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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Tereza Lundova
Skolitel: Prof. Ing. Vladimir Wsdl, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Klonovani, exprese a purifikace lidské AKR1B1

Aldosareduktasa (EC 1.1.1.21) AKR1B1 je jednim ze 13 lidskych enzymU z AKR
nadrodiny. VSechny lidské AKR jsou cytosolické a NADP(H) dependentni. AKR1B1
hraje dulezitou roli v metabolismu endogennich i exogennich latek. Hlavnim
endogennim substratem je glukosa. Jeji redukce na sorbitol je dlisledné spojena
se sekundarnimi diabetickymi komplikacemi. Z xenobiotik je metabolizovan pomoci
AKR1B1 daunorubicin, protinddorové I|éCivo ze skupiny antracyklint, které
je redukovano na daunorubicinol. Tento metabolit je méné aktivni nez plvodni
|éCivo a je pFicinou antracyklinem zpUsobené kardiotoxicity. V soucasnosti je mnoho
projektd zamérenych na zkoumani AKR1B1 jako cilového enzymu a hledani
specifickych inhibitord.

Rekombinantni protein byl pfipraven v E. coli spolecné s pET-28b(+)
expresnim vektorem. Nejprve byla izolovdna z E. coli cDNA pro AKR1B1 v pOTB7.
Kédova sekvence AKR1B1 byla namnoZzena pomoci PCR. PCR byla provedena
s Phusion Hot Start Il polymerasou a parem forward a reverse primerl, které
obsahuiji restrikéni mista pro Ndel a Xhol. Jako vektor byl pouzit plasmid pET-28b(+).
Purifikované PCR fragmenty i plasmid byly dvojité Stépeny vyse uvedenymi
restrikénimi endonukleasami a purifikovany, nasledovala ligace do mnohocetného
klonovaciho mista. Po ligaci byla provedena trasnformace za pouziti metody
tepelného Soku. K expresi proteinu byl vyuzit kmen E. coli BL21 (DH3), indukce byla
provedena pfidanim 1 mM IPTG. Protein byl purifikovan pomoci kitu Ni-NTA Fast
Start, kde purifikace je zaloZzena na afinité proteinu k nikelnatym iontlm

a koncentrace proteinu byla stanovena metodou dle Bradfordové.
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Aldose reductase (EC 1.1.1.21) AKR1B1 is one of the 13 human enzymes
of the AKR superfamily. All human AKRs are cytosolic and NADP(H) dependent.
AKR1B1 plays an important role in metabolism of endogenous and exogenous
substances. The main endogenous substrate is glucose. Its reduction to sorbitol is
consistently linked to secondary diabetic complications. From xenobiotics
metabolized by AKR1B1, daunorubicin, an anticancer drug from the group
of anthracyclines, is reduced to daunorubicinol. This metabolite is less active than
parent drug and is the cause of anthracycline related cardiotoxicity. At present,
many projects are focused on AKR1B1 as a target enzyme and specific inhibitors
of AKR1B1 are looking for.

The recombinant protein of AKR1B1 was prepared in E. coli together
with the pET expression system. First, cONA for AKR1B1 in pOTB7 was isolated from
E. coli. The coding sequence of AKR1B1 was amplified by a PCR. PCR was performed
with Phusion Hot Start Il polymerase and pair of forward and reverse primers, which
contained Ndel and Xhol restriction sites. As the vector, pET-28b(+) plasmid was
used. Both the purified PCR fragments and the plasmid were double digested
with the above mentioned restriction endonucleases and purified, followed by the
ligation into the multiple cloning site. After ligation, the transformation using the
heat shock method was performed. E. coli BL21 (DH3) strain was used
to overexpress the protein. The overexpression was induced by the addition
of 1 mM IPTG. The protein was purified by Ni-NTA Fast Start Kit, where the
purification is based on the affinity of the protein to nickel ions. Concentration

of protein was determined by Bradford assay.
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1 UvVOoD

Redukéni reakce jsou nezbytnou soucasti metabolismu kazdého organismu.
Redukce karbonylové skupiny ma pak vyznam predevsim detoxikacni, nebot mnoho
latek exogenniho plvodu obsahuje pravé tuto skupinu. Zajimava je oblast IéCiv
pouzivanych v chemoterapii, mezi néz patti napriklad doxorubicin, daunorubicin
a oracin. Ne vzdy je vSak redukce Zadouci, naptiklad maze zkratit dobu uUcinku léciva
i vytvorit latku jesté toxictéjsi. Proto jsou karbonyl-redukujici enzymy v poslednich
letech predmétem mnoha studii a to z hlediska jak jejich substratové specifity tak
i z hlediska moZné inhibice.

K experimentim se c¢asto vyuZivaji enzymy pripravené molekularné-
genetickymi metodami. Nejéastéji se vyuziva expresniho systému bakterie E. coli.
Vyhodou této metody jsou relativné nizké naklady, jednoducha manipulace
a vysokd produktivita. Znacnou nevyhodou téchto prokaryontnich organismi je
neschopnost posttranslacnich modifikaci, coz mUze byt nékdy problémem pfi
produkci protein(i vysSich organismu. V pfipadé enzymu je vidy nutno zvéZit, zda
dany protein ma néjaké posttranslacni modifikace ovliviujici jeho aktivitu. Tento jev
vSak nebyva casty a proto je mnoho vysledk(l ohledné karbonyl-redukujicich

enzymU ziskano na zakladé proteinu produkovaného v E. coli.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Redukcni reakce v metabolismu

Redukce karbonylové skupiny je vyznamnym krokem v biotransformaci
mnoha xenobiotickych karbonylovych sloucenin. Metabolickym ndasledkem je bud'
aktivace, nebo inaktivace zavisejici na daném xenobiotiku. Nicméné v mnoha
pfipadech vznik hydroxylové skupiny poskytuje latku vice hydrofilni a vytvafi
produkt I. faze, ktery mize byt konjugovan, napf. glukuronidaci nebo sulfataci, coz

usnadnuje exkreci (Oppermann & Maser, 2000).

2.2 Karbonyl-redukujici enzymy

Karbonyl-redukujici enzymy jsou v pfirodé vSudypfitomné. Byly prokazany
v rliznych organismech, jako jsou rostliny, bakterie, kvasinky, ryby, hmyz
a predevSim u savcl. Znacnd Cast vyzkumné prace je zamérena na lidské enzymy
redukujici karbonyl. Bylo zjisténo, Ze se vyskytuji v riznych tkanich jako napfiklad
jatra, plice, srdce, ledviny, mozek, vajecniky a nadledviny (Hoffmann & Maser,
2007).

V soucasnosti je vétSina karbonyl-redukujicich enzymU uskupena do dvou
odlisnych proteinovych nadrodin, dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem
(SDR) a aldo-ketoreduktasy (AKR) (Oppermann & Maser, 2000).

Hlavni  cytosolické  karbonyl-redukujici enzymy u savcd jsou:
karbonylreduktasa (EC 1.1.1.184), aldehydreduktasa (EC 1.1.1.2), aldosoreduktasa
(EC1.1.1.21) (Oppermann & Maser, 2000).

Karbonyl-redukujici enzymy byly purifikovany a charakterizovany na zakladé
substratové specifity (Hoffmann & Maser, 2007). U¢astni se I. faze biotransformace
xenobiotik, ale jsou také zapojeny do metabolismu endogennich steroidnich
hormond, Zlucovych kyselin a kyseliny arachidonové (Oppermann & Maser, 2000).

Zvlastni skupinu proto predstavuji hydroxysteroiddehydrogenasy (HSD).

Porovnavanim sekvenci totiz bylo zjiSténo, Ze HSD nalezi bud k AKR ¢i SDR. Dosud



bylo popsano 12 lidskych pluripotentnich HSD, z nichZ nékteré byly zfejmé objeveny
dvakrat, nebot pravé ony maji tu schopnost metabolizovat endogenni steroidy
i redukovat karbonylové slouceniny (Hoffmann & Maser, 2007).

Typickym  prikladem je mikrosomalni  karbonyl-redukujici enzym
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 1 (113-HSD1), u které bylo dokazano, Ze je
zapojena v duleZitych detoxikacénich reakcich, napf. jako NNK reduktasa

(Oppermann & Maser, 2000).

2.2.1 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

V dnedni dobé predstavuji SDR velkou a velmi rozmanitou nadrodinu, ktera
obsahuje vice neZz 3000 enzymU, eukaryontnich i prokaryontnich. Nachazi se bud
v cytosolu coby rozpustné proteiny nebo jsou membrdnové vdzané. Primérna délka
proteinl této nadrodiny je 250- 350 aminokyselin. Vétsinou se jedna o homodimery
¢i homotetramery.

Obecné jsou v primarni strukture rozliSovany tyto ¢asti: N- koncova ¢ast, kde
je doména vazajici kofaktor, katalytické aktivni misto se nachdzi uprostred, ddle je
rozeznavan usek vazici substrat a C- koncové prodlouzeni majici vyznam
pro oligomerizaci. SpoleCnym strukturnim rysem této nadrodiny, zjisténym diky 3D
analyze, je tzv. Rossmannuv zdhyb, tvoreny Baf3 motivem, na ktery se vaze kofaktor

NAD(H) ¢i NADP(H). Tato doména je charakteristickd i pro mnoho jinych

dehydrogenas. Jako ndzorna ukazka struktury poslouzi Obrazek 1.

Obrazek 1: Homotetramer  20-B-hydroxysteroiddehydrogenasy v komplexu s NADH

(DonabelSDSU.bot, 2009).
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SDR enzymy maji Siroké substratové spektrum. Podileji se na metabolismu
steroidll, cukr(, aromatickych uhlovodikd, prostaglandind a nékterych xenobiotik.
Nejvyznamnéjsimi a dosud nejvice prostudovanymi zastupci jsou CBR1 a 113-HSD.

Dnes je rozliSovano pét rodin SDR nadrodiny. PGvodni rozdéleni do dvou
velkych rodin ,klasické” a ,prodlouzené”, bylo pozdéji rozsiteno o tfi nové rodiny
oznacené jako ,stredni”, ,odlisné” a ,komplexni“, které zahrnuiji
alkoholdehydrogenasy s kratkym retézcem, enoylreduktasy a multifunkéni enzymy.
»Klasické” SDR jsou tvorené asi 250 aminokyselinami a nedavno byly roztridény
jeSté do 7 podrodin. ,Prodlouzené” SDR maji pfiblizné 350 aminokyselin a jsou
u nich rozliSovany 3 podrodiny (Hoffmann & Maser, 2007; Oppermann & Maser,
2000; Oppermann U., 2007).

Mezi jednotkami rdznych rodin a podrodin SDR, nejsou navzdory piekryvajici
se substratové specifité, strukturdini podobnosti s AKR proteiny (Hoffmann

& Maser, 2007).

2.2.2 Aldo-ketoreduktasy

Nadrodinu AKR tvofi vice nez 150 prokaryontnich a eukaryontnich, NAD(P)H
dependentnich oxidoreduktas, které se nachazi v cytosolu jako monomerni proteiny
(37 kDa) (Penning & Drury, 2007). Enzymy jsou tvoreny asi 320 aminokyselinami
(Hoffmann & Maser, 2007).

AKR maji spolecnou strukturu retézcovych zahyb(l, které vytvari (a/B)s
soudek, ve kterém se stfidd 8 a-helix (modrd) a 8 B-fetézcu (fialova), (Penning
& Drury, 2007), viz Obrazek 2. Charakteristickym rysem (a/[3)s soudku je pfitomnost
aktivniho mista na C- konci, které je optimalizovdano pro vysoce-afinitni interakci
s nukleotidy, ackolivneni pritomen Rossmannlv zadhyb (Barski et al., 2008).
Katalytickou tetradu tvofi Tyr, His, Asp, Lys, kde katalyticka aktivita je zaloZena
na amfolytické OH-skupiné Tyr (Oppermann & Maser, 2000). AKR katalyzuji bi-bi
reakénim mechanismem, ve kterém vazba kofaktoru NAD(P)H predchazi vazbé
karbonylového substratu, redukce probiha v centralnim komplexu a nasleduje

uvolnéni alkoholu a NAD(P)* produkt( (Penning & Drury, 2007). Mé&fenim disocia&ni

11



konstanty Kp bylo zjisténo, Ze vétSina AKR preferuje NADPH pifed NADH (Barski
et al., 2008).

Obrazek 2: Struktura AKR1B1 v komplexu s NADP+, citratem a malou molekulou inhibitoru
(Fvasconcellos, 2009).

Jejich hlavni funkci je redukovat aldehydy a ketony na odpovidajici primarni
a sekunddrni alkoholy. Lidské AKR jsou zapojeny do metabolismu cukr(, reaktivnich
lipidovych aldehyd(, ketoprostaglandin a ketosteroid(, a xenobiotik zahrnujicich
l[é¢iva a chemické karcinogeny. Preménuji karbonylové skupiny na alkoholové
skupiny, které jsou vhodné pro konjugacni reakce katalyzované UDP-
glukuronsyltransferasami ¢i sulfotransferasami. Formalné tak mohou byt AKR
zarazeny mezi enzymy biotransformacni faze | (Penning & Drury, 2007). Tyto
enzymy postradaji kovové nebo flavinové kofaktory, proto jsou relativné neucinné
jako alkoholdehydrogenasy (Barski et al., 2008).

Mnoho savcich AKR je potencidlnim terapeutickym cilem a navrhovani
strukturné-zalozenych |é¢iv mize vést ke sloucenindm s pozadovanou specifitou
a klinickou ucinnosti (Jez et al., 1997).

Na zdkladé sekvencni podobnosti je tato nadrodina rozdélena do 15 rodin,
kdy jednotky jedné rodiny si jsou podobné na vice nez 40 %. Nékteré rodiny jsou
pak rozdéleny jesté do podrodin oznacovanych pismenem. Dnes je znamo 13

lidskych AKR, které spadaji do tfi rodin sav¢ich AKR a to AKR1, AKR6, AKR7 (Barski

12



et al., 2008), viz. Obrdzek 3. Jejich konkrétni uloha v organismu bude popsana

v nasledujicich kapitolach.

1A1 Aldehyde reductase

— 1B1 Aldose reductase

| 1B10 Small intestine
aldose reductase

A4-3-ketosteroid

181 5B-reductase

1C4

Hydroxysteroid
— —1C3 dehydrogenases
. or

( Dihydrodiol

L dehydrogenases

—1c2

BAS  Kvp2

—— 6A3  Kvpi

——6A9 Kvp3

" 1‘ Aflatoxin
reductases
—7A3

Obrazek 3: Fylogeneticky strom lidskych AKR (Barski et al., 2008).

2.2.2.1Rodina AKR1

U Aldo-ketoreduktas zrodiny AKR1 jsou rozliSovany 4 podrodiny liSici
se substratovou specifitou, pfedevsim z hlediska latek endogenniho pavodu.

AKR1A1 (aldehydreduktasa) byla objevena jako prvni AKR, coby klicovy
enzym zapojeny Vv biosyntéze kyseliny askorbové. Tento enzym ma Sirokou
substratovou specifitu, prficemz preferuje karboxylovou skupinu. Lidsky organismus
neni schopen syntézy kyseliny askorbové, proto pretrvani funkéniho genu ukazuje,
Ze protein mUze mit roli, kterd dodnes nebyla objevena (Barski et al., 2008).

AKR1B podrodina obsahuje 2 lidské enzymy AKR1B1 a AKR1B10. AKR1B10 je
zndm svou vysokou redukéni aktivitou vuci retinaldehydu (Gallego et al., 2007).

Bude jim vénovana samostatna kapitola.
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Enzymy AKR1C maji duleZitou roli v pasobeni steroidnich hormon( (Penning
& Drury, 2007), podili se na redukci ketosteroid( za vzniku hydroxysteroid(
(Oppermann & Maser, 2000).

AKR1C1 je predevsim 20a-HSD a redukuje progesteron na malo ucinny 200-
hydroxyprogesteron, cilovou tkani je napf. endometrium. Pro AKR1C2 je
charakteristicka schopnost redukovat 50-dihydrotestosteron za vzniku opét méné
ucinného 3a-androstandiolu, nebot vykazuje hlavné 3a-HSD aktivitu, cilovou tkani
je napf. prostata. AKR1C3 vykazuje Siroké spektrum ucinku, za zminku stoji
predevsim schopnost redukovat estron na vysoce Ucinny 17(3-estradiol v prsni tkani
a endometriu, kde projevuje svoji schopnost 173-HSD aktivitu. Dale je zndmo, Ze

se Ucastni syntézy prostaglandind (Penning & Drury, 2007).

2.2.2.2 Rodina AKR6

Tato rodina zahrnuje 3 lidské proteiny, které tvoti B-podjednotku napétoveé
fizeného draselného kanalu (Hoffmann & Maser, 2007). Tyto proteiny se poji
pfi biosyntéze kanalu v endoplasmatickém retikulu s a-podjednotkou (Barski et al.,

2008).

2.2.2.3Rodina AKR?7

Dva lidské enzymy této rodiny jsou spolecné také oznacCovany jako
aflatoxinreduktasy, pro svoji schopnost metabolizovat aflatoxin B1. Jednd se
o dimerni proteiny, s odliSnou tkanovou specifitou. AKR7A3 ma vétsi aktivitu v rdmci
redukce aflatoxinu B1- dialdehydu nez AKR7A2 a nachazi se predevsim v Zaludku,
pankreatu, jatrech a ledvinach (Barski et al., 2008).

U AKR7A2 bylo také zjisténo, Ze v lidském mozku redukuje semialdehyd
sukcinatu na Yy-hydroxybutyrdt. Semialdehyd sukcinatu vznikd transaminaci
neurotransmiteru y-aminomaselné kyseliny (GABA). y-hydroxybutyrat byl klinicky
uzivan jako anestetikum a v |é¢bé poruch spanku, také je znam jako rekreacni droga

(Lyon et al., 2007).
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2.3 Aldosareduktasa (AKR1B1)

Tento enzym poprvé izoloval Hers vroce 1960 jako glukosu redukujici
jednotku (Barski et al., 2008). Pficemz role AKR1B1 pfi normalni hladiné glukosy
neni dosud zcela jasna (Huang et al., 2010). V literature se ¢asto setkdvame rdznymi
oznacenimi tohoto enzymu: AKR1B1, AR, ADR, ALR2, ALDR1, MGC1804, v systému

klasifikace enzymU jej pak nalezneme pod ciselnym kéodem EC 1.1.1.21.

2.3.1 Charakteristika

AKR1B1 je protein tvoreny z 316 aminokyselin, jehoZz molekulova hmotnost
je 35,8 kDa. Nachazi se v cytosolu a jeho aktivita je zavisla na NADPH.

Tento enzym je pritomen témér ve vSech tkanich (Shen et al.,, 2011),
purifikovdana byla zplacenty (Petrash, 2004). DalSim vyraznym zdrojem
aldosareduktasy jsou nadledviny, ovSsem jeji fyziologickd funkce v této tkani neni
dosud objasnéna (Chang et al., 2003). Huang et al. (2010) prokazali, ze AKR1B1
se exprimuje nejen v ¢oCce ale i rohovce, sitnici a fasnatém télisku.

V aktivnim misté se nachazi katalyticka tetrada, ktera je sloZzena z Tyr-48,
His-110, Lys-77 a Asp-43. pK skupin zapojenych do kyselo-bazické katalyzy je 6,5- 7.
Pozdéji bylo prokazano, Zze mutace Y48F vede ke vzniku inaktivni molekuly (Barski
etal.,, 2008), protoze pravé tento Tyr slouZi jako donor protonu. DuleZitym
regulatornim mistem AKR1B1 je Cys-298, ktery je zapojen do stabilizace koenzymu
(Petrash, 2004).

Jedine¢nym rysem AKR1B1 je jeho citlivost k oxidaci. Nékteré studie
naznacuiji, Ze oxidace Cys-298 je fyziologicky proces. Tyto studie ukazuji, Ze Cys-298
AKR1B1 by mohl byt glutathionovan, nitrosylovan nebo oxidovan na sulfenylovou
kyselinu. Glutathionovana forma AKR1B1 a forma se sulfenylovou kyselinou byly

detekovany in vivo (Barski et al., 2008).

2.3.2 Role AKR1B1 v organismu

Enzym katalyzuje redukci mnoha substratl fyziologického vyznamu,

zahrnujici produkty peroxidace lipida (4-hydroxynonenal, oxidované fosfolipidy),
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AGE prekurzory (methylglyoxal, 3-deoxyglukoson), glutathionové konjugaty
nenasycenych aldehydd, retinoidy, prostaglandiny, steroidy (isokortikosteroidy,
20-ketosteroidy) (Endo et al., 2009). Hlavni roli ma vsak v redukci glukosy viz 2.3.2.1.

V dnesni dobé jsou znamy i substraty AKR1B1 exogenniho plvodu, patfi sem
latky znecistujici Zivotni prostfedi (akrolein), protinddorova léciva (daunorubicin)

a dalsi toxické karbonylové slouceniny (Petrash, 2004; Barski et al., 2008).

2.3.2.1Uloha AKR1B1 v metabolismu glukosy

Aldosareduktasa katalyzuje prvni krok metabolizace glukosy skrze
polyolovou cestu. Jednd se o NADPH dependentni pfreménu glukosy na sorbitol.
V druhém kroku se pak uplatiiuje sorbitoldehydrogenasa, ktera oxiduje sorbitol

na fruktosu s vyuzitim NAD" (Petrash, 2004), viz Obrazek 4.

H. -0
o7 CH,O0H CH,OH
| NADPH ) Mz NAD®  NADH P
H'L_T:—DH NADP HCII—DH (I::O
HO—CH N S HO—CH N LS HO—CH
D ———
H‘TA_OH aldosareduktasa H?_OH sorbifoldehydrogenasa H?_OH
H(ll—DH HCI2—OH HflJ—OH
CH,OH CH,OH CH,OH
glukosa sorbitol fruktosa

Obrazek 4: Polyolova cesta (Yikrazuul, 2009).

Vysledkem polyolové cesty je tedy pfemeéna glukosy na fruktosu s vyuzitim
NADPH a produkci NADH. Pfi normo-glykémii je touto cestou metabolizovano jen
malé mnozstvi glukosy, vétsina je vyuZzita jako substrat pro glykolyzu ¢i pentosovy
cyklus. Jina situace vSak nastava pti hyperglykémii, kdy az 33 % glukosy mlze byt
metabolizovdno na sorbitol a fruktosu (Petrash, 2004). Pficemz sorbitol je klicovym
faktorem vzniku diabetické katarakty (Huang et al., 2010).

Proto je katalyzator prvniho kroku polyolové cesty AKR1B1 zajimavym
terapeutickym cilem. Jiz bylo mnoho Usili zaméreno na vyzkum inhibitord AKR1B1
a tim zablokovani syntézy sorbitolu v diabetickych tkanich (Petrash, 2004). Navzdory
uspéchu v prevenci diabetickych komplikaci pfi experimentech na zvifecich
modelech lé¢enych inhibitory aldosareduktasy, nebyla tato Ié¢ebna strategie dosud

Uspésna pfi prevedeni na lidi (Chang et al., 2003).
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Galaktosa je také substratem polyolové cesty, ale odpovidajici keto-cukr neni
produkovan, protoZze sorbitol(polyol)dehydrogenasa je neschopnd oxidace

galactiolu (Petrash, 2004).

2.3.2.2 AKR1B1 a peroxidace lipidt

Glutathiontransferasy = (GST) jeSté ponechaji  reaktivni  aldehyd
glutathionového konjugatu 4-hydroxy-2-nonenalu, ten je vSak uprednostiiovanym

substratem pro AKR1B1 (Penning & Drury, 2007), vice viz Obrazek 5.

OH
O e T A A0 GST
L \ OH

4-Hydroxy-2-nonenal fﬁmﬂ“\(\rf’u

GS H

AKR1A1 AKR1B1

AKR1B1

AK1C1-AKR1C3 Y

j’i OH
e P ,:;,*'}F,DH ,.f"ﬁ‘x__.-"“\,_/%mo”
N
H H

GS

1,4-Dihydroxy-2-nonen

Obrazek 5: Metabolismus lipidovych aldehyd( katalyzovany AKR (Penning & Drury, 2007).

2.3.2.3Vliv AKR1B1 na daunorubicin

Daunorubicin je protinadorové I|éCivo antracyklinového typu, které
se vyuziva k [écbé rakoviny plic a je hlavni sloZzkou chemoterapie akutni leukemie.
Jeho sekundarni alkoholovy  metabolit daunorobicinol ma snizenou
chemoterapeutickou ucinnost a proto je tato redukce povazovana za plivodce
chemoterapeutické resistence daunorubicinu. Také je znamo, Ze daunorubicinol
zpusobuje poskozeni srdce (Balendiran et al., 2009).

Bylo prokazano, ze AKR1B1 redukuje daunorubicin na daunorubicinol,

viz Obrazek 6.
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AKR1B1

Obrazek 6: Redukce daunorubicinu na daunorubicinol (apps.who.int, 2011).

Plebuch et al. (2007) zjistili, Ze nadmérnda exprese daunorubicin redukujicich
enzymU zvySuje chemoresistenci tim, Ze dochazi k inaktivaci daunorubicinu. Studie
byla zaloZena na transfekci cDNA kédujici tyto enzymy do nadorovych bunék. Mezi
tyto enzymy patfi kromé AKR1B1 jesté AKR1B10, AKR1A1 a CBR1.

Proto jsou dnes studovany inhibitory téchto enzymu, nebot jejich snizena
aktivita mUZe vést k poklesu chemoresistence daunorubicinu a omezené tvorbé

jeho kardiotoxického metabolitu.

2.3.3 Regulace exprese AKR1B1

Exprese AKR1B1 je regulovana na transkrip¢ni Urovni pomoci nitrobunécné
osmolality. Nuklearni faktor kappa B (NFKB) je redox-citlivy transkrip¢ni faktor, ktery
sdili vazebné misto vpromotoru genu pro AKR1B1. NFKB je indukovatelny
transkrip¢ni faktor sinaktivni cytoplasmatickou a aktivni DNA-vazebnou formou.
ZvySeny tok glukosy skrze polyolovou cestu vede k redox zménam a oxidacnimu
stresu, ktery aktivuje NFKB. Ramana et al. (2004) prokazali, Ze inhibice AKR1B1 brani
hyperglykemii indukované aktivaci NFKB a sniZuje tim jeho DNA- vazebnou aktivitu
(Yang et al., 2008).

Yang et al. (2008) pozorovali expresi AKR1B1 pfi hyperglykémii, indukovanou
pomoci NFKB, u osob sdiabetickou nefropatii vporovnani s osobami
bez diabetickych komplikaci a vliv sorbinilu, coZ je inhibitor AKR1B1, na tuto expresi.
Zjistili Ze, hladina AKR1B1 u diabetik(l s nefropatii byla zvySena, ale v pfitomnosti

inhibitoru snizena.
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2.3.4 Inhibitory AKR1B1

Klinické pouziti AKR1B1 inhibitor( je limitovano diky nezadoucim ucinkim
téchto Iéciv (Barski et al., 2008). Ve studiich na zvifatech a Il. fazi klinickych zkousek
bylo zjisténo, Ze farmakologicka inhibice enzymu zlepSuje diabetickou neuropatii
a nefropatii (Baba et al., 2009).

Baba et al. (2009) zjistili, Ze enzymova aktivita AKR1B1 je zvysena
v ischemickém srdci a Ze takto aktivovany enzym byl resistentni k inhibici pomoci
inhibitor( jako je sorbinil, protoZze dochazelo k oxidaci Cys-298. Oxidace tohoto

cysteinu urychluje katalyzu a brani vazbé inhibitoru (Barski et al., 2008).

2.3.5 AKR1B1 versus AKR1B10

Aminokyselinova sekvence AKR1B1 a AKR1B10 je ze 70 % stejna (Balendiran
et al.,, 2009). Krystalova struktura ukazuje, Zze AKR1B1 a AKR1B10 vazou velmi
podobné inhibitor tolrestat, ale rozdilnost je pozorovana v odpovidajicich modelech
komplex( s retinaldehydem (Gallego et al., 2007).

AKR1B10 je primarné exprimovan v gastrointestindlnim  traktu
a nadledvinach, zatimco AKR1B1 je pfitomna témér ve vSech tkanich (Shen et al.,
2011). Proto také enzym AKR1B10 byl pojmenovan small intestine reductase
a AKR1B1-like protein 1 (ARL-1) (Huang et al., 2010). V nékolika studiich bylo
prokazano, ze AKR1B10 je zvySen v lidském hepatocelularnim karcinomu (Gallego
et al., 2007).

AKR1B1 a AKR1B10 mohou mit rozdilné funkéni vlastnosti v ¢occe a studie
Huang et al. (2010) naznacuje, Zze AKR1B10 nepfispivd k patogenezi diabetické
katarakty u lidi.

Shen et al. (2011) porovndvali enzymovou aktivitu AKR1B1 a AKR1B10 vici
karbonylovym slouceninam. Vysledky této studie ukazuji, Ze oba enzymy vykazuji
aktivitu vaci glutathionovym konjugdtiim karbonylovych sloucenin, ale AKR1B1
s vétsSim ucinkem. Naopak AKR1B10 je ucinnéjsi pfi redukci karbonylovych sloucenin
jako akrolein, [B-methakrolein 4-hydroxynonenal, trans-2-hexenal a trans-2,4-

hexadienal na fyziologické Urovni nez AKR1B1.
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3 CiL PRACE

Cilem této prace bylo ziskat purifikovany rekombinantni protein, lidsky

enzym AKR1B1. Prace byla rozdélena na nékolik dil¢ich krok(:

Izolace cDNA pro AKR1B1 vloZzené do plasmidu pOTB7

Amplifikace koédové sekvence AKR1B1 pomoci PCR a navrienych
primerd

Klonovani kédové sekvence do expresniho vektoru pET28b(+)
a nasledna analyza

Exprese rekombinantniho proteinu v E. coli BL21 (DH3)

Purifikace ziskané lidské AKR1B1 a jeji analyza
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity material

4.1.1 Biologicky material

cDNA AKR1B1 ve vektoru pOTB7, Source BioScience imaGenes
(doddno v E. coli DH10B) (Berlin, Némecko)
Reverse primer GeneriBiotech (HK, CR)

(5-ACG CCT CGA GTC AAA ACT CTT CAT-3)

Forward primer GeneriBiotech (HK, CR)

(5-CTG GCA CAT ATG GCA AGC CGT CTC-3')

pET-28b(+) vektor Novagen (Darmstadt, Némecko)

E. coliHB101 Promega (Madison, USA)
(F—, thi-1, hsdS20 (rg, mg ), supE4d4, recAl3, ara-14,
leuB6, proA2, lacY1, galk2, rpsL20 (str'), xyl-5, mtl-1)

E. coliBL21 Promega (Madison, USA)

(F-, ompT, hsdSg (rg—, mg—), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cm")

4.1.2 Chemikalie

2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Agarosa pro DNA analyzu Serva (Heidelberg, Némecko)
Akrylamid, f.e. 2 99% Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
APS (Persiran amonny), f.e. =2 99% Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Bacto Agar Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Bacto Tryptone Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Bacto Yaest extract Becton (Le Pont de Claix, Francie)
Bradford reagent Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Bromfenolovd modf- sodna sul Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
BSA (100x) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
BSA = 99,9% Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
BugBuster Protein Extraction Reagent Novagen (Darmstadt, Némecko)
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Coomassie brilliant blue G-250
Dihydrogenfosforecnan draselny, p.a.
Dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat,
p.a.

dNTP Mix

EDTA = 99% (m/m)

Ethanol 99% (v/v)

Ethidiumbromid

Glycerol 85% (v/v)

Hydrogenfosfore¢nan didraselny dihydrat,
p.a.

Hydroxid sodny, p.a.

Chloramfenikol

Chlorid sodny, p.a.

Chlorid vapenaty dihydrat, p.a.

IPTG

Isopropanol = 99%, pro molekularni biologii
Kanamycin

Kyselina borit3, p.a.

Kyselina chlorovodikova 36% (v/v)

MgCl, (50 mM)

NEBuffer 4 (10x)
N,N’-Methylenbis(akrylamid), f.e. >99%
Phusion HF Reaction Buffer (5x)

T4 DNA Ligase Buffer (5x)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, p.a.
TEMED, f.e. 299%

Ultra-pure LMP Agarose

4.1.3 Enzymy

Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)
Penta (Chrudim, CR)

Finnzymes (Espoo, Finsko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Dr. Krulich (Hradec Kralové, CR)
AppliChem (Darmstadt, Némecko)
Dr. Krulich (Hradec Kralové, CR)
Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Penta (Chrudim, CR)

Finnzymes (Espoo, Finland)

NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)
Finnzymes (Espoo, Finland)

NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Penta (Chrudim, CR)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko)

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Finnzymes (Espoo, Finland)
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polymerasa (100 U)

RE Xho! (20 000 U/ul) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
RE Ndel (20 000 U/pl) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
RE BamHI (20 000 U/pl) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
RE EcoR/ (20 000 U/pl) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
T4 DNA Ligasa (400 U/ul) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
T4 DNA Ligasa (2 000 000 U/pl) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)

4.1.4 Markery

2- log DNA Ladder NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
Loading Dye Solution (6x) NEB (Frankfurt am Main, Némecko)
SYBR Safe DNA gel stain Invitrogen (Carlsbad, USA)
Precision Plus Protein Standard All Blue Bio-Rad (Hercules, USA)

4.1.5 Kity

QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN (Hilden, Némecko)

QIAEX Il Gel Extraction Kit QIAGEN (Hilden, Némecko)
QlAexpress Ni- NTA Fast Start QIAGEN (Hilden, Némecko)

4.2 PouZité pomiicky a pristroje

4.2.1 Pomiicky

Amicon Ultra-4, Ultracel-10 Milipore

Automatické pipety, Spicky (0,5 pl- 5 ml) Eppendorf
Mikrozkumavky (1,5 ml) Eppendorf
PCR mikrozkumavky (0,2 ml) Eppendorf

Laboratorni sklo: Erlenmayerovy banky, kadinky, odmérné valce, sklenéné zkumavky

Sterilni plastové pomucky: hokejky, Petriho misky, titracni mikrodesticky, zkumavky

s Sroubovacim vickem
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4.2.2 Pristroje

Analytické vahy Scaltec SBC22 Sartorius
Autoklav Vaposteri
Box s laminarnim proudénim Faster TWO 30 Chemos CZ
Centrifuga BiofugeStratos Heraeus
Centrifuga MiniSpin Eppendorf
Denzitometr Infinite M200 Tecan
Hlubokomrazici box Herafreeze Heraeus

Horizontalni elektroforéza Easycast B1 ThermoScientific

Horizontalni elektroforéza Mini Horizontal HE33  Hoefer

Horizontalni elektroforéza Mupid-One Nippon Genetics
Horkovzdusny sterilizator BD 400 Binder
Inkubator s tfepaci jednotkou NB-205 n-Biotek
Inkubator INB 200 Memmert
Magnetické michadlo Big-squid IKA
Mikrovinna trouba Zanussi
Personal Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad

PH metr Orion 410A Thermo
Predvazky PT310 Sartorius
Spektrofotometr ND-1000 NanoDrop
Thermomixer Comfort Eppendorf
Ultradestilacni pfistroj Milli-Q Millipore
Vertikalni elektroforéza Mini Protean 3 Bio-Rad

Vodni lazen s termostatem P5+ DC10 Thermo Haake
Vyrobnik ledové tristé AF 80 Scotsman

UV transluminator s kamerou Infinity VX2 Bio-Print

UV translumindator s kamerou GelDoc XR Bio-Rad

Zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal Bio-Rad
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4.3 Priprava pufrii a Zivnych médii

4.3.1 Priprava pufri a roztoku

4.3.1.1Pouzivané roztoky
= EDTAOQ,5 M, pH=8,0
= Ethanol 70% - sterilizace: filtrace
* Glycerol 85% - sterilizace: 1 hodina pfi 121°C
* |IPTG 1M (skladovani pfi-20°C)
= Kanamycin 10 mg/ml (skladovani pfi -20°C)
» Chloramfenikol 34 mg/ml (skladovani pfi-20°C)

4.3.1.2Slozeni jednotlivych pufra

Tris-Cl pufr: 10 mM Tris, pH= 8,5

TE pufr: 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH= 8,0

TAE pufr (1x): 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA, pH= 8,0
TBE pufr (5x): 45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, 10 mM EDTA, pH= 8,3
Fosfatovy pufr (1IM): 1M KH,PO,4, 1M K;HPO,4.3 H,0

Pozn.: VSechny tyto pufry byly sterilizovany filtraci a uchovavany v lednici.

4.3.1.3 SloZeni roztoki pro SDS-PAGE

Akrylamid (AA) 30% + bisakrylamid (bis-AA) 0,8%
* Tris-Cl pufr 1,5 M, pH 8,8

» Tris-Cl pufr 0,5 M, pH 6,8

= SDS 10%

= APS 10% (ptipravovan vzdy Cerstvy)

Elektrodovy pufr (5x): 125 mM Tris, 1M glycin, 0,5% SDS, pH= 8,3

Vzorkovy pufr: 50 mM Tris-Cl pH 6,8, 10% glycerol, 2% SDS, 0,04% bromfenolova
modf, 0,05% 2- merkaptoethanol

Barvici roztok: 0,25% Coomassie Brilliant Blue G250v 10% kyseliné octové

Odbarvovaci roztok: 10% kyselina octova
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4.3.2 Priprava zivnych médii

4.3.2.1Luria- Bertani médium

Jednd se o nejCastéji uzivané Zivné médium pfi experimentdlni praci
s laboratornimi kmeny E. coli, zkracené oznaCované jako LB médium. Médium je
pfipravovano z tryptonu, kvasinkového extraktu, chloridu sodného a ultra-Cisté
vody. Jednotlivé komponenty byly navazeny, viz Tabulka 1, a rozpustény v daném
objemu vody. Posléze bylo upraveno pH na 7 pomoci 0,1 M NaOH, nebot idedlni pH
prostiedi pro rlst E. coli je 7 - 7,5. Nakonec bylo médium pred pouzitim
vysterilizovano v autoklavu. LB médium je Zluté a ciré. Zpravidla bylo pfipravovano

200 ml.

Tabulka 1: SloZzeni LB média.

komponenta mnozstvi na 100 ml média
kvasni¢ny extrakt (Bacto yeast) 05¢g

trypton (Bacto tryptone) lg

NaCl lg

voda 100 ml

4.3.2.21LB médium s agarem

Tato pevna plda byla pfipravovana stejné jako LB médium, s pfidavkem 2 g
agaru (Bacto agar) na 100 ml média. Po sterilizaci a nasledném zchladnuti
na cca 50°C, bylo mozné pfidat antibiotikum. Vtomto pfipadé byl pfidavan
kanamycin v koncentraci 50 g/ ml média. Antibiotikum bylo dikladné rozmichdno
a plda byla prelita na Petriho misky. Po ztuhnuti agaru byly misky pfipraveny

k pouziti. Z 200 ml média bylo pfipraveno 10 misek.
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4.4 Pracovni postup

4.4.1 Izolace plasmidové DNA

Metoda je zaloZzena na lyze bakterii a uvolnéni nukleovych kyselin
do roztoku. NeZadouci RNA je odstranéna RNasou. Oddéleni plasmidové DNA
od chromozomalni DNA je provedeno alkalickou denaturaci linearnich fragment(
chromozomalni DNA, plasmidova DNA je v superspiralizované konformaci a proto
denaturovana neni. Zaroven jsou diky pritomnosti SDS, ktery se podili i na lyze
bunky, odstranény proteiny. Vlivem okyseleni acetatem draselnym dochazi k jejich
precipitaci a agreguji i denaturované molekuly DNA, ty jsou pak odstranény
centrifugaci. V pfipadé vyssich poZzadavkd na Cistotu nasleduje precisténi na principu
iontoménicové chromatografie pres kolonku. Zakoncentrovani izolované DNA je

na principu izopropanolové precipitace DNA (Anonymous, 2005; Brown, 2007).

4.4.1.1Pomnozeni E. coli DH10B s plasmidem pOTB7

Malé mnoizstvi E. coli bylo z kolonii na agaru preneseno pomoci Spicky
do sterilni sklenéné zkumavky svickem s1 ml LB média. Bakterie se nechaly
namnotzit pfi 30°C v tfepacim inkubarotu pfi 220 rpm, po dobu 2 hodin. Poté byly
preockovany do sterilni Erlenmayerovy barky s vickem, kde bylo 40 ml LB média
a chloramfenikol o koncentraci 34 pug/ml média. Plasmid pOTB7 totizZ obsahuje gen
pro resistenci k chloramfenikolu. MnozZeni probihalo pres noc pfi 37°C v tfepacim

inkubatoru pti 200 rpm.

4.4.1.2Pomnozeni E. coli HB101 s plasmidem pET-28b(+)

Bakterie obsahujici plasmid pET-28b(+) jsou resistentni vic¢i kanamycinu.
E. coli stransformovanym plasmidem byly po preinkubaci, postup viz 4.4.7.3,
preockovany do 20 ml nebo 40 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ ml média)

a mnoZeny pres noc pti 37°C v tfepacim inkubatoru nastaveném na 200- 220 rpm.

4.4.1.3Velka purifikace plasmidové DNA pomoci kitu QIAGEN Plasmid Midi

Nocni kultura byla za sterilnich podminek prelita do zkumavky Beckman

a centrifugovana pfi 4000 rpm po dobu 10 minut. Poté byl supernatant vylit. Peleta
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byla resuspendovana ve 4 ml pufru P1, ktery obsahuje RNasu A. Dale byly pfidany
4 ml lyzacniho pufru P2, smés byla opatrné promichana a inkubovédna 5 minut
pfi laboratorni teploté. Nakonec byl pfidan predchlazeny neutraliza¢ni pufr P3, smés
byla opét opatrné promichdna a inkubovana 15 minut na ledu. Poté byla provedena
centrifugace pfi 20 000 x g, 4°C, 30 minut. Supernatant obsahoval plasmidovou DNA
a byl dale zpracovavan, peleta tvorena bilou srazeninou bilkovin byla zlikvidovana.
Pomoci 4 ml pufru QBT byla aktivovana kolonka QIAGEN- tip 100, pufr
prochazel gravitatnim tokem. Na aktivovanou kolonku byl pfelit supernantant pres
filtracni papir, aby nedoslo k ucpani kolonky zbytky bilkovinnych precipitat. Poté
byla kolonka dvakrat promyta 10 ml QC pufru. Pfed eluci pomoci 5 ml QF pufru byla
pod kolonkou vyménéna nadobka za sterilni zkumavku svickem. Eluat byl
precipitovan 3,5 ml izopropanolu a precipitat DNA byl zcentrifugovan pfi 15000 x g
a 4°C, 30 minut. Supernatant byl zlikvidovan a DNA peleta byla promyta ve 2 ml
70 % ethanolu pro odstranéni zbytk( izopropanolu. Po opétovné centrifugaci
10 minut pfi 15000 x g a 4°C se peleta nechala uschnout a poté byla rozpusténa
ve vhodném mnoiZstvi TE pufru (pH 8,0) ¢i Tris-Cl pufru (pH 8,5). Vzorek byl

prepipetovan do sterilni mikrozkumavky Eppendorf.

4.4.1.4Pomnozeni E. coli HB101 s plasmidem pET-28b(+) z kolonie

Do 2 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ml média) byla sterilni Spickou
prenesena jedna kolonie. MnozZeni probihalo pfi 37°C, 180 rpm 4 hodiny ¢i déle
do vzniku vyrazného zdkalu média. Kultura byla rozdélena do dvou mikrozkumavek

po 1 ml. Jedna byla zpracovana dle 4.4.1.5, druha byla uschovana.

4.4.1.5 Mala purifikace plasmidové DNA pomoci kitu QIAGEN Plasmid Midi

Kultura z predchoziho kroku v mikrozkumavce byla centrifugovdna 1 minutu
pfi 13 000 rpm. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovdana v 200 pl
pufru P1, poté bylo pfidano 200 ul pufru P2 a po Setrném promichani byl vzorek
inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Denaturace byla ukoncena pfidanim
200 [l predchlazeného neutralizacniho pufru P3. Po 15 minutové inkubaci na ledu
byla provedena centrifugace pfi 13 000 rpm trvajici 15 minut a supernatant byl
prepipetovan do Ccisté mikrozkumavky. DNA obsazend v supernatantu byla
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vysrazena pomoci 600 Ul izopropanolu. Naslednym zcentrifugovanim (13 000 rpm,
10 minut) byla ziskdna DNA peleta. Supernatant byl zlikvidovan a peleta byla jesté
promyta v 500 Yl 70 % ethanolu. Po dalsi centrifugaci (13 000 rpm, 10 minut) byl

supernatant opét vylit. Peleta byla po uschnuti rozpusténa v 20 ul Tris-Cl (pH 8,5).

4.4.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pro mnoho krokd béhem klonovani je nutné znat koncentraci i Cistotu DNA,
se kterou je pracovano. Ktomu byla pouZita UV spektrofotometrie, kdy je
z absorbance UV zarfeni o vinové délce 260 nm vzorkem vypoctena hmotnostni
koncentrace. Cistota je zjistovana pomérem absorbanci pii 260 a 280 nm. Vzorek je
Cisty, je-li tento pomér v rozmezi 1,8- 2,0. K méfeni bylo pouZzito vzdy 1,5 Ul vzorku,
kazdy vzorek byl proméren tfikrat. Vzhledem ktomu, Ze vSechny vzorky byly

rozpustény v Tris-Cl pufru (pH 8,5), byl tento pufr pouzivan i jako blank.

4.4.3 PCR

Polymerasovd fretézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) slouzi
k amplifikaci vybraného useku DNA. Jednd se jednoduchou enzymatickou metodu
zalozenou na trech cyklicky se opakujicich krocich: denaturace, annealing,
polymerace. Pfi denaturaci se vlivem zvyseni teploty na 92- 95°C od sebe oddéli
jednotliva vldkna dvousroubovice. V dalsi fazi dojde k ochlazeni na 50- 60°C, coz
umoznuje hybridizaci primerl, neboli jejich nasednuti ke komplementarni casti
mnozZeného Useku DNA. Volba teploty zavisi na sloZeni a velikosti pouzitych primer(
a je proto dullezZita pro Uspésny vysledek reakce. V poslednim kroku zvaném extenze
dochazi, po opétovném zvyseni teploty na 70- 80°C, k prodluzovani primer(, tedy
vlastni syntéze nového vldkna komplementarniho ktemplatu. Syntéza nového
vlakna probiha vyhradné ve sméru 5" - 3°. V této fazi se uplatriuje DNA polymerasa
(Brown, 2007).

VPCR jsou pouzivany specidlni termostabilni polymerasy, které
si zachovavaji enzymovou aktivitu i pfi vysokych teplotach, jimZz jsou vystaveny
v denaturacni fazi. Teplotni optimum téchto polymeras se pohybuje kolem 75°C.
V tomto experimentu byla pouZivana Phusion Hot Start Il HF DNA polymerasa
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s exonukleasovou aktivitou 3" —» 5" umoznujici opravu chybné viozenych nukleotidd,
¢imz je desetkrat zvySena presnost kopii. Tato polymerasa vytvafi tupé konce.

Pro ziskani poZadovaného uUseku byly navrieny primery, viz Tabulka 2.
Zaroven byla pomoci téchto primerd amplifikovand sekvence prodlouzena

o restrikéni mista pro enzymy Ndel a Xhol (viz podtrZené nukleotidy).

Tabulka 2: Primery pro PCR amplifikaci kddové sekvence AKR1B1.

primer sekvence restrikéni endonukleasa

forward 5°-CTG GCA CAT ATG GCA AGC CGT CTC-3° Ndel
reverse 5’-ACG CCT CGA GTC AAA ACT CTT CAT-3° Xhol

Reakéni smés pro PCR byla pfipravovana dle potfeby v objemu 20 pl ¢i 50 pl,
viz Tabulka 3. Zde jsou uvedeny jednotlivé slozky reakce a jejich koncentrace.
Pouzivany pufr obsahoval mimo jiné i 7,5 mM MgCl,, do reakce tedy vstupovalo

1,5 mM Mg*" i bez ptidavku MgCl, iontd.

Tabulka 3: Slozeni reakcni smési pro PCR, uvedeny vSechny slozky véetné koncentraci.

slozka konc. zésobniho findlni 20 50l
roztoku koncentrace

DNA polymerasa 2 U/ul 0,02 U/pl 0,2 0,5
templatova DNA - - 1 1
dNTPs 10 mM 200 uMm 0,4 1
reverse primer 10 uM 200 nM 0,4 1
forward primer 10 pMm 200 nM 0,4 1
pufr 5x 1x 4 10
MgCl, 50 mM 2mM 0,8 2
H,O - - 12,8 32

Reakce probiha vtermocykleru, ktery méni teploty dle nastaveného

programu, nastaveni uZivané vtomto experimentu je uvedeno v Tabulka 4. Byly
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pouzivany specialni tenkosténné mikrozkumavky, aby pfenos tepla trval co nejkratsi

dobu a byla zajisténa stejna teplota v celém objemu reakéni smési.

Tabulka 4: Nastaveni termocykleru.

faze teplota cas pocet cykli
prvni denaturace 98°C 30s 1
denaturace 98°C 10s

annealing 55,9°C 30s 32

extenze 72°C 30s

findIni extenze 72°C 10 min 1

4.4.4 Horizontalni elektroforéza- analyza DNA

Béhem jednotlivych krok(i klonovani je horizontalni elektroforéza
na agarosovém gelu nepostradatelnou analytickou metodou. UmozZiuje urcit
velikost DNA, na zakladé jeji pohyblivosti v gelu s urcitou porozitou v elektrickém
poli. KratSi fragmenty vtomto prostfedi putuji ke katodé rychleji nez ty delsi.
V pripadé klonovani je nutné zohlednit typ analyzované DNA, nebot kruhova DNA
se pohybuje rychleji nez linearni. U kruhové DNA jsou rozliSovany jesté dvé formy
superspiralizovana (supercoiled), téZ oznacCovand ccc (covalently-closed-circular)
a oteviena kruhova, oc (open-cirkular), ktera se vyznacuje nizsi pohyblivosti. Bude-li
ve smési fragment téze délky ale rGznych konformaci, bude nejdadle od startu
ccc DNA, uprostied nalezneme oc formu a nejbliZze startu zlstane linedrni DNA

(Brown, 2007).

4.4.4.1Priprava agarosového gelu

Byl pripravovan 0,8 % agarosovy gel, ktery je vhodny pro analyzu fragmentu
v rozmezi 0,5 — 10 kb, coZ pIné odpovida potfebam tohoto experimentu.

Nejprve bylo navazeno 0,32 g agarosy, ta byla rozmichana ve 40 ml TBE
(0,5x zfed.) pufru. Tato smés byla povarena v mikrovinné troubé, ¢imZz doslo
k rozpusténi agarosy a vznikl Ciry roztok. Po zchladnuti minimalné na 50°C bylo

v pomeéru 1:1000 pridano fluorescencni barvivo ethidiumbromid, tedy 4 pl. Takto
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pfipraveny roztok byl nalit na vanicku, poté byl nasazen hrebinek a gel byl ponechdan
priblizné hodinu tuhnout. Veskeré manipulace s ethidiumbromidem byly provadény
v nitrilovych rukavicich, nebot se jedna o silny mutagen.

Ze ztuhlého gelu byl opatrné vyjmut hrebinek tak, aby nebyly poskozeny
jamky. Vani¢ka sgelem byla prfemisténa do elektroforetické vany a zalita
elektroforetickym pufrem TBE (0,5x zied.), pficemZz jamky musely byt zcela

ponofreny.

4.4.4.2Vlastni elektroforéza

Jednotlivé vzorky byly nanaseny v mnozstvi zavislém na jejich predpokladané
koncentraci. Kazdy vzorek byl na kousku parafilmu promichan sadekvatnim
mnozstvim nandseciho pufru (Loading 6x konc.) a poté prepipetovan do jamky, vice

viz Tabulka 5.

Tabulka 5: Objemy nanasenych vzorktl na agarosovou elektroforézu.

vzorek objem + loading (6x konc.)
PCR produkt 5ul + 1l
restrikéni smeés 20 pl + 4l
purifikovany plasmid 2 + 1l
Zebficek 1l + 1l

Po naneseni vzork( bylo nasazeno viko a celd vana byla pripojena ke zdroji.
Dulezité je umisténi pdld, zaporny musi byt u jamek a kladny na konci gelu, nebot
k nému DNA putuje. Separace probihala pfiblizné 60 min pfi konstantnim napéti

90 V.

4.4.4.3 Detekce a vizualizace DNA

Jednotlivé rozseparované fragmenty DNA v gelu byly zobrazeny pomoci
systému GelDocXR. Gel byl wvyjmut zelektroforetické vany, osusen
od elektroforetického pufru, ktery vizualizaci rusi a umistén na fotografickou plosku.
Byl ozarovan UV zarenim o vinové délce 254 nm. Zobrazeni a vyfotografovani gelu
bylo provadéno prostfednictvim programu Quantiti One.
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Velikost jednotlivych prouzkd (bandd) byla stanovena pomoci Zebficku,
u néjz jsou znamy velikosti fragmentU. Pro tyto experimenty bylo vyuZivano dvou
typU Zebfickd s linearnimi fragmenty DNA: komercéné dodany 2- log DNA ladder,
viz Obrazek 7 a ru¢né pripraveny stépenim A DNA, viz Obrazek 8.

Mass (ng) Kilobasas

40 100- bp
40 80—
48 607
% in 1501
120 30 / 2077
4749
s 20 Z 4507
’ %338
bt
5715 Y. 2459
2 2443
45  12- — 2140
122 10 [ 1 ?gg
34 09-
31 o=
17 a7 {159
2@ 06- — 1093
124 05
40 04 — 805
37 0.3 514
— 45
32 0z2- ~— 448
— 339
264
61 a1 { 247

Obrazek 7: Zebricek 2- log DNA (NEB, 2011).  Obrazek 8: Zebiicek A DNA/ Pstl (Grabicova, 2007).

4.4.4.4Postup dle UMP

V nékterych pripadech byl pfipravovan 1 % agarosovy gel v TAE pufru, téz
obsahujici ethidiumbromid 1:1000. Elektroforéza byla provedena na vané Mupid-
One pfi 100 V, 35 minut. V tomto pripadé byl pouZivan Zebri¢ek (oznaovan A/Pstl)
pripraveny restrikénim A DNA pomoci Pstl. K vyfotografovani gelu byl pouZit

UV transluminator s kamerou Infinity WX2.

4.4.5 Izolace fragmentu DNA pomoci agarosového gelu

Pfi PCR mohou vznikat dalsi fragmenty DNA lisici se velikosti. PoZzadovany
fragment je pak tfeba od ostatnich oddélit. Nejjednodussim zplsobem je separace
pomoci gelové elektroforézy snaslednou extrakci DNA z pfislusného bandu.
Pro tyto Ucely byla pouZzita specidlni ultra-Cistd agarosa s nizkym bodem tani.
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4.4.5.1Elektroforéza na ultra-Cisté agarose

Postup byl charakterizovdn nékolika modifikacemi oproti standardni
horizontalni elektroforéze. Separace byla provadéna na vétsi vané (Easycast B1),
proto byl pfipravovan i gel ve vétSim objemu, 60 ml. Dalsi odliSnosti bylo pouZité
fluorescencniho barvivo, kdy ethidiumbromid byl nahrazen barvivem SYBR Safe
davkovanym téz v poméru 1:1000. Bylo nandSeno 20 Il vzorku smichaného se 4 i
nanaseciho pufru. Samotna elektroforéza pak probihala pfi konstantnim proudu

60 mA po dobu 90 minut

4.4.5.2 Extrakce DNA z agarosového gelu

Extrakce byla provedena kitem QIAEX Il Gel Extraction Kit. Princip spociva
v rozpusténi agarosy a kvantitativni adsorpci DNA na silikagelové (castice
v pfitomnosti roztoku o vysoké iontové sile a pH < 7,5, eluce je pak vyvolana aplikaci
roztoku s nizkou iontovou silou o pH 8,5 (Anonymous, 2008).

Band o poZadované velikosti byl vyfiznut z gelu skalpelem, premistén
do mikrozkumavky a zvazen. Poté bylo pfidano trojnasobné mnozstvi pufru QXI
(pf. ke 100 pg gelu bylo pfidano 300 pl QXI). Pufr QXI obsahuje pH indikator, ten ma
pfi pH 7,5 Zlutou barvu. Proto byla barva vzorku zkontrolovdna, pokud byla rdzova,
bylo pfidano 10 pl 3 M acetatu sodného. Poté byl pfidan resuspendovany QIAEX Il
(10 pl) a vzorek byl inkubovan pfi 50°C 10 minut, kazdé 2 minuty byl vortexovan.
Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k peleté bylo pfidano 500 pl QXI.
Vzorek byl zvortexovan a opét zcentrifugovan. Vznikla peleta byla dvakrat promyta
pomoci 500 Ml pufru PE, ve kterém byla vidy resuspendovdna a nasledné
zcentrifugovéna. Supernatant byl vidy zlikvidovan. Nakonec se peleta ususila.
K eluci bylo pouzito 20 pl Tris-Cl o pH 8,5. Po péti minutové inkubaci nasledovala
centrifugace, po které byl supernatant obsahujici extrahovanou DNA prepipetovan

do Cisté mikrozkumavky. Veskeré centrifugace probihaly 30 sekund pfi 13 000 rpm.

4.4.6 Vlozeni kdédové sekvence do plasmidu

Restrikéni endonukleasy (RE) Il. typu Stépi DNA v presné dané sekvenci

zpravidla 4- 6 nukleotidl, ¢ehoZ je vklonovacich technikach hojné vyuZivano.
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Restrikci vzniklé kohezivni konce Ize snadno zaligovat, pokud jsou komplementarni
(Rumlova et al, 2003). V experimentu byl jako vektor pouzivan plasmid pET-28b,
ktery ma v MCS (multiple cloning site, mnohocetné klonovaci misto) sekvenci
rozpoznavanou enzymem Xhol a sekvenci rozpoznavanou enzymem Ndel. O tyto
sekvence byla pomoci pouzitych primerl a PCR prodlouZena i kédova sekvence

AKR1B1.

4.4.6.1Restrikce kodové sekvence pro AKR1B1 a plasmidu pET-28b(+)

Restrikéni smés byla pipetovana za sterilnich podminek do mikrozkumavek.
Nejprve byl pfipraven master mix tvoreny pufrem, BSA a vodou. K odebranym 13 pl
master mixu byla pfiddna templatova DNA, nakonec byly pridany restrikéni
endonukleasy (ddvkovana mnozstvi viz Tabulka 6). Takto pfipravené vzorky byly
inkubovany 60 minut pfi 37°C v thermomixeru, kde bylo nastaveno tfepani 500 rpm
trvajici 10 sekund a opakujici se kazdych 10 minut. Naslednym zvySenim teploty
na 65°C byly restrikéni endonukleasy po dobu 20 minut inaktivovany.

Stejnym zpUsobem byla provedena restrikéni analyza. Jako templatova DNA
byla pouZita analyzovanda DNA. K analyze bylo pouZivano i jinych enzyml jako
BamHI, EcoRl. SloZzeni reakéni smési bylo stejné, RE bylo ddvkovano vidy po 1 i,
v pfipadé stépeni pouze jednou endonukleasou, byl doplnén 1 pl vody do celkového

objemu 20 pl.

Tabulka 6: SloZeni reakéni smési pro restrikéni stépeni DNA.

slozka objem 20 pl
templatova DNA 5ul
pufr NEB 4 2 ul
BSA (10x) 2 ul
Xhol (20 000 U/ml) 1pl
Ndel (20 000 U/ml) 1l
H,0 9 ul
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4.4.6.2 Odsoleni a zakoncentrovani DNA roztoku

Ligacni reakce mlze byt rusena pritomnosti nékterych soli a protein(, proto
byly roztoky DNA po restrikci precistovany pomoci kitu QIAEX Il Gel Extraction Kit,
princip viz 4.4.5.

K restrikéni smési o objemu 20 pl bylo pfidano 60 pl pufru QXI, byla
zkontrolovana Zzluta barva vzorku, indikujici spravné pH. QIAEX Il byl 30 sekund
vortexovan a poté davkovan v objemu 10 pl. Nasledovala inkubace trvajici 10 minut.
Kazdé 2 minuty byl vzorek promichan na vortexu. Centrifugaci ziskana peleta byla
dvakrat promyta v 500 ul PE pufru. Do béla ususena peleta byla resuspendovana
ve 20 Ml Tris-Cl o pH 8,5 a inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté. Pokud byl
precistovan plasmid probihala inkubace pti 50°C. Po zcentrifugovani byl supernatant
premistén do Cisté mikrozkumavky. Centrifugace byla provedena vidy

pfi 13 000 rpm po dobu 30 sekund.

4.4.6.3 Ligace kodové sekvence AKR1B1 a pET-28b(+)

Pro Uspésnou ligaci je nutno znat obsah DNA v jednotlivych vzorcich. Ten byl
zjistovan pomoci UV spektroskopie, postup pfi méfeni viz 4.4.2. Do ligaéni smési
bylo vidy dano 50- 100 ng plasmidu a pfidano trojndasobné mnozstvi vkladané
sekvence, vypocet viz Rovnice 1. Dale ligatni smés obsahovala 2 pl pufru
pro T4 DNA ligasu (5x konc.), 0,5 ul T4 DNA ligasy (2 000 000 U/ul) a destilovanou
vodu, kterou byla smés doplnéna na celkovy objem 10 pl. Ligasa byla pipetovdna
jako posledni. Ligacni reakce probihala pfi teploté 16°C po dobu 2 hodin. Nakonec
byl enzym inaktivovan po dobu 10 minut pfi 65°C. Takto pripraveny ligat byl
transformovan do bunék HB101, viz 4.4.7.3.

M skrizs = 0,951 kb
M er -2 = 5,368 kb

3 M AKR1B1 I

mAKRlBl = pET-28b = mAKRlBl = 0’5314 |]anT—ZBb

M pET -28b

Rovnice 1: Vzorec pro vypocet mnoiZstvi AKR1B1 potiebného pro ligacni reakci, kde M- molekulova

hmotnost, m-hmotnost.
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Béhem experimentl byla pouZivana i ligasa o koncentraci 400 U/pl,
viz Tabulka 7, kde jsou i porovnany pracovni podminky s obéma ligasami. Pficemz

jediné co se shodovalo, byla teplota 16°C pfi niz reakce probihala.

Tabulka 7: Porovnani pracovnich podminek pouzivanych ligas.

enzym koncentrace davkovani  doba reakce inaktivace
T4 DNA ligasa 400 U /pl 1ul 12- 16 hodin -
T4 DNA ligasa 2 000 000 U /pl 0,5 ul 2 hodiny 10 minut 65°C

4.4.7 Vneseni DNA do E.coli

Pojmem transformace se oznacuje proces transportu DNA do prokaryontni
buriky. Pfi chemické transformaci se vyuzivd nejcastéji roztoku CaCl,, ktery
pravdépodobné modifikuje bunécnou sténu, ¢imZz je umoinéna adheze DNA
k povrchu buriky. Ndsledné vlivem kratkého zvyseni teploty na 42°C (zpravidla
30- 90 sekund) dojde ke vstupu DNA do bunky. Tento tzv. Heat shock je zdkladnim
postupem pri vnaseni DNA do E. coli, nebot se jednd o metodu velice levnou,
rychlou a ucinnou (Brown, 2007).

V experimentech byly pouzivany dva kmeny bakterie E. coli. Kmen HB101 byl
pouzivan pfi mnoZeni prazdného plasmidu a konstruktu (kédova sekvence
zaligovana do plasmidu). Oproti tomu kmen BL21(DH3) byl pouzivan k expresi

pozadovaného proteinu.

4.4.7.1Priprava kompetentnich bunék

Kompetentni bunky jsou buriky osetfené bud’ chemicky ¢i fyzikdlné, schopné
pfijmout DNA.

Komeréné zakoupené bunky, dlouhodobé uchovavané pfi -80°C, byly
po vyjmuti z freezeru pozvolna rozmrazeny na ledové lazni. Po jemném promichani
bylo odebrano 100 pl suspenze a pfeneseno do 2 ml LB média ve sterilni zkumavce.
Toto bylo inkubovano pfi 37°C a 180 rpm pres noc. Takto byl ziskan STOCK 1.

Ze stocku 1 bylo odebrano 0,5 ml a prfeockovano do 3 ml LB média a opét

inkubovano pfi 37°C a 180 rpm, ale pouze 4 hodiny. Poté byla zmérena opticka
37



denzita (OD) bunécéné suspenze oproti samotnému LB médiu. Po dosazeni OD = 0,6
byla bunécéna suspenze rozdélena do tfi mikrozkumavek Eppendorf po 1 ml, ty byly
oznaceny jako STOCK 2.

Stock 2 byl centrifugovan pti 11 000 rpm béhem 15 sekund. Supernatant byl
zlikvidovan a k peleté byl pfidan 1 ml ledové vychlazeného 50 mM chloridu
vapenatého. Bunky byly vroztoku rozmichany a posléze inkubovany 30 minut
na ledu. Poté byly opét stoceny pfi 12 000 rpm, 15 sekund a supernatant byl vylit.
K peleté bylo pfiddno 0,5 ml 50 mM ledové vychlazeného CaCl,, peleta byla jemné
resuspendovana a po 30 minutové inkubaci na ledu byly bunky pfipraveny k vlastni

transformaci. Takto pfipravené bunky byly nazvany STOCK 3.

4.4.7.2 Méreni optické denzity

Z bunécné suspenze bylo odebrano 150 [l a preneseno do jamky na titracni
desticce. Do druhé jamky bylo napipetovano stejné mnoizstvi Cistého LB média.
Na spektrofotometru Tecan byla zmérena absorbance pti 595 nm. Od absorbance
kultury byla odectena absorbance média. Pfi OD 0,6 dosahuje exponencidlni faze

rustu bakterii témér vrcholu.

4.4.7.3Vlastni transformace

K transformaci bylo smichano vidy 50 pl stock 3 a 1 pl purifikovaného
plasmidu nebo 5 [l ligdtu. Tato smés byla inkubovana 30 minut na ledu a poté byl
proveden tepelny Sok pri 42°C, 60 sekund, nacez byly mikrozkumavky se smési
okamzité premistény zpét do ledové Iazné. Po péti minutach bylo pfidano 400 pul LB
média a vzorek byl preinkubovan 1 hodinu pti 37°C, 110 rpm v tfepacim inkubatoru.

Takto predmnoziené bunky byly preockovdny, bud do tekutého meédia

viz 4.4.1.2 nebo na pevnou pldu viz 4.4.7 4.

4.4.7.4Vyockovani na tuhou padu

Pokud byl do bakterii transformovan ligat, byl produkt preinkubace ziskany
v pfedchozim kroku prelit na plotnu sLB agarem a kanamycinem pfipravenou

dle 4.3.2.2 a rovnomérné rozetiena pomoci sterilni hokejky po celém povrchu gelu.
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Po zaschnuti byla plotna pfikryta vikem a umisténa do inkubatoru s teplotou 37°C

gelem nahoru. Nar(st kolonii nastal po 12-24 hod.

4.4.8 Sekvenace

Spravnost kodové sekvence zabudované do plasmidu byla ovérena
sekvenaci. Ta byla provedena ve firmé GeneriBiotech, automatickym sekvenatorem
ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer. Jednd se o kapilarni elektroforézu
s fluorescenénim detektorem (GeneriBiotech, Sekvenace, 2009). Princip reakce
vychazi z enzymatické metody (Sanger et al, 1977) a vyuzZiva fluorescencné
znacenych terminacnich dideoxyribonukleotid (ddNTPs).

K sekvenacni reakci byly zvoleny primery (viz Tabulka 8) ohranicujici MCS

na plasmidu pET-28b(+).

Tabulka 8: Primery pro sekvenacni reakci.

nazev primeru sekvence primeru
T7-prom TAATACGACTCACTATAGGG
T7-term_Inv TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Vysledky byly zpracovany v programu FinchTV, ktery je volné ke staZeni
(Geospitza, 2010) a zkontrolovany s kodovou sekvenci v programu ClustalW

(dostupné z Genome, 2011).

4.4.9 Exprese proteinu AKR1B1

K expresi proteinu byl pouZivan isopropyl-1-thio-[3-D-galaktopyranosid

(IPTG), protoze pouzivany pET-28b(+) obsahuje laktosovy operon.

4.4.9.1Priprava zasobniho roztoku s BL21 (DH3)

Plasmid s vloZzenou sekvenci byl transformovan do expresnich E. coli BL21
(DH3), postup viz 4.4.7.3. Po hodinové preinkubaci byly bakterie preockovany
do zkumavky se 2 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ ml média) a inkubovéany

pres noc v tfepacim inkubatoru pfi 37°C a 180 rpm.
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Z této kultury byl pfipraven tzv. glycerol stock 1, kdy bylo 750 pl bunécéné
suspenze rozmichdno v 250 pl 85 % glycerolu. Takto pfipravené burky byly

uschovany pri -80°C.

4.4.9.2 Priprava bunécného lyzatu pro ovéreni exprese

Zbytek nocni kultury z pfedchoziho kroku byl pfeockovan do 20 ml LB média
s kanamycinem (50 g/ ml média) a inkubovan pfi 37°C a 200 rpm. Béhem toho byla
mérena opticka denzita, viz 4.4.7.2. Po dosazeni OD = 0,6 byla indukovdna exprese
pomoci IPTG, jehoz finalni koncentrace v celém objemu byla 1 mM. Kultura byla
inkubovana 4 hodiny v tfepacim inkubdtoru pfi 37°C a 200 rpm. Poté byla
provedena centrifugace za téchto podminek: 6000 x g, 4°C, 15 minut. Supernatant
byl odstranén a peleta byla zpracovana. Pfred a po indukci byly odebrany kontrolni
vzorky po 1 ml.

Bunécna peleta byla dikladné resuspendovana ve 3 ml Cinidla BugBuster
Protein Extraction Reagent a tato smés byla inkubovana na tfepacce 20 minut
pfi pokojové teploté. Lyzat byl zcentrifugovan pti 16 000 x g, 4°C po dobu 20 minut.
Supernatant byl premistén do sterilni zkumavky s vickem a uchovavan pfri 4°C.

Peleta byla uschovéana pro analytické ucely pfi -20°C.

4.4.9.3 Exprese proteinu

Do 10 ml LB média s kanamycinem (50 pg/ ml média) ve sterilni zkumavce
s vickem byly preockovany 2 [l z glycerol stocku 1 E. coli BL21 (DH3) obsahuijicich
plasmid s kédovou sekvenci AKR1B1. Bunky byly mnozZeny pfi 37°C, 200 rpm
pres noc.

Z nocni kultury byl odebran vzorek 1 ml, pro pfipadnou kontrolni izolaci
plasmidové DNA. Zbytek byl preockovan do 250 ml predehratého LB média
s kanamycinem (50 pg/ ml média). Béhem inkubace probihajici pfi 37°C a 200 rpm
byla mérena OD (viz 4.4.7.2). Po dosaZzeni OD = 0,6 byl opét odebran 1 ml, slouzici
jako kontrola pred indukci (vzorek oznacen PBI) a poté byla indukovana exprese
pfidanim 250 pl 1 M IPTG, koncentrace v kulture tedy byla 1 mM. Po ¢tyrhodinové

inkubaci pfi 37°C a 220 rpm byla odebrana kontrola po indukci 1ml (oznacena PAl)
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a kultura byla centrifugovana 15 minut pfi 6 000 x g. Supernatant byl zlikvidovan

a peleta byla zpracovana dle 4.4.10. Do doby zpracovani byla uschovana pfi -20°C.

4.4.10 Purifikace proteinu Kitem Ni-NTA Fast Start

Protein byl purifikovan v nativnim stavu komerénim kitem na principu
afinitni chromatografie. Produkovany rekombinantni protein ma na svém C- konci
6 histidini, touto znatkou se véaie na sorbent, jeho? souéasti jsou Ni** ionty
(Anonymous, 2006).

Peleta ziskana z 250 ml kultury byla po vyndani z mrazdku ponechana 15 min
na ledu, aby roztdla. BEéhem této doby bylo odebrano 10 ml nativniho lyza¢niho
pufru, k némuz bylo pfidano 100 I lysozymu a 10 pl Benzonase Nukleasy. V tomto
roztoku byla peleta resuspendovana. Lyza probihala 30 minut na ledu, aby uvolnéné
proteiny nebyly poskozeny proteasami bunky. Poté byl lyzat centrifugovan
pfi 14 000 x g a 4°C 30 minut. Mezitim byla pfipravena kolonka se sorbentem.
Po resuspendovani sorbentu ve skladovacim roztoku byla kolonka umisténa
do stojanu a bylo ulomeno tésnéni na dolnim vyusténi. Dale bylo odSroubovano
vicko kolonky, skladovaci roztok protekl gravitaénim tokem a posléze byl
zlikvidovan. Supernatant obsahujici rozpustné proteiny byl prenesen na kolonu,
peleta byla uschovana pro SDS-PAGE analyzu. Prvni frakce tvorfena bunécnym
lyzatem ochuzenym o zachyceny rekombinantni protein byla oznacena FT (flow
through). Poté byly naneseny dvakrat 4 ml nativniho promyvaciho pufru. Ziskané
frakce byly oznaceny jako W1 a W2 (wash). Nakonec byl rekombinantni protein
eluovan 1 ml nativniho elu¢niho pufru. Eluce byla provedena dvakrat, ziskané eluaty
byly oznaceny E1 a E2. VSechny frakce byly jimany do cisté zkumavky a uloZzeny

do lednice pfi 4°C do SDS-PAGE analyzy.

4.4.11 Elektroforéza bilkovin

Stejné jako pfi elektroforéze DNA bylo i u proteinl cilem rozdélit je
dle velikosti. Nejcastéji se pouziva polyakrylamidovy gel, pfipravovany kopolymeraci
akrylamidu a N,N-methylen-bisakrylamidu. Byla zvolena metoda dle Laemlliho

pfiniz jsou proteiny denaturovany, disulfidické vazby jsou rozruseny
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2-merkaptoethanolem. Denaturované proteiny jsou obaleny tenzidem
dodecylsulfatem sodnym (SDS), ¢imZz ziskaji stejny ndéboj. Proto je metoda
oznacovana jako SDS-PAGE. Pro presnéjsi vysledky bylo vyuZito dvou gell o rGzné
porozité. Vrchni gel mda vétsi pdéry, molekuly jim prochazeji tedy rychle
a zakoncentrovavaji na hranici se spodnim gelem, jehoZ porozita je mensi. Vrchni
gel je proto nazyvan koncentracni. Vlivem nasledného zvySeni napéti dochazi

ve spodnim gelu k vlastni separaci protein(, odtud nazev separacni gel (Ja¢, 2009).

4.4.11.1 Pfiprava polyakrylamidového gelu

Aparatura pro ptipravu polyakrylamidového gelu byla dukladné omyta
a sestavena. Byl pfipravovan gel o tloustce 1,5 mm. Jako prvni byl namichan roztok
pro separacni gel, viz Tabulka 9, ktery byl po pfidani inicidtorl polymerace (APS
a TEMED) promichan a pipetou nanesen mezi skla do %, poté byl prevrstven
isobutanolem, aby nedochdzelo k vysuseni. Objem gelu odpovidal pfiblizné 8 ml
roztoku. Po 45 minutové polymeraci byl isobutanol slit a splachnut destilovanou
vodou. Po vysuseni byl pipetou nanesen koncentracni gel, ktery byl namichan téz
viz Tabulka 9. Naneseny byly 1- 2 ml roztoku a bezprostfedné nato byl nasazen
hrebinek. Tento gel byl ponechan polymerovat 90 minut. Poté byl hiebinek opatrné

vyjmut, jamky byly proplachnuty destilovanou vodou a gel byl pfipraven k pouziti.

Tabulka 9: SloZeni a pfiprava koncentra¢niho a separacniho gelu pro SDS-PAGE.

slozka separacni gel 12,5% koncentracni gel 4%
H,0 3,2 ml 3,125 ml

Tris-Cl 1,5M (pH 8,8) 2,5 ml -

Tris-Cl 0,5M (pH 6,8) - 1,25 ml

AA 30% + bis-AA 0,8% 4,2 ml 0,5 ml

SDS 10% 100 pl 50

APS 10% 58 pl 30

TEMED 4 ul 2,5 ul

objem =10 ml =5ml
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4.4.11.2 Priprava vzorku

Analyzovany protein musel byt pred analyzou denaturovan, proto byl
v poméru 4 : 1 smichan se vzorkovym pufrem a inkubovan 3 minuty pfi 95°C.
V pfipadé pelet bylo pouZito k analyze vidy 2 pl. Protein vroztoku byl

nanasen v mnozstvi 2- 10 pl.

4.4.11.3 Vertikalni elektroforéza

Elektroforetickd aparatura byla sestavena sgelem pfipravenym vyse
uvedenym postupem 4.4.11.1, uloZena do nadoby s ledem a poté byl do horniho
elektrodového prostoru nalit elektrodovy pufr 1x zfedény (80 ml 5x konc + 320 ml
ultracisté vody). Pfipravené vzorky a Zebficek byly naneseny a jamky byly opatrné
doplnény elektrodovym pufrem 1x zfedénym. Timto pufrem byl doplnén horni
elektrodovy prostor a zbytek byl nalit do dolniho prostoru. Nakonec byla
elektroforetickd vana pfipojena ke zdroji, na kterém bylo nastaveno 100V.
Po prlichodu vzorkl koncentracnim gelem bylo napéti zvySeno na 200V.

Elektroforéza byla ukonéena po dobéhnuti vzork( na konec gelu.

4.4.11.4 Barveni gelu

K barveni gelu byl pouzit 0,25% roztok Coomassie Brilliant Blue G-250
v 10% kyseliné octové. Gel vyjmuty ze skel a odtiznuty od koncentra¢niho gelu byl
vloZzen do roztoku barvy v plastové krabicce a inkubovan 15 minut pfi 60°C. Poté
byla barva slita a gel byl odbarvovan pomoci 10% kyseliny octové, ta byla nékolikrat
vyménéna. Odbarveni bylo podpofeno michanim na tfepacce. Po opétovné vyméné

kyseliny byl gel v roztoku ponechan pres noc a rano byl vyhodnocen.

4.4.11.5 Dokumentace gelu

Gel byl vyfotografovan pomoci systému GelDocXR za pouziti bilého svétla
a bilého pozadi. K urceni velikosti proteinu byl pouzit Zebticek Precision Plus Protein

Standard All Blue (10- 250 kDa), viz Obrazek 9.
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Obrazek 9: Zebficek Precision Plus Protein Standard All Blue (10- 250 kDa), (Bio-Rad, 2011)

4.4.12 Méreni koncentrace proteinu dle Bradfordové

Metoda vyuzivd interakce barviva Coomassie Brilliant Blue G-250
s aminokyselinami v bilkoviné, které maji aromatické jadro &i bazicky charakter
(Rumlova et al, 2003). U tohoto barviva jsou rozliSovany dvé formy kationicka
(nevazanad), ktera vykazuje Cervenou barvu a anionickd (vazand), ta ma barvu
modrou.

Jako standard byl pouzit BSA (bovinni sérovy albumin). Nejprve byl pfipraven
zasobni roztok o koncentraci 1 mg/ml, kdy bylo navazeno 0,003 g BSA a rozpusténo
ve 3 ml 1M fosfatového pufru o pH 7,4. Z tohoto zasobniho roztoku byla pfipravena
kalibrac¢ni fada (Tabulka 10).

Vlastni stanoveni bylo provedeno na mikrotitracni desti¢ce. Stanovovany
protein byl 5x predredén, k10 Ml bylo pfiddno 40 pl 1M fosfatového pufru.
Do jamky bylo pipetovdno 10 pl vzorku (kalibra¢ni fada, stanovovany protein, slepy
vzorek), poté bylo multi-kandlovou pipetou pfidano 240 pl Bradford reagentu
do kazdé jamky. Po deseti minutové inkubaci byla zméfena absorbance pfi 592 nm.
Kazdy vzorek byl nanesen tfikrat a hodnoty absorbance byly zprdmérovany.

Jako slepy vzorek byl pouzit samotny fosfatovy pufr.
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Tabulka 10: Pfiprava kalibra¢ni fady standardti BSA pro stanoveni bilkoviny dle Bradfordové.

koncentrace objem BSA objem fosfatového
BSA (1mg/ml) pufru (1 M, pH 7,4)
0,1 mg/ml 50 450 pl

0,2 mg/ml 100 pl 400 pl

0,4 mg/ml 200 pl 300 pl

0,6 mg/ml 300 pl 200 pl

0,8 mg/ml 400 pl 100 pl

1 mg/ml 500 pl -

4.4.13 Pirevedeni do uchovavaciho pufru

Protein byl po purifikaci rozpustén v eluénim pufru, ktery dale obsahoval
zbytky imidazolu z lyza¢niho pufru. Imidazol mlze sniZovat aktivitu enzymu, proto
byl protein preveden do fosfatového pufru. Principem je zachyceni proteinu
na celulosové membrané.

Eludt byl prepipetovan na kolonku Amicon Ultra-4 s filtrem Ultracel-10
a centrifugovan pfi 4 000 x g 10 minut. Protein zachyceny na membrané byl ¢tyfikrat
promyt pomoci 2 ml fosfatového pufru (1M). Po kazdém naneseni pufru byla
provedena centrifugace pti 4 000 x g po dobu 20 minut, tak aby pufr nebyl zcela
prefiltrovan, vidy zdstalo pfiblizné 300- 500 pl. Nakonec byl protein, ktery mél
Zlutou barvu, resuspendovan v nezfiltrovaném pufru a prenesen do cCisté zkumavky,
kde byl pfipadné dle potfeby nafedén. V této fazi byla zmérena koncentrace
bilkoviny metodou dle Bradfordové, viz 4.4.12.

Teprve poté byl protein rozmichan vglycerolu 85% 1 : 1 a zjisténa
koncentrace byla prepocitana. Takto ziskany enzym byl uloZzen pfi - 20°C a pfipraven

k poutziti.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Klonovani AKR1B1

5.1.1 Izolace plasmidu pOTB7 obsahujiciho cDNA pro AKR1B1

Kodova sekvence (CDS), kterd primo odpovida sekvenci aminokyselin
cilového proteinu AKR1B1 (viz Obrdzek 10, Zluté zvyraznéni), byla objednana
v podobé cDNA, jejiz délka je 1398 bp. cDNA se ziskava zpétnou transkripci mRNA,
pricemz v pfipadé eukaryontnich organismi jedna mRNA odpovidd jednomu
proteinu, jak je tomu i v pripadé klonovaného enzymu AKR1B1. Objednana cDNA
byla vyrobcem zaklonovana pomoci enzym( EcoRl a Xhol do plasmidu pOTB7, jehoz
délka po osetfeni zminénymi endonukleasami je 1795 bp. Vysledna délka takto
vytvofeného plasmidu je tedy 3193 bp. Vyrobce deklaruje vloZzenou sekvenci
MGC: 1804, kde kdéd MGC (Mammalian Gene Collection, sav¢i genova kolekce)
odkazuje na zaklonovanou nukleotidovou sekvenci, viz Obrazek 10, kterd je uloZzena

v databazi NCBI.

1 ACGGECTATT
61 GGAGCGCAGC AGCCATGGCA AGCCGTCTCC
121 TGGEGITGEG TACCTGGAAG TCCCCTCCAG
181 TTGACGTCGG GTACCGCCAC ATCGACTGIG

TAAAGGTACG CGCCGCGGECC AAGGCCGCAC
TGCTCAACAA
GGCAGGTGAC
CCCATGIGTA

CGTACTGEEC GGGEGEGTICTGG
CGGCGCCAAG ATGCCCATCC
TGAGGCCGTG AAGGT GGCCA
CCAGAATGAG AATGAGGTGG

241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

Obrazek 10: Nukleotidovad sekvence cDNA pro AKR1B1 s vyznacenou kdédovou sekvenci (zlutd)

GGGTGGECCAT
TCAGCAAGCT
CACTCAGCGA
TTAAGCCTGG
CCAACATTCT
CTATTGGCAT
TGAAGTATAA
TAATCCAGTA
CTGACAGECC
CGATCGCAGC
GGAACTTGGT
TCTTTGACTT
GGAGGGICTG
TTTGAACGCTG
TTTTTTCCTT
AGTGGCCAGC
AGAAGTCTCT
AATACCCTTT
GITGAGITTT
AAAAAGTGCT

TCAGGAGAAG
GIGGTGCACG
CCTGAAGCTG
GAAGGAATTT
GGACACGT GG
CTCCAACTTC
GCCTGCAGI T
CTGCCAGTCC
CTGGGCCAAG
CAAGCACAAT
GGTGATCCCC
TGAACTGAGC
TGCCTTGITG
TGGTTGCCTG
GCAAATGTAG
GAGGGCGTGT
TCCAGITTGC
TCTGACCAAA
GACTGCTTGG
TTTGTGAG

CTCAGGGAGC
TACCATGAGA
GACTACCTGG
TTCCCATTGG
GCGGCCATGG
AACCATCTCC
AACCAGATTG
AAAGGCATCG
CCCGAGGACC
AAAACTACAG
AAGTCTGTGA
AGCCAGGATA
AGCTGTACCT
CTCGTCCCCA
TATGGCCTGT
CTAGCTTGAT
TTTGCCCTTC
GAGAAGCAAA
AACTGGAATC

AGGTGGTGAA
AGGGCCTGGT
ACCTCTACCT
ATGAGI CGGG
AAGAGCTGGT
AGGTGGAGAT
AGTGCCACCC
TGGTGACCGC
CTTCTCTCCT
CCCAGGTCCT
CACCAGAACG
TGACCACCTT
CCCACAAGGA
AGTGACCTAT
GICACTCAGC
GITGGATCTC
TTTCTACCCT
ATCTACCAGG
CTTTCAGCAA

a start kodonem ATG (¢ervena) (Kolektiv autorti, 2006a).

GCGTGAGGAG
GAAAGGAGCC
TATTCACTGG
CAATGTGGI T
GGATGAAGGG
GATCTTAAAC
ATATCTCACT
CTACAGCCCC
GGAGGATCCC
GATCCGGTITC
CATTGCTGAG
ACTCAGCTAC
TTACCCCTTC
ACCTGIGITT
AGTGGGACAG
AAGAGCCCTG
GCTGGGGAAA
TCAAAATAGT
GACTTCTCTT

CTCTTCATCG
TGCCAGAAGA
CCGACTGCECT
CCCAGTGACA
CTGGTGAAAG
AAACCTGECT
CAGGAGAAGT
CTCGCECTCTC
AGGATCAAGG
CCCATGCAGA
AACTTTAAGG
AACAGGAACT
CATGAAGAGT
CTTGCCTCAT
CAACCTGTAG
TCAGTAGAGT
GTACAACCTG
GCCACTAACG
TGCCTCAAAT
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Tato plasmidova DNA obsahujici cDNA pro AKR1B1 v plné délce byla dodana
v bakteriich E. coli, kmen DH10B. Ty byly namnoZeny dle 4.4.1.1 a nasledné byla
izolovana plasmidovd DNA kitem QIAGEN Plasmid Purification (Midi), kdy
v poslednim kroku byla DNA peleta rozpusténa ve 400 pl TE pufru (pH 8,0). Velikost
ziskaného plasmidu byla zjisténa pomoci gelové elektroforézy (4.4.4), viz Obrazek

11. Béhem izolace byly odebirany kontrolni vzorky.

2- log 1 2 3 4 plasmid

-— -’ [£3200 bp

3000 bp ——

1000 bp

e

Obrazek 11: lzolace plasmidu pOTB7 obsahujiciho cDNA pro AKR1B1. Analyza pomoci gelové
elektroforézy, podminky separace: 0,8% agarosovy gel v TBE pufru, 90 V, 60 minut, aplikovano 5
kaidého vzorki, 1 pl Zebficku 2- log DNA. Kde: 1- supernatant po lyze bakterii obsahujici
plasmidovou DNA, 2- supernantant ochuzeny o DNA, ktera byla zachycena na koloné, 3- promyvaci

roztok prosly kolonou, 4- eluce obsahujici purifikovany plasmid, 5- zakoncentrovany plasmid.

Vysledky gelové elektroforézy potvrzuji spravny pribéh izolace. Vzorek 1 byl
odebran ze supernatantu ziskaného po lyze bunék a precipitaci bilkovin
a chromozomalni DNA, ktery jak Obrdazek 11 naznacuje, obsahuje plasmidovou DNA.
Z frakce ziskané po naneseni tohoto supernatantu na kolonu, byl odebran vzorek 2.
Na gelu neni vidét zadny prouzek, nebot v tomto kroku by DNA méla byt zachycena
na koloné. Vzorek 3 odpovida promyvacimu roztoku proslému kolonou, ktery taktéz
neobsahuje DNA. Z elu¢ni frakce byl odebran vzorek 4, ten obsahuje plasmidovou
DNA uvolnénou z kolony. V posledni draze se nachazi precistény a zakoncentrovany
plasmid. Jeho velikost po zohlednéni superspiralizované konformace odpovida

pfedpokladanym 3193 bp.
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5.1.1.1Restrikcni analyza izolovaného plasmidu

Pro ovéreni dodané cDNA byla provedena restrikéni analyza (4.4.6.1), kdy byl
izolovany plasmid nastépen v prvém pripadé pomoci BamHI, ktery Stépi pOTB7
v pozici 80 a vloZzenou sekvenci cDNA pro AKR1B1 v pozici 765. Vysledkem Stépeni
byly dva fragmenty o velikosti 2342 bp a 851 bp. V druhém pripadé bylo provedeno
zpétné vystépeni vklddaného insertu pomoci EcoRl a Xhol za vzniku dvou
fragment(. Jeden odpovida plasmidu pOTB7 1795 bp a druhy vloZzené cDNA
1398 bp, viz Obrdzek 12. Elektroforéza byla provedena postupem popsanym

na strané 31.

| 2108 5o mhi
Kilobases

g - EcoRl
50/ '

- +Xhol
2342 bp _)..
p 1795 bp
m—

<~ 1398 bp

——

1.0

Ce—
09 - 851 bp ————=

Obrazek 12: Restrikéni analyza plasmidu pOTB7 obsahujictho ¢cDNA pro AKR1B1l. Podminky
restrikce: 37°C, 1 hodina. Analyza produktd $tépeni pomoci gelové elektroforézy, podminky
separace: 0,8% agarosovy gel v TBE pufru, 90 V, 60 minut, aplikovano 20 pl kazdého vzorku, 1 pl
Zebf¥icku 2- log DNA.

5.1.2 Izolace kédové sekvence AKR1B1

NamnoZeni pozadovaného uUseku DNA bylo provedeno pomoci PCR
amplifikace. Byly navrieny primery ohranicujici kédovou sekvenci, pficemz forward
primer byl prodlouZzen o sekvenci rozpoznavanou restrikéni endonukleasou Ndel
a reverse primer o sekvenci, kterou Stépi enzym Xhol, viz Tabulka 2. Tim byla kédova
sekvence (CDS) jejiz délka je 951 bp, celkem prodlouzena na 970 bp.

Nejprve byla provedena optimalizace metody, kdy byly testovany rdzné

teploty annealingu (55,9°C a 58,1°C) a mnozstvi Mg?* iont( v reakci, viz Obrazek 13.
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Obrazek 13: Optimalizace PCR. Analyza PCR produkti pomoci gelové elektroforézy, podminky
separace: 0,8% agarosovy gel v TBE pufru, 90 V, 60 minut, aplikovan 1 pl Zebficku 2- log DNA, 5 i
kazdého vzorku (1- 4).

Podle vysledk(l z gelové elektroforézy byly zvoleny tyto pracovni podminky
za pouziti polymerasy Phusion Hot Start Il: annealing pfi 55,9°C a pridavek
Mg®" ionté v mnoizstvi 2 mM, finalni koncentrace v reakci po zohlednéni obsahu
téchto iontl v reakénim pufru (1,5 mM) byla 3,5 mM.

V druhé fazi byla provedena reakce v objemu 50 Ul k ziskani dostate¢ného
mnozstvi PCR produktl pro dalsi manipulace (Obrazek 14). S témito produkty 1- 4

bylo pracovano pfi viech dalSich experimentech.

2-log 1 2 3 4
¥ e —
-
-
o

T wee

_—
1000 bp —? -.“<—970 bp
-

-

Obrazek 14: PCR amplifikace kodové sekvence AKR1B1. Analyza pomoci gelové elektroforézy,
podminky separace: 0,8% agarosovy gel v TBE pufru, 90 V, 60 minut, aplikovan 1 ll Zebfticku 2- log

DNA, 5 pl kazdého vzorku (1- 4).
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5.1.3 Klonovani AKR1B1

Tento krok se dlouho nedafilo dovést k Uspésnému konci. Nejprve bylo
provedeno nékolik pokust, kdy byl restrikénimi endonukleasami (Xho! a Ndel)
oSetfen prfimo PCR produkt bez jakéhokoliv predchoziho cisténi, stejné tak byl
oSetfen i plasmid pET-28b(+), ktery md ve svém MCS (mnohocetné klonovaci misto)
sekvence rozpoznavané témito endonuklesami. Teprve poté bylo provedeno
precisténi DNA kitem QIAEX Il dle navodu popsaného v kapitole 4.4.6.2, nasledovalo
zméreni koncentrace téchto vzork( a na zakladé vysledkl byla pfipravena ligacni
smés plasmidu a insertu v poméru 1 : 3. Po ligacni reakci byl ligdt trasnformovan
do E. coli HB101. Nakonec byly bakterie pfeockovany na LB agar s kanamycinem (50
pg/ml), ktery vede k selekci klont obsahujicich uzavieny plasmid pET-28b(+), ktery
totiz obsahuje gen odpovédny za resistenci ke kanamycinu. Ostatni bakterie v tomto
prostifedi tedy hynou. Po inkubaci pfes noc zpravidla sice narostlo par kolonii, nikdy
ne vsak vice nez deset. Po nasledné izolaci plasmidové DNA pomoci kitu QIAGEN
Plasmid Purifikation a jeji analyze na agarosovém gelu dle 4.4.4.4, bylo zjisténo, ze
ani v jednom pripadé nedoslo ke vzniku poZzadovaného konstruktu. Prikladem je

Obrazek 15.

A/Pstl pET28b 1A 1B 1C

) e —
C 7000 bp

5000 bp —— . S

2800 bp —- — wm—— 5303 bp
——
| ]

« = 5368bp

Obrazek 15: Ligace 1. Analyza ligacnich produktl po izolaci plasmidové DNA z kolonie pomoci
gelové elektroforézy, podminky separace: 1% agarosovy gel v TAE, 100 V, 35 minut, aplikovan 1 pl
Zebficku A/Pst, 2 pl uzavieného plasmidu pET-28b(+), 5 pl kazdého vzorku (1A- C).

Pfi porovnani s prazdnym uzavienym pET-28b byl v pfipadé vzorku 1A
pravdépodobné do plasmidu zaligovan delsi fragment vznikajici pfi PCR, viz Obrdzek
14, nei ten, ktery je tvofen pouze kédovou sekvenci. U vzork( 1B a 1C se jedna
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evidentné o prazdné plasmidy. Jejich pfitomnost mize byt zplsobena neucinnou
restrikci, nebot nékteré slozky PCR reakce mohou inhibovat restrikéni
endonukleasy. Dalsim didvodem muzZe byt zpétné zaligovani vystépené sekvence
zoblasti MCS. Proto byly uclinény nasledujici kroky, aby byla zvysSena
pravdépodobnost vzniku spravného konstruktu.

Nejprve byl PCR produkt elektroforeticky rozdélen na gelu z ultra-Cisté
agarosy, poté byl extrakci z gelu izolovdn DNA fragment o délce 970 bp, postup
viz4.4.5. Ten byl stejné jako plasmid pET-28b(+) Stépen pomoci Ndel a Xhol.
Fragment tvofeny CDS AKR1B1 byl po restrikci precistén kitem QIAEX I, protokol viz
4.4.6.2. Plasmid byl, pomoci elektroforézy na ultra-Cisté agarose s naslednou
extrakci DNA fragmentu pfislusné velikosti oddélen od vystépené sekvenkce, jejiz
délka Ccini 80 nukleotidd. Stakto oSetfenym vektorem a insertem byla
provedena ligace dle kapitoly 4.4.6.3. Po probéhlé ligacni reakci bylo 5 pl této smési
transformovano do E. coli HB101 a po hodinové inkubaci vtekutém médiu byly
buriky preockovany na Petriho misku s LB agarem a kanamycinem (50 pg/ml média).

Plotna byla inkubovana v termostatu pfi 37°C po dobu pfiblizné 16 hodin.

Obrazek 16: Petriho miska s LB agarem a kanamycinem. Naockovany E. coli HB101 obsahuijici

produkty ligace 2. Inkubace pf¥i 37°C, 16 hodin.

Vyrostlo pfiblizné 100 kolonii (Obrazek 16) znichz bylo 10 odebrdno
a namnozeno dle 4.4.1.4. U Sesti z nich byla izolovana plasmidovd DNA metodou
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popsanou Vv kapitole 4.4.1.5, za poufZiti kitu QIAGEN Plasmid Purification. Usp&3nost
ligace byla zjistovana pomoci gelové elektroforézy (4.4.4.4), kde byl vedle Zebficku

nanesen i prazdny plasmid, pro lepsi odhad velikosti analyzované DNA (Obrazek 17).

A/Pstl pET28b 2A 2B 2C 2D 2E 2F

- b~
I Sy~ 6242 bp

- —
T =

zaligovano

Obrazek 17: Ligace 2. Analyza ligaénich produktl (ligace 2) po izolaci plasmidové DNA z kolonie
pomoci gelové elektroforézy, podminky separace: 1% agarosovy gel v TAE, 100 V, 35 minut,

aplikovan 1 pl Zebficku A/Pst, 2 I uzavieného plasmidu pET-28b(+), 5 pl kaZdého vzorku (2A- E).

U vzork( 2A- 2E byla, v porovndni s prazdnym uzavienym plasmidem pET-
28b (5368 bp), zjisténa vétsi velikost izolované plasmidové DNA, odpovidajici
predpokldadanym 6242 bp, tedy plasmidu po nastépeni (5288 bp) svloZzenou
kodovou sekvenci pro AKR1B1 o délce 954 bp. Vzorek 2F je pravdépodobné tvoren
prazdnym plasmidem pET-28b(+). Proto s nim jiz dale nebylo pracovano. Velikosti
neodpovidaji Zebficku, protoZe ten je tvoren linedrnimi fragmenty DNA s jinou
elektroforetickou  pohyblivosti nez ma plasmidovda DNA, ktera je
v superspiralizované konformaci.

K ovéreni velikosti konstruktu a vlozené sekvence byla pouzita restrikéni
analyza s vyuZitim enzym( Xhol a Ndel (4.4.6.1), jednalo se tedy o tzv. zpétnou
restrikci. Vzorky byly po Stépeni analyzovany gelovou elektroforézou provedenou
podle 4.4.4.4. U vsech vzork( byly nalezeny dva ocekdvané fragmenty odpovidajici
samotnému otevienému plasmidu pET-28b (5288 bp) a insertu CDS AKR1B1 (954
bp), viz Obrazek 18. Vzhledem ktomu, Ze tyto fragmenty jsou linearni, koreluji

velikosti bandl se Zebrickem.
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Obrazek 18: Restrikéni analyza ligacnich produkta (ligace 2) pomoci enzymi Xhol a Ndel. Podminky
restrikce: 37°C, 1 hodina. Analyza restrikénich fragmentd pomoci gelové elektroforézy, podminky
separace: 1% agarosovy gel v TAE, 100 V, 35 minut, aplikovan 1 pl Zebticku A/Pst, 20 pl kazdého
vzorku (2A- E).

Vzorek 2A byl namnoZen a odeslan na sekvenaci do firmy GeneriBiotech.
Z vysledk( bylo zjisténo, Ze se v dané sekvenci nachazi jedna mutace. V pozici 768
se misto guaninu nachazi adenin. Jedna se ovSem o treti pozici tripletu, prficemz oba
tyto triplety kéduji stejnou aminokyselinu.

AGG - AGA = Arg

5.2 Exprese AKR1B1

Liga¢ni produkt 2A, u néhoZ byla ovéfena sekvence, byl transformovan
do expresnich E. coli BL21 (DH3) dle 4.4.9.1. Nejprve bylo nutno zjistit, zda vibec
k expresi proteinu dochazi. Proto byly bakterie namnozeny pouze ve 20 ml LB média
s kanamycinem (50 pg/ml). Pomoci 1 mM IPTG byla vyvoldna exprese probihajici
4 hodiny. Poté byl pfipraven bunécny lyzat pomoci cinidla BugBuster Protein
Extraction Reagent (postup viz 4.4.9.2).

Béhem exprese byly odebrany vzorky, pro kontrolu Uspésnosti exprese.
Jedna se o vzorky oznacené PBI (peleta pred indukci) a PAI (peleta po indukci), které

byly na polyakrylamidovy gel naneseny vedle sebe, aby bylo moZné porovnat zménu
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proteinového sloZeni zplsobenou zvySenou expresi AKR1B1. Po indukci byly
odebrany 2 vzorky, jeden po 2 hodinach exprese a druhy po 4 hodinach.

Bunécny lyzat (BL) slouZi k ovéreni indukce exprese a velikosti proteinu
produkovaného ve zvySené mire pomoci SDS-PAGE. Nanesen byl do tfi drah

v mnozstvi 2 I, 5 gl a 10 pl. Vysledek analyzy, viz Obrazek 19.

PBI PAI2  PAI4 Da BL2 BL5 BL1O

:;

Obrazek 19: Ovéreni exprese proteinu AKR1B1. Analyza pomoci SDS-PAGE, podminky separace:
4 % polyakrylamidovy koncentracni gel, 100 V, 10 minut; 12,5 % polyakrylamidovy koncentracni
gel, 200 V, 40 minut. Kde: PBI- peleta pred indukci, PAI- peleta po indukci, BL- bunécny lyzat

nanasen v riznych mnoistvich (2- 10 pl), kDa- Zebficek Precision Plus Protein Standard All Blue.

Tyto vysledky potvrzuji, Ze byl ve zvySené mire produkovan protein
o velikosti 36 kDa, coZz souhlasi s velikosti enzymu AKR1B1. Ten je tvofeny z 316

aminokyselin, sekvence uvadi Obrazek 20.

1 MASRLLLNNG AKMPI LGLGT WKSPPGQVTE AVKVAI DVGY RH DCAHVYQ NENEVGVAI Q
61 EKLREQVWWKR EELFI VSKLW CTYHEKGLVK GACQKTLSDL KLDYLDLYLI HWPTGFKPGK
121 EFFPLDESGN VVPSDTN LD TWAAMEELVD EGLVKAI G S NFNHLQVEM LNKPGLKYKP
181 AVNQ ECHPY LTQEKLI QYC QSKGA WTAY SPLGSPDRPW AKPEDPSLLE DPRI KAI AAK
241 HNKTTAQVLI RFPMORNLVWV | PKSVTPERI AENFKVFDFE LSSCQDMITLL SYNRNWRVCA
301 LLSCTSHKDY PFHEEF

Obrazek 20: Sekvence aminokyselin proteinu AKR1B1 (Kolektiv autori, 2006b).
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5.3 Purifikace proteinu AKR1B1

Poslednim krokem této prace bylo ziskat dostatecné mnozstvi Cistého
rekombinantniho proteinu v nativni formé. Proto byla provedena exprese ve velké
kultufre, 250 ml LB média (4.4.9.3). Exprimovany protein bylo nutno izolovat
od ostatnich  bilkovin buriky. Byla zvolena metoda na principu afinitni
chromatografie vyuZivajici Sesti histidind na konci bilkoviny, produkované na
podkladé genetické informace vloZzené do vektoru pET-28b. K purifikaci byl pouzit
kit Ni-NTA Fast Start. Jednotlivé frakce véetné eluce byly analyzovany pomoci SDS-

PAGE, Obrazek 21.

PBI PAlI PL BL kba E2 E1 W2 W1 FT

L2

\

—
36 kDa

>

Obrazek 21: Purifikace proteinu AKR1B1 kitem Ni-NTA Fast Start. Analyza pomoci SDS-PAGE,
podminky separace: 4% polyakrylamidovy koncentracni gel, 100 V, 10 minut; 12,5 %
polyakrylamidovy koncentracni gel, 200 V, 40 minut. Kde: PBI- peleta pfed indukci, PAI- peleta
po indukci, PL- peleta po lyze bunék, BL- bunécny lyzat, E- eluce, W- promyti, FT- supernatant

ochuzeny o protein zachyceny na koloné, kDa- Zeb¥icek Precision Plus Protein Standard All Blue.

V draze PBI je nanesena peleta z kontrolniho vzorku odebraného pred
indukci, v draze PAI je kontrola odebrand po expresi. Peleta zbyvajici po lyze bakterii
je vdraze oznacené PL a vzorek odebrany ze supernatantu po této lyze, ktery je
tvoren bunécnym lyzatem, oznacen BL. Proces purifikace kontrolovan odebiranymi

frakcemi. Prvni eluce E1 je tvorena znacnym mnoizstvim témér Cistého proteinu

vvvvv
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vyznamné mnozstvi rekombinantniho proteinu. V pripadé pelet byly pfipravovany
nanasené vzorky z 2 I, na vzorky z jednotlivych frakci bylo pouzito 10 pl.

Cisty protein AKR1B1 byl rozpustén v eluénim pufru. Tento pufr obsahuje
imidazol, ktery mlZe sniZovat aktivitu enzymu. Proto byla provedena vyména
roztoku, ve kterém byl protein rozpustén, za fosfatovy pufr. Byla k tomu pouzita
kolonka Amicon Ultra-4 s celulosou memranou Ultracel- 10, postup viz 4.4.13. Takto
byly zpracovany obé eluce (E1 a E2).

U ziskaného enzymu byla zmérena koncentrace metodou dle Bradfordové
(viz 4.4.12). Ze ziskané kalibracni krivky (Obrazek 22) byla zjisténa koncentrace

proteinl u obou vzorkda.
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Obrazek 22: Stanoveni koncentrace bilkoviny dle Bradfordové- kalibracni kfivka. Zavislost

absorbance na koncentraci standardu BSA.

Nakonec byl protein ulozen do 85 % glycerolu 1:1. Tak byl ziskan enzym
AKR1B1 ve dvou koncentracich: 1,25 mg/ml odpovidajici prvni eluci a 0,4 mg/ml

ziskany druhou eluci.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo pfipravit rekombinantni enzym aldosareduktasu
svyuzitim technik molekularni biologie a zaroven zavést metodu pripravy
rekombinantnich protein( na této katedre, coZ se také podafilo.

Nejprve byla ziskana cDNA AKR1B1, z niz byl pomoci metody PCR a vhodné
navrzenych primer( ziskan DNA fragment, tvofeny kddovou sekvenci pro AKR1B1
ohranicenou rozpoznavacimi misty pro restrikéni endonukleasy Xho! a Ndel. Pfi PCR
vznikaly kromé poZzadovaného fragmentu i dalsi nespecifické fragmenty. Proto byl
z PCR produktu izolovan fragment odpovidajici délky, s vyuzitim gelové
elektroforézy na ultra-Cisté agarose. U néj byla provedena dvojitd restrikce jiz
zminénymi endonukleasami. Stejné tak byl natrdven i klonovaci vektor pET-28b(+).
Plasmid a insert byly spojeny liga¢ni reakci za vzniku rekombinantni plasmidové
DNA, kterd byla mnozZena v E. coli HB101. Ovérovaci sekvenaci byla zjisténa jedna
mutace nemajici vliv na kddovanou aminokyselinu.

K expresi proteinu byly pouzity bunky E. coli BL21(DH3). Exprimovany
protein byl izolovan a purifikovdan metodou zaloZzenou na afinitni chromatografii.
Poté byl preveden do fosfatového pufru a uskladnén do glycerolu 85% 1:1. Timto
byl enzym pfipraven kdalSim experimentim, které by mély byt zaméreny

predevsim na studium potencidlnich substratl z oblasti xenobiotik.
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7 POUZITE ZKRATKY

AGE
AKR
bp
BSA
CBR
CDS
cDNA
DNA
dNTP
ddNTP
EC

E. coli
EDTA
f.e.
GABA
GST
HCI
HSD
IPTG
kDa

LB medium
MCS
MGC
MgCl,
NaCl
NADH
NADPH
NCBI
NEB

produkty pozdni glykace

aldo-ketoreduktasa

pary bazi

bovinni sérovy albumin

karbonylreduktasa

kédova sekvence

copy DNA

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidtrifosfat
dideoxyribonukleotidtrifosfat

Enzyme Comission codes, Ciselny klasifikéni systém pro enzymy
Escherichia coli

ethylendiaminotetraoctova kyselina

for elektroferesis, pro elektroforézu
y-aminomaselné kyseliny

glutathiontransferasa

chlorovodikova kyselina
hydroxysteroiddehydrogenasa
isopropyl-3-D-1-thiogalaktopyranosid

kilodalton

Luria- Bertani medium

Multiple cloning site, mnohocetné klonovaci misto
Mammalian Gene Collection, sav¢i genova kolekce
chlorid hofecnaty

chlorid sodny

nikotinamid adenin dinukleotid

nikotinamid adenin dinukleotidfosfat

National Center for Biotechnology Information

New England Biolabs
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NFKB Nuklearni faktor kappa B

Ni-NTA nikl-nitrilotrioctova kyselina

NNK 4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon

p.a. per analysis, pro analyzu

PCR Polymerase Chain Reaction, polymerasova retézova reakce

rom otacky za minutu

RNasa A ribonukleasa A

RE restrikéni endonukleasa

SDR Short-chain Dehydrogenase/Reductase,
dehydrogenasa/reduktasa s kratkym retézcem

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

TE tris- EDTA

TAE tris- acetat- EDTA

TBE tris- borat- EDTA

TEMED N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin

Tris tris (hydroxymethyl) aminomethan

UMP Ustav molekuldrni patologie

zfed. zredény

aminokyselina aminokyselina

Alanin Ala A Leucin Leu L

Arginin Arg R Lysin Lys K

Asparagin Asn N Methionin Met M

Asparagova kys. Asp D Fenylalanin Phe F

Cystein Cys C Prolin Pro P

Glutamova kys.  Glu E Serin Ser S

Glutamin GIn Q Threonin Thr T

Glycin Gly G Tryptofan Trp w

Histidin His H Tyrosin Tyr Y

Isoleucin lle I Valin Val v
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