izpeljanim
aminokislinskim zaporedjem. Pri dobljenem delnem aminokislinskem zaporedju MpSepL
se prolin (P) razlikuje od serina (S) na mestu 6 na izpeljanem aminokislinskem zaporedju

MpL. Pri dobljenem delnem zaporedju MpLacL se histidin (H) razlikuje od triptofana (W)
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na mestu 49 in glutamin (Q) od glicina (G) na mestu 51 (slika 11). Preverili smo tudi
razlike v nukleotidnih zaporedjih gena in cDNA in ugotovili, da se nekatere razlike
odrazajo na izpeljanem aminokislinskem zaporedju, in sicer je na mestu 9 poleg glutamina
(Q) mozen tudi arginin (R), na mestu 17 poleg lizina (K) tudi izolevcin (I) in na mestu 73

poleg asparaginske kisline (D) Se glicin (G).

MpL AK izpeljane MSTQVSSGQTYKITNVKAGTVIDLSGEDNKSIIGYPYHSGKNQOWTENWT 50
MpSepL AK dolocene VESGQTYKITNVKAGTVIDLSG

MpLacL AK dolocene NQQWTFNHT
MpL AK izpeljane GKAWTLRSASSGSYLGIEGTPADGTRLVAVNDPFEWHIWRDEANENAFRI 100
MpLacL AK dolocene Q I

MpL AK izpeljane FVPFTNYNLDLSGYGDTTPGTPVQLWWTWEGLHQTWT IDRP 141

MpLacL AK dolocCene FVPFTNYNLDLSGYQDTTPXTPVQ

Slika 11: Primerjava izpeljanega aminokislinskega zaporedja MpL z zaporedji, dolo¢enimi za MpSepL
in MpLacL. Aminokisline, ki se razlikujejo od aminokislin iz izpeljanega aminokislinskega zaporedja, so

oznacene s krepkim podértanim tiskom. Aminokislina, ki je nismo uspeli dologiti, je zapisana z X.

Z uporabo internetnih orodij za proteomiko (Poglavje 3.2.3.8) smo analizirali izpeljano
aminokislinsko zaporedje MpL. Protein je z zacetnim metioninom dolg 141 aminokislin in
ne vsebuje cisteinov. Obstaja 75% verjetnost posttranslacijskega procesiranja proteina z
izrezom zacetnega metionina in nadaljnjim acetiliranjem naslednjega serina. Izracunana
molekulska masa proteina z metioninom je 15920,5 Da, brez zafetnega metionina 15789,3

Da, brez metionina in z acetilacijo na serinu pa 15831,3 Da.

Teoreti¢na izoelektricna tocka je pri pH 5,20 in se ne razlikuje pri proteinu z ali brez
metionina. S pomocjo programskega orodja smo dolocili molarni ekstinkcijski koeficient
za lektin, ki znaSa 58440 M* cm?, torej ima lektin pri absorbanci A = 1 koncentracijo
0,27 mg/ml.

Internetna orodja so predvidela, da lektin MpL nima signalnega peptida, zato je sintetiziran
na prostih ribosomih v citosolu in se ne izloca iz celice po poti endoplazmatski retikulum —
Golgijev aparat. Protein naj bi se izloc¢al iz celice po neklasi¢ni poti, najvecja verjetnost
subcelicne lokalizacije pa je ekstracelularni prostor. Lektin naj ne bi vseboval
transmembranskih regij. Z orodji za iskanje moznih N- in O-glikozilacijskih mest

proteinov smo za lektin nasli tri taka mesta (Asn 29 in 48, Thr 2), vendar zaradi odsotnosti
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signalnega peptida protein verjetno ni glikoziliran. MpL vsebuje potencialna mesta za
fosforilacijo na Ser (8 mest), Thr (6 mest) in Try (3 mesta).

Za primerjavo izpeljanega aminokislinskega zaporedja MpL z zaporedji proteinov v
podatkovnih bazah se je najbolje izkazal PSI-BLAST (38). Ugotovili smo, da izpeljano
aminokislinsko zaporedje MpL kaze podobnost z nekaterimi glivnimi proteini, vkljuc¢enimi
v metabolizem sladkorjev, med njimi tudi nekaterimi lektini. Za vse te proteine je znacilno,
da vsebujejo lektinsko domeno ricinskega B tipa in kazejo nizko podobnost

aminokislinskega zaporedja z MpL.

Izpeljano aminokislinsko zaporedje MpL smo analizirali Se s programskima orodjema
SMART in SUPERFAMILY, ki temeljita na modelu za prepoznavanje evolucijsko
oddaljenih domen in ¢lanov proteinskih druzin (44, 46). Ugotovili smo, da MpL vsebuje
lektinsko domeno ricinskega B tipa, za katero so znalilne tri razlo¢no ponavljajoCe se
homologne poddomene, imenovane a-, B- in y-ponovitev, na vsaki pa je ohranjen motiv
glutamin — katerakoli aminokislina — triptofan (QxW) (29). Pri MpL ni tako, saj v B-
ponovitvi nima ohranjenega QxW motiva, vsebuje pa v zadnji, y-ponovitvi, dva taka

motiva (ni prikazano).

4.4 Bioloski testi in ugotavljanje vezavnih znacdilnosti lektinov

4.4.1 Hemaglutinacijska aktivnost lektinov

Aglutinacijsko aktivnost izoliranih lektinov smo ugotavljali s hemaglutinacijskim testom
na ¢loveskih eritrocitih krvnih skupin A, B in O. Rezultati so podani grafi¢no na sliki 12.
Pri MpLacL in MpSepL sta vidna podobna trenda specifi¢nosti za eritrocite in sicer sta

kazala najvecjo specificnost za eritrocite skupine B, nato A in O. Lektin MpGalL pri

pogojih izvajanja testa ni aglutiniral nobene skupine eritrocitov.
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Slika 12: Aglutinacija razli¢nih tipov eritrocitov z lektini iz M. procera. Stolpci predstavljajo
specifi¢nosti lektinov za A, B in O skupine ¢loveskih eritrocitov. Nad stolpci so podane najniZje
koncentracije lektinov v uM, ki so $e aglutinirale. Z znakom > so oznacene najvisje koncentracije lektinov,
pri katerih ni prislo do aglutinacije. Specificnost lektinov za posamezne eritrocite smo izrazili v odstotkih kot
relativni aglutinacijski titer (definiran pod tocko 3.2.4.1.1), ki pomeni aglutinacijski titer za posamezne

eritrocite, preracunan glede na titer aglutinacije eritrocitov krvne skupine B z MpLacL, ki predstavlja 100%.

4.4.2 Vezavne specifiénosti MpSepL in MpLacL za sladkorje in glikoprotein

Vezavne specifi¢nosti smo s testi inhibicije hemaglutinacije ugotavljali za MpSepL in
MpLacL z aglutinacijskima koncentracijama 5,2 oziroma 2,9 uM, ki sta edina kazala
moc¢no hemaglutinacijo. Za inhibicijo smo uporabili sladkorje in glikoprotein asialofetuin
po postopku, opisanem v poglavju 3.2.4.1.2. Izkazalo se je, da imata lektina podobni
specifi¢nosti za ogljikove hidrate, in sicer je bila aglutinacija ¢loveskih eritrocitov skupine
A najbolj inhibirana z glikani asialofetuina, nato z laktozo in galaktozo. Tem so sledili
ostali sladkorji, za katere je bila vezavna specifi¢nost izraziteje nizja (preglednica VIII).
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Preglednica VIII: Vezavne specifi¢nosti MpSepL in MpLacL za ogljikove hidrate, dolo¢ene s testom
inhibicije hemaglutinacije. Koncentracije sladkorjev in glikoproteina, pri katerih so izzvali inhibicijo
aglutinacije, so podane v mg/ml oziroma v mM (vrednosti v oklepaju). Specifi¢nosti lektinov za inhibitorje
so izrazene kot odstotki titra inhibicije hemaglutinacije posameznega inhibitorja glede na titer inhibicije pri
posameznem lektinu z asialofetuinom, ki predstavlja 100%. Relativni titer inhibicije hemaglutinacije je
definiran pod tocko 3.2.4.1.2.

Sladkorni/glikoproteinski  NajniZja inhibitorna ~ koncentracija  Relativni titer inhibicije
inhibitor sladkorja v mg/ml (mM) hemaglutinacije (%)
MpLacL MpSepL MpLacL MpSepL

Asialofetuin 0,0012 (2,7 x 10°)  0,0006 (1,25 x 10°) ~ 100,0000  100,0000
Laktoza 0,0732 (0,214) 0,0366 (0,107) 1,7486 1,7540
Galaktoza 0,0771 (0,428) 0,0386 (0,214) 1,6602 1,6630
Manoza 39,4400 (219) 9,8750 (54.8) 0,0032 0,0065
Fruktoza 79,1000 (439) 39,440(219) 0,0016 0,0016
Saharoza 150,300 (439) 74,960 (219) 0,0009 0,0009
Glukoza 39,4400 (219) 79,040 (438,6) 0,0032 0,0008

4.4.3 Inhibicija hemaglutinacije z makrocipini in Klitocipinom

S testi inhibicije hemaglutinacije smo ugotovili, da makrocipini (rMcp 1, 3 in 4) in
Klitocipin (rClt) inhibirajo hemaglutinacijski u¢inek MpLacL in MpSepL. Rezultati so
podani v preglednici IX.

Preglednica 1X: Inhibicija hemaglutinacije z makrocipini in klitocipinom. Uporabljeni so bili
rekombinantni makrocipini 1, 3 in 4 ter klitocipin. V preglednici so predstavljene aglutinacijske
koncentracije lektinov in najnizje koncentracije inhibitorjev, ki so inhibirale hemaglutinacijo. Podano je tudi

njuno koncentracijsko razmerje.

Koncentracijsko razmerje

Inhibitor: uM (mg/ml)  Lektin: uM (mg/ml) (inhibitor:lektin)

rMcpl MpSepL
1,078 (0,021) 4,019 (0,064) 0,268:1
rMcp3 MpSepL
1,395 (0,026) 4,107 (0,065) 0,340:1
rMcp4 MpSepL
1,539 (0,029) 4,107 (0,065) 0,375:1
rClt MpSepL
0,953 (0,016) 4,169 (0,066) 0,229:1
rMcpl MpLacL
0,223 (0,004) 4,270 (0,068) 0,052:1
rMcp3 MpLacL
0,845 (0,016) 4,251 (0,067) 0,199:1
rMcp4 MpLacL
0,932 (0,017) 4,251 (0,067) 0,219:1
rClt MpLacL
0,378 (0,006) 4,233 (0,067) 0,089:1
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5 Razprava

Glive so poleg svoje vlioge v ekosistemu znane tudi po Stevilnih biolosko aktivnih
substancah s protimikrobnim, imunomodulatornim, protivnetnim in protitumorskim
delovanjem. Mednje spadajo tudi proteini, ki specifi¢éno veZejo razlicne ogljikove hidrate,
imenovani lektini. Na Oddelku za biotehnologijo na Institutu Jozef Stefan se raziskovalci
7e nekaj Casa ukvarjajo z lektini iz gobe meglenke (Clitocybe nebularis). Nedavno so s
pomocjo afinitetne kromatografije iz izvleckov plodis¢ izolirali nov lektin, imenovan
Clitocybe nebularis lektin, ki spada v skupino ricinskih B lektinov in za katerega je bilo
ugotovljeno imunomodulatorno delovanje (30). Omenjeni rezultati so nas privedli k

odkrivanju in raziskovanju novih lektinov iz plodis¢ glive orjaski deznik (M. procera).

5.1 Lektini iz plodis¢ glive orjaski deZnik

Iz plodis¢ glive orjaski deznik smo s pomodcjo afinitetne kromatografije izolirali ved
lektinov oziroma izolektinov. Po nasih podatkih iz te glive $e niso bili izolirani lektini. Pri
izolaciji smo kot nosilec uporabili samo sefarozo (polisaharid), ki je sluzila za kontrolno
afinitetno kromatografijo, ali sefarozo z vezanimi sladkorji: galaktozo, laktozo, glukozo ali
saharozo. Pri slednjih dveh smo uporabili metodo zaporedne kromatografije, pri ¢emer
smo nevezane frakcije po laktozil-sefarozni kromatografiji nanesli na glukozil- oziroma
saharozil-sefarozno kolono. Na podlagi nosilca, uporabljenega pri izolaciji posameznega
lektina, smo izolirane proteine tudi poimenovali. Metoda afinitetne kromatografije se je
izkazala za u¢inkovit nacin izolacije lektinov iz kompleksne mesanice snovi po ekstrakciji
plodis¢. Ker so lektini v splosnem obstojni proteini, Smo za elucijo lektinov s kolone
namesto kompetitivne elucije s sladkorji uporabili NaOH in se s tem izognili kasnejsemu

odstranjevanju na lektine vezanih sladkorjev.

1z izvlecka plodiS¢ orjaskega deznika nam je tako uspelo izolirati sefarozil-specifi¢ni lektin
(MpSepL), galaktozil-specifi¢ni lektin (MpGalL) in laktozil-specifi¢ni lektin (MpLacL),
medtem ko z glukozil- in saharozil-sefarozo nismo uspeli izolirati proteinov. Lektine smo
natan¢no biokemijsko okarakterizirali, s ¢imer smo zeleli tudi ugotoviti. ali gre pri
MpSepL, MpGalL in MpLacL za vec¢ lektinov ali za enega samega. Analiza z NaDS-

PAGE je pokazala, da so proteini podobnih velikosti, z maso okoli 16 kDa, in da ne tvorijo
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kovalentnih disulfidnih povezav, kar kaze na odsotnost cisteinov. Z masno spektrometrijo
smo po dodatnem c¢is¢enju z RP-HPLC dolo¢ili natan¢ne molekulske mase lektinov, in
sicer smo pri MpSepL in MpGalL dobili dva vrhova z molekulskima masama 15831 in
15859 Da ter pri MpLacL en vrh z molekulsko maso 15831 Da. Dva vrhova v masnem
spektru z razliénima masama pri MpSepL in MpGalL sta lahko posledica heterogenosti
lektinov, ki se kaze v raznolikosti primarne strukture in/ali razlicnih posttranslacijskih
modifikacijah lektinov, zato sklepamo, da smo dobili dve izoobliki lektina. 1zoelektri¢no
fokusiranje MpSepL, MpGalL in MpLacL je pokazalo podobne izoelektri¢ne tocke glavnih
lis lektinov pri pH okoli 4,4, opazimo pa lahko Se Sibkejse lise, ki tudi kazejo na
heterogenost teh lektinov. Z gelsko filtracijo z metodo FPLC smo poskusali ugotoviti
velikost lektinov v nedenaturirajo¢ih pogojih in tako sklepati na morebitno tvorbo
kvartarnih struktur z nekovalentnimi asociacijami. Tvorba oligomernih struktur je pri
lektinih pomembna, saj omogoc¢a multivalentnost 0ziroma prisotnost ve¢ vezavnih mest za
sladkorje v primerih, ko ima podenota le eno vezavno mesto (12). Multivalentnost je
odloCilna pri izrazanju dolocenih fizioloskih ucinkov, sprozenih z zamreZenjem
glikoziliranih receptorjev na povrsini celice (47). 1z dobljenih rezultatov z gelsko filtracijo
smo izracunali nenavadno nizke molekulske mase lektinov (1-2 kDa), ki so najverjetneje
posledica podaljSanih retencijskih Casov zaradi interakcij lektinov z nosilcem kolone
Superdex, Ki je sestavljen iz dekstrana (razvejan polimer glukoze) in agaroze (polimer iz
enot galaktoze in anhidrogalaktoze). Teh interakcij kljub dodatku sladkorja v pufer za
gelsko filtracijo nismo uspeli prepreciti, Smo pa z vecanjem koncentracije sladkorja v pufru
uspeli nekoliko zmanjsati retencijske ¢ase. Za lektine namre¢ velja, da imajo v primerjavi z
mono- in disaharidi, katere smo uporabili v pufru za gelsko filtracijo, vi§je afinitete za
kompleksne ogljikove hidrate, kot so polimeri pri Superdexu (12). Zaradi tega
najverjetneje dodani sladkorji niso mogli uspesno tekmovati z nosilcem za vezavna mesta

lektinov in tako niso preprecili interakcij.

Za karakterizacijo lektinov iz orjaSkega deZznika in za nacrtovanje zacetnih
oligonukleotidov, uporabljenih v nadaljnji molekularno-bioloski analizi, smo lektinom
dolocili delna aminokislinska zaporedja. Za MpSepL nam je uspelo dolociti N-kon¢no
aminokislinsko zaporedje, ki se glede na iz cDNA izpeljano aminokislinsko zaporedje
zatne na petem mestu. Pri MpLacL nam to ni uspelo, kar kaze na to, da je N-konec

proteina blokiran, in potrjuje njegovo napovedano acetiliranost. Zato smo lektin cepili s
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tripsinom in dolocili dve notranji aminokislinski zaporedji. Pregled lastnosti izoliranih
lektinov je prikazan v preglednici X. Na podlagi preglednice lahko hitro ugotovimo, da gre
pri izoliranih lektinih za en sam protein, katerega smo poimenovali MpL (Macrolepiota
procera lektin). V nekaterih primerih (molekulske mase, izoelektri¢ni fokusing,
aminokislinska zaporedja) pa lektin kaze heterogenost, zaradi ¢esar lahko sklepamo, da je

prisotnih vec izolektinov.

Preglednica X: Primerjava biokemijskih lastnosti lektinov in njihovih vezavnih specifi¢nosti. Zvezdica
(*) pomeni, da je ujemanje N-konénega aminokislinskega zaporedja MpSepL in notranjih zaporedij MpLacL

Z izpeljanim aminokislinskim zaporedjem MpL le delno.

MpSepL MpGalL MpLacL
Ocenjene molekulske mase po NaDS-PAGE (kDa) 16 16 16
Izoelektri¢na tocka (pH) 4.4 4.4 4.4
Retencijski ¢as po RP-HPLC (min) 27,543 27,601 28,232
Molekulske mase po ESI-MS (Da) 15831, 15859 15831, 15859 15831
Ujemanje dobljenih aminokislinskih zaporedij z iz Da* / Da*

cDNA izpeljanim aminokislinskim zaporedjem MpL

Aglutinacija eritrocitov razli¢nih krvnih skupin B>A>0 B>A>0 /
Specifi¢nost za asialofetuin (AF), laktozo (Lac) in

galaktozo (Gal) AF>Lac>Gal  AF>Lac>Gal /

5.2 Analiza gena in cDNA, ki kodirata lektin iz M. procera ter njegovega izpeljanega

aminokislinskega zaporedja

S pomocjo molekularno-bioloskih metod smo uspeli pridobiti gen mpl s promotorsko in
terminatorsko regijo ter cDNA s celotnim odprtim bralnim okvirjem za kodiranje MpL.
Zaporedja so pokazala podobnost z nekaterimi glivnimi proteini, udelezenimi v
metabolizmu sladkorjev. Nukleotidno zaporedje gena je sestavljeno iz stirih eksonov in
treh intronov, pri ¢emer se nukleotidna zaporedja med introni in eksoni ujemajo z
ohranjenimi mesti izrezovanja intronov, napovedanimi za evkariontske gene, to sta
GTRNGY za 5-mesto in YNYAG za 3'-mesto izrezovanja (48). Pri analizi promotorske
regije smo ugotovili, da gen ne vsebuje zaporedja TATA, vendar smo z uspesno izolacijo
lektinov (MpSepL in MpLacL), katerih dolo¢ena delna aminokislinska zaporedja se
pokrivajo z iz cDNA izpeljanim aminokislinskim zaporedjem MpL, na proteinskem nivoju
dokazali, da se gen za lektin izraza. Poleg tega je znano, da samo doloceni geni v glivah
vsebujejo zaporedje TATA (49). Primerjava omenjenih aminokislinskih zaporedij (N-

kon¢nega aminokislinskega zaporedja MpSepL in notranjih zaporedij MpLacL) z iz cDNA
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izpeljanim aminokislinskim zaporedjem MpL je pokazala, da se aminokislinska zaporedja
pokrivajo, vendar pa se 3 aminokislinski ostanki razlikujejo, kar kaze na heterogenost
lektina. Razlike lahko opazimo tudi na nukleotidnem nivoju med zaporedjema gena in
cDNA.

Kodirajo¢e zaporedje cDNA se prepiSe v 141 aminokislin dolgo polipeptidno verigo. Z
uporabo internetnih orodij za proteomiko smo ugotovili, da je primarni translacijski
produkt najverjetneje posttranslacijsko modificiran z izrezom metionina in acetilacijo
serina na drugem mestu, ki sta v evkariontskih organizmih med najpogostejSimi, e posebej
kadar je v aminokislinskem zaporedju serin na drugem mestu, kot je to pri naSem proteinu
(50). Izpeljano aminokislinsko zaporedje lektina brez metionina in z acetilacijo serina na
drugem mestu ima molekulsko maso 15831,3 Da, ki ustreza masi v masnih spektrih
MpSepL, MpGalL in MplLacL. Ena izmed alternativ izpeljanega aminokislinskega
zaporedja zaradi genske heterogenosti, in sicer alternativa z izrezanim metioninom in
acetilacijo na serinu, ima molekulsko maso 15859,4 Da, ki se tudi pojavi v masnih spektrih
MpSepL in MpGalL. Genska heterogenost je pogosta pri gobjih lektinih, vkljuéno z ricinu
B podobnimi lektinimi (35). Heterogenost je lahko posledica polimorfizma ali pa
prisotnosti genskih druzin, ki kodirajo izolektine (51). Torej ima zrel MpL izrezan
metionin, acetilno skupino na slede¢em serinu in ne vsebuje cisteinov, kar se ujema s
splo$nim dejstvom, da imajo gobe nizko vsebnost aminokislin z zveplom (52). Analiza je
pokazala tudi, da lektin ne vsebuje signalnega proteina in naj bi bil zato sintetiziran na
prostih ribosomih, tako se izogne sekreciji in glikozilacijskemu mehanizmu preko
endoplazemskega retikuluma — Golgijevega aparata. Po napovedih z orodji za proteomiko
naj bi bil MpL sekretorni protein, ki se izlo¢a po neklasi¢ni poti, kar je znano tudi za druge

gobje lektine, recimo galektine (27).

Z algoritmom PSI-BLAST smo izpeljanemu aminokislinskemu zaporedju lektina MpL
iskali podobnost z ostalimi proteini v podatkovnih zbirkah. MpL kaze podobnost predvsem
z glivnimi proteini, ki vsebujejo lektinsko domeno ricinskega B tipa, ki je znana iz
lektinskih domen toksi¢nih rastlinskih proteinov ricina in abrina (12). MpL kaze notranjo
homologijo aminokislinskega zaporedja, ki se izraza v treh ponovitvah (a,  in v) z bolj ali
manj ohranjenimi QxW motivi. Poleg tega ima lektin ohranjene hidrofobne aminokislinske

ostanke, ki so pri »B-trefoil« zvitju ricinskih B domen pomembni za tvorbo hidrofobnega
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jedra (29). Tudi programsko orodje SUPERFAMILY, ki zdruzuje proteine s skupnim

evolucijskim prednikom (46), je lektin uvrstilo v naddruzino ricinu B podobnih lektinov.

5.3 Biolo$ke aktivnosti lektinov in njihove vezavne specifi¢nosti za ogljikove hidrate

Biolosko aktivnost lektinov navadno preverjamo z aglutinacijskim testom na eritrocitih, pri
¢emer lahko lektini z vezavo glikanskih enot na povrsini celic zlepijo eritrocite. Vezavne
specifi¢nosti lektinov za eritrocite razlicnih krvnih skupin ter za sladkorje in asialofetuin
smo ugotavljali s testom hemaglutinacije oziroma testom inhibicije hemaglutinacije.
Ugotovili smo, da MpSepL in MpLacL aglutinirata eritrocite vseh krvnih skupin, in sicer
sta kazala najvecjo specifiénost za eritrocite B, sledijo eritrociti A in O. Lektin MpGalL pa
pri koncentracijah, s katerimi smo izvajali test, ni aglutiniral eritrocitov nobene od krvnih
skupin. Na podlagi specificnosti za razlicne tipe eritrocitov lahko sklepamo na
specificnosti lektinov za glikanske enote, izrazene na povrSini posameznih skupin
eritrocitov. Lektina MpSepL in MpLacL torej kazeta najvecjo afiniteto za galaktozo, ki je
koné¢ni del sladkorne determinante ¢loveske krvne skupine B, sledi pa GalNAc, ki je
kon¢ni del determinante skupine A (53). Pri testih inhibicije hemaglutinacije eritrocitov
skupine A z MpSepL in MpLacL smo ugotovili, da oba lektina najmo¢neje inhibira, torej
kaze zanju najvecjo afiniteto, asialofetuin, ki vsebuje razvejane verige ogljikovih hidratov
Galp1-4GlcNAc in Galfl-4GalNAc, sledi laktoza (Galf1-4GlIc) in nato galaktoza ter
ostali. S tem smo tudi pokazali, da imata MpSepL in MpLacL vecjo afiniteto do daljsih in
sestavljenih ogljikovih hidratov, ki vsebujejo enote galaktoze, kar je znalilnost lektinov
(12). Ugotovljene vezavne specifi¢nosti lektinov se ujemajo z metodami izolacije, pri
katerih smo uporabili sefarozo (polimer iz ponavljajoc¢ih enot D-Galf1-4 3,6-anhidro-L-
Gal) ali laktozo. 1z teh testov lahko ugotovimo, da lektina kazeta enako specifi¢nost za
skupine eritrocitov in sladkorne komponente, iz ¢esar lahko sklepamo, da sta MpSepL in
MpLacL enaka lektina oziroma izolektina.

S testi aglutinacije smo ugotavljali tudi biolosko aktivnost lektinov v interakciji z gobjimi
inhibitorji proteaz, makrocipini in klitocipinom. Inhibitorje druzine papainu podobnih
cisteinskih proteaz delimo glede na strukturno podobnost na ve¢ skupin. Ena izmed teh
skupin inhibitorjev so mikocipini, med katere spadajo makrocipini, izolirani iz plodi§¢

glive orjaski deznik (M. procera), z molekulskimi masami ~ 19 kDa, in klitocipin, izoliran
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iz plodis¢ glive meglenke (Clitocybe nebularis), z molekulsko maso ~ 17 kDa. Dosedanji
poskusi so pokazali, da med mikocipini in lektinom iz meglenke (Clitocybe nebularis
lektin, CnL) prihaja do dolocenih interakcij; na primer klitocipin se je pri afinitetni
kromatografiji izoliral skupaj s CnL. Bioloski pomen teh interakcij so proucevali z
ugotavljanjem vpliva lektina CnL na inhibitorno delovanje mikocipinov in izkazalo se je,
da CnL ni kazal u¢inka na makrocipin 1 (31). V naSem primeru pa Smo iz orjaskega
deznika z afinitetno kromatografijo na sefarozi skupaj z lektini izolirali enega izmed
makrocipinov, kar smo pokazali z imunodetekcijo s protitelesi proti makrocipinom
(neobjavljeno). Ugotavljanje vpliva mikocipinov na biolosko aktivnost lektinov iz
orjaskega deznika smo izvedli s testi inhibicije hemaglutinacije, pri katerih smo MpSepL
in MpLacL predhodno inkubirali z mikocipini. lzkazalo se je, da so mikocipini inhibirali
aglutinacijsko aktivnost lektinov, pri cemer sta najvecji uc¢inek kazala Clt in Mcpl, sledita
jima Mcp3 in Mcp4. Interakcije med mikocipini in lektini ter inhibitorni uéinki
mikocipinov na aglutinacijsko aktivnost lektinov bi lahko imeli dolo¢eno biolosko vlogo v
gobi, in sicer bi lahko bile interakcije med lektini in mikocipini pomembne pri
sinergisti¢cnem delovanju teh proteinov v obrambi gobe pred predatorji in paraziti, saj so
bili za te proteine ugotovljeni insekticidni uc¢inki (35, 54). Poleg tega pa bi inhibitorni

uc¢inki mikocipinov lahko kazali na njihovo vlogo pri regulaciji aktivnosti lektinov v gobi.
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6 Sklepi

V diplomskem delu smo pokazali, da goba orjaski deznik (Macrolepiota procera) vsebuje
lektine, ki so se po natan¢ni analizi aminokislinskega in nukleotidnega zaporedja izkazali

za izolektine. Lektin smo poimenovali Macrolepiota procera lektin (MpL).

Afinitetna kromatografija na sami sefarozi ali z vezano galaktozo in laktozo se je izkazala
za hitro in u¢inkovito metodo izolacije lektina. Pokazali smo, da je uporaba NaOH uspesna
tehnika za elucijo lektinov iz afinitetne kolone in da pri tem lektin ohrani aktivnost.

Z molekularno-bioloskimi metodami smo pridobili nukleotidno zaporedje gena in mMRNA
oziroma cDNA, ki kodirata MpL. Analiza izpeljanega aminokislinskega zaporedja je
pokazala, da lektin spada med ricinu B podobne lektine.

S testi hemaglutinacije in inhibicije hemaglutinacije s sladkorji smo ugotovili, da MpL

kaze najvecjo specifi¢nost za ogljikove hidrate, ki vsebujejo galaktozo.

Dokazali smo tudi povezanost med MpL in mikocipini, gobjimi inhibitorji cisteinskih
proteaz, in ugotovili, da le-ti inhibirajo aglutinacijsko aktivnost lektinov. To bi lahko
kazalo na njihovo vlogo pri sinergisticnem delovanju v obrambi gobe pred plenilci in
paraziti, poleg tega pa bi inhibitorni u¢inki mikocipinov lahko kazali na njihovo vlogo pri

regulaciji aktivnosti lektinov v gobi.

Predmet nadaljnjih raziskav bi lahko bile ostale bioloske aktivnosti MpL in vloge lektinov
v gobi.
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