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Abstrakt
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Skolitel: Prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Klonovani a exprese lidsk&RAAL

Aldo—ketoreduktasa 1A1 (AKR1A1) je monomerni cyladq enzym patici do
skupiny karbonyl redukujicich enzymnadrodiny aldo—ketoreduktas. Rodina aldo-
ketoreduktas se vyznammpodili na reduknich reakcich endogennich substridprvni
faze biotransformace xenobiotik. V lidském organisse nachazi 15 zastuptéto
velké rodiny, které lze nalézt vanych tkanich. NejuwSi zastoupeni maji
v hepatocytech a renélnich tach.

AKR1A1l katalyzuje reakce aromatickych i alifatickyaldehyd na jejich
odpovidajici alkoholy. Z endogennich latek je jebobstratem mevalonat. Jeho
vyznamnymi substraty jsou i ktera léiva ze skupiny antracyklinovych antibiotik —
doxorubicin a daunorubicin. Dale se podili na linsformaci sorbitolu a rozvoji
diabetickych komplikaci.

P iprava rekombinantniho enzymu byla proveden&. vcoli za pomoci
expresniho vektoru pET28b(+). Izolovana cDNA bylammo ena polymerasovou
et zovou reakci, katalyzovana Phusion Hot Start llypmrasou za jomnosti
specifickych primer, obsahujicich restrikii mista pro endonukleadydel a Xhol,
kterymi byly naStpeny purifikované produkty PCR i plasmid. Takto tnpéné
produkty byly pomoci DNA-ligasy zaligovany a tramsfiovany do kompetentnich
bun k E. coli kmen HB101 metodou tepelného Soku. K expresi protbyly vyu ity
bu ky E. coli kmen BL21. Indukce byla provedena pomoci isopropi-1-
thiogalaktopyranosidu. Koncentrace enzymu byla ;stana metodou dle Bradforda
a enzym byl purifikovan na purifikatoru Acta. Oeni aktivity probhlo inkubaci -

nitrobenzaldehydem.

kli ovéa slova: AKR1A1, karbonyl redukujici enzymy, reManantni enzym
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The aldo—keto reductase 1A1 (AKR1A1) is monomeyjitosolic enzyme from
aldo-keto reductase superfamily (AKR) with carbomsdiucing activity. The members
of AKR superfamily have an important role in reduetreactions in metabolism of
some endogenous substrates and in the first plidgetansformation of xenobiotics.
Fifteen members of this large family have been ¢oum the human body. These
proteins are expressed in different tissues witaih our organism. The highest
concentrations of proteins have been detecteckihdipatocytes and in the renal cells.

The function of AKR1A1l is to catalyse reductive geans of aromatic and
aliphatic aldehydes to the respective alcohols. Agnitss important substrates belong
mevalonate (endogenous substance) and some dkegsrthracykline antibiotics —
doxorubicin and daunorubicin. AKR1A1l also particgs in biotransformations of
sorbitol and in the development of diabetes comapbns.

Preparation of recombinant protein was performecEincoli with using of
pPET28b(+) as an expression vector. Isolated cDNA weproduced by polymerase
chain reaction (PCR) catalysed by Phusion Hot Sfapolymerase with specific
forward and reverse primers, with restriction sites endonucleas&del and Xhol.
Those ones were used for induction of the purifiedducts of PCR into the treated
vector. The products were ligated by DNAligase &madsformed into competent cells
by the heat shock method. In order to express tbeip a strain ok. coli BL21 was
used and reaction was induced by isopropil-1-thiogalaktopyranoside.
Concentration of protein was determined by Bradifmethod and protein was purified
on Acta purifier. Verification of the protein adtiy was made by incubation with 4—

nitrobenzaldehyde.

key words: AKR1A1, carbonyl-reducing enzymes, reborant enzymes
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1. Teoreticka ast

1.1 Biotransformace v organismu

Lidsky organismus jchazi denn do kontaktu s celouadou exogennich
slou enin. Xenobiotika (zeckéhoxenos= cizi) se do tla dostavaji ze vzduchu, vody
i potravy. Mezi zamrn p ijimana xenobiotika paitlé iva, ale i b né latky, p. kofein
z kavy. Nezanrn se do tla dostavaji nepstji pr myslové chemikélie, najklad
pesticidy, zbytky hnojiv, detergenty a barviva vde&huhu. Znané mno stvi xenobiotik
je pirodniho pvodu, jako teba alkaloidy a jiné sekundarni metabolity rostoxiny
plisni, rostlin i ivo ich . Mnoho z tchto latek je toxickych a mohou gobit i jako
karcinogeny nebo mutageny. Aby nedoslo k poSkoasgdnismu, vyvinulo se kolik
mechanism k vylou eni xenobiotik z tla.

Biotransformace je jednim z mechaniseliminace tchto Skodlivin. Nejast ji
probih& v jatrech, plicich, ki, ledvinach a GITu omezenpak i v dalSich tkanich.
Lipofilita je jednou ze zékladnich vlastnosti xemdilk, ktera vyznamnym zpsobem
ovliv uje vstebavani i eliminaci. Bhem metabolismu lipofilnich latek dochazi k jejich
p em n na polarnjSi produkty, které maji omezenou mo nost interakaaganismem
a je mo né je snaze vylou z organismu (Skalova a kol., 2011).

Pi metabolické pem n xenobiotik dochazi k jejich deaktivaci, detoxikaci
aktivaci a nkdy i ke zvySeni jejich toxicity. K vyloweni vSech exogennich latek
nevede jen jedna cesta. Jen minimum xenobiotikyJeuweno v nezmn né podob.
VSechny ostatni prochazi fazemi biotransformacay Ppodle vlastnosti jednotlivych

substrat probihaji biotransformai reakce v rzném poadi (Lincova a kol., 2007).

1.2 Biotransforma ni enzymy

Na biotransformanich reakcich se podili celdada enzym. N ktere
biotransformani enzymy jsou uvedeny v tabulce 1. Které jsou specifické prav
pro biotransformaci xenobiotik, jiné se uplajfi i v metabolismu endogennich latek,
napiklad u bilirubinu, steroidnich hormon acetonu, eikosanoig vitaminu A,
mastnych a luovych kyselin. Enzymy pro endogenni substraty majsokou
specifitu. asto pem uji pouze jedinou latku, kni maji vysokou afinitiyto
enzymy lze také nalézt pouze ve tkanich, kde skeytyg jejich substraty. Naproti tomu

enzymy podilejici se na biotransformaci xenobisgknachazeji v cel@d tkani a maji



Siroké spektrum substrat Tyto enzymy maji proto ménspecifické vazebné misto
a jeden enzym me katalyzovat pem nu i desitek substratV tSina tchto enzym je
také ve tkanich jtomna neustale a jejich syntéza neni zavisla ritorpnosti

a mno stvi jejich substrat(Kvasni kova, 1995).

Tabulka 1:Piklady enzym obou fazi biotransformace

Faze |
oxidace redukce hydrolyza
cytochromy P450 karbonyl redukujici enzymy esterasy
flavinmonooxidasy - aldo-ketoreduktasy peptidasy, amidasy
alkoholdehydrogenasy - dehydrogenasy/reduktasy | epoxidhydrolasy
aldehyddehydrogenasy s kratkym et zcem (SDR)
aldehydoxidasy - dehydrogenasy/reduktasy
xanthinoxidasy se stednim et zcem (MDR)
mono/diaminoxidasy cytochromy P450
peroxidasy chinonoxidoreduktasy

Faze Il - konjugace

UDP—glukuronyltransferasy
glutathion—S—transferasy
sulfonyltransferasy
N—acethyltransferasy

N-, O— a S— methyltransferasy
aminoacyltransferasy

thiotransferasy

1.2.1Prvni faze biotransformace
V prvni fazi biotransformace dochazi lkem n xenobiotika na polargsi

metabolit. K tomu je vyu ivanaada chemickych reakci — oxidace, redukce, hydrolyza
nebo hydratace (Skalova a kol., 2011).

Nej astjSi reakci prvni faze jeoxidace Mezi oxidani reakce se adi
hydroxylace, dealkylace, oxidai deaminace, oxidai dehalogenace, N— a S— oxidace,

oxidace alkohol a aldehyd. Oxidace probiha pdevsSim v endoplasmatickém retikulu
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(n kdy i vcytosolu) anepstji je katalyzovdna monooxidasami, z nich
nejvyznamnjSi skupinou jsou cytochromy P450 a flavinové monaenasy (Skalova
a kol., 2011).

substrat. Nachazeji se témve vSech tkanich, nejvice v hepatocytech. Jejaten je
odvozen od spektralniho maxima pbsorpci swvtla, tj. pi 450 nm. Obecn katalyzuji
reakci zalen ni jednoho atomu kysliku do molekuly substratuicheprostetickou
skupinou je Fe-protoporfyrin IX. CYP jsouasto indukovany nebo inhibovany
interakcemi s I1&vy nebo jinymi latkami. Hraji de itou roli v délce a intenzit G inku

u ady léiv a kli ovou roli v detoxikaci xenobiotik (Kvasrkova 1995). Z endogennich
latek jsou jejich substraty ndkglad lipofilni vitaminy, mastné kyseliny, cholegig
steroidni hormony, luové kyseliny a eikosanoidy. Enzymy, které metalgiiz
endogenni latky, Sinou nemaji substraty mezi xenobiotiky (mimo letmon  velmi
podobnych latek) a naopak.iltady n kterych xenobiotickych substrajsou uvedeny
v tabulce 2 (Skalova a kol., 2011).

U halogenovych slowenin existuji ti cesty biotransformace: reduk
dehalogenace, oxidai dehalogenace a odstrandvou sousednich halogena vzniku
dvojné vazby mezi uhliky. Reduki dehalogenace sp@a v nahrazeni halogenu
vodikem. Produktem oxidai dehalogenace je aldehyd nebo keton. VSechrgesty

dehalogenace jsou katalyzovany cytochomem P45@i(Ran a kol., 2001).

Tabulka 2: Piklady substrat izoforem CYP

1A1 Polycyklicke 2C9 ibuprofen 2E1 acetaminofen
nenasyceneé warfarin ethanol
uhlovodiky (PAH) sartany isofluran

1A2 theofylin valproat chloroform
kofein 2C19 diazepam 3A4 dexamethason
tamoxifen omeprazol amiodaron
warfarin 2D6 kodein indinavir

2B6 cyklofosfamid lidokain lidokain
ifosfamid fluoxetin lovastatin
propofol metoprolol verapamil
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Flavinové monooxygenasy (FMO) jsou mikrosomalniyemyg p itomné nejvice
v jatrech, ledvinach a plicich. Jejich koenzymenflg@in adenin dinukleotid (FAD).
V lidském tle je 5 zastupc FMO. A na vyjimky jsou reakce katalyzované FMO
detoxikani (Kvasnikova, 1995). Oxiduji nukleofilni atomy siry, dusjkselenu
a fosforu u ady xenobiotik, napklad kokain, nikotin, metamfetamin, benzimidazoly
a tyramin. Z léiv jsou jejich substraty najklad klozapin, guanetidin, imipramin,
olanzapin, chlorpromazin, metamizol, tamoxifenraatidin (Skalova a kol., 2011).

Mezi oxidani reakce pat také metabolismus ethanolu a dalSich alkohea
vzniku odpovidajicich aldehyd Pem na je katalyzovana alkoholdehydrogenasami
a aldehydehydrogenasami. Alkoholdehydrogenasy jsgiosolické dimerni proteiny
nachazejici se ve vSech tkanich organismu. Aktije@dnotlivych zastupc se [isi
vzhledem k velikosti molekuly substratu. Aldehydgétogenasy oxiduji aldehydy na
p islusnou karboxylovou kyselinu a maji Siroké spaktirsubstrat (Parkinson a kol.,
2001).

Aldehydoxidasa i xanthinoxidasa jsou cytosolick@vdiproteinové enzymy
slo ené ze dvou identickych podjednotek. Xanthintasa se nachazi v mnoha tkanich
ve velkém mno stvi. Aldehydoxidasa je obsa ena piddy pouze v hepatocytech.
Substraty tchto oxidas jsou negstji dusikaté heterocyklické sloaniny, napiklad
puriny, pyrimidiny a kyselina mova. Vyznamn se uplatuji v efektu prvniho
pr chodu jatry (first—pass efekt) u Iga 6—merkaptopurinu nebo u aktivace acykloviru
a mytomycinu C. Obecn Ize ici, e dobré substrdty pro xanthinoxidasu
a aldehydoxidasu jsou Spatnymi substraty pro cytouhP450. Za uitych podminek
mohou tyto enzymy katalyzovat také redukce azarg-islouenin a nkterych dalSich
latek (Parkinson a kol., 2001).

Monoaminooxidasy (MAO), diaminooxidasy (DAO) a paiginooxydasy
(PAO) jsou flavoproteiny, katalyzujici oxidaci p@mich, sekundarnich a terciarnich
amin . Nachazeji se v mozku, jatrech, ledvinachewst a krevnich destkach, DAO
navic i v srdci. Jejich substraty jsou endogenningnghistamin a katecholaminy)
i exogenni latky, nagklad propranolol, primachin, haloperidol, tyramsuymatriptan
a dalSi (Parkinson a kol., 2001).

Peroxidasy jsou zné hemoproteiny nachazejici se v mnoha tkanicansmu
nejvice v erytrocytech, leukocytech a trombocyteldjich substraty mohou byt fenoly,
aromatické aminy, thioly, hydrochinony a polycykikc uhlovodiky. Peroxidasy se

uplat uji u syntézy prostaglandinz kyseliny arachidonové, ale i u zvySeni toxicity
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benzgalpyrenu a aflatoxinu B jejich konverzi naigjusné epoxidy (Skalova a kol.,
2011).

Reduk ni reakce se tykaji celé ady substrat obsahujicich dvojnou vazbu,
karbonylovou, disulfidovou, sulfoxidovou, chinonayoperoxidovou, aminoxidovou,
hydroxylaminovou, azo—, nitro— a nitroso— skupitl.n kterych substrat zéle i na
enzymu, ktery je transformuje, jestli podlehnoudadi nebo redukci (Skalova a kol.,
2011).

Redukce slowenin obsahujicich azo— a nitro— skupiny probihagvan ve
stev a v hepatocytech. K redukcinthto slouenin vyznamn p ispiva innost stevni
mikroflory. Tyto reakce umo uji dv skupiny enzym: CYP a chinonoxidoreduktasy.

Biotransformace chinonovych slanin v dnesni dobp itahuje zvySeny zajem,
jeliko jedna zcest jejich biotransformace katalyana NADPH-cytochrom
P450reduktasou kon vznikem reaktivnich forem kysliku, odpalnych za oxidani
stres organismu. Chinonové sleaniny jsou postupnredukovany na semichinonove
slou eniny a dale na hydrochinony nebo zp p evedeny na chinony. V této reakci je
pot ebny vzdusny kyslik a vznikaji zde reaktivni forrkysliku (Oppermann a kol.,
2000). Chinonoxidoreduktasy jsou NAD(P)H dependefiavoproteiny nachazejici se
v cytosolu. Katalyzuji redukci chinoni konjugovanych chinon s glutathionem na
hydrochinony bez vzniku ne adoucich semichinpnim nedochazi ke vzniku
reaktivnich forem kysliku (Parkinson a kol., 2001).

Redukni reakce zprostdkované cytochromem P450 probihaji v anaerobnim
prostedi. Reduktasovou aktivitu maji nejvice enzymydind@2B a 2E. Tato reakce je

asto aktivani, napiklad u historického proléva prontosilu, ktery je touto cestou
pemnn na uinny sulfanilamid a rkterych protinddorovych lév (napiklad
mytomycin C) v terapii tumor vytva ejicich hypoxické prostdi (Parkinson a kol.,
2001) nebo také zvySuje toxicitu substrékalova a kol., 2011).

N které disulfidy jsou redukovany na thiolové sleniny nebo na
dithiokarbamaty. Rkladem této reakce je disulfiramovy efekt, ktergjinm ktera lé€iva
jako farmakologicky tinek nebo ne adouci inek.

P vodn se redukni reakce zprostdkované karbonyl redukujicimi enzymy
pokladaly za mén vyznamnou sowast biotransformace. V saasnosti se vyzkum
zam uje prav na tyto enzymy, které maji v organismu také vyzmamroli.

Hydrolyze podléhaji nejast ji funk ni derivaty r znych karboxylovych kyselin,

napiklad estery, amidy, thioestery, epoxidy, glykosidphydridy, peptidy, bilkoviny
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a nukleové kyseliny. Hydrolasy funguji bez kofakto prostetickych skupin a mohou
hydrolyzovat i konjugéaty z druhé faze biotransfocméSkalova a kol., 2011).

Esterasy se nachazeji v krvi a dalSich tkanich.dRoj se na ti skupiny:
cholinesterasy, karboxyesterasy a paraoxonasy. Mgizxi t jSi substraty esteras piat
organofosféaty, které se kovalentmd i na acetylcholinesterasu. Esterasy hydrolyzuji
také nkteré endogenni sloaniny, napiklad diacylglycerol, palmitoyl-CoA, desky
aktivujici faktor a dalSi esterifikované lipidy.dalSi enzymy mohou mit esterasovou
aktivitu, napiklad aldehyddehydrogenasa. Esterasyopi asto problémy p aplikaci
|é iv esterové struktury, jeliko jsou tato l&a rychle odbouravana (Skalova a kol.,
2011).

Peptidasy se nachéazeji v cytosolu i mikrosomeckdadhyzuji petidovou vazbu
mezi jednotlivymi aminokyselinami. Jejich substrgfsou pedevsSim endogenni.
Rozd luji se na ti podskupiny. Aminopeptidasy hydrolyzuji peptidoveazbu na N—
konci, karboxypeptidasy na C—konci a na specifibkynit nich mistech Spi peptidy
endopeptidasy. Peptidasy se nejvice nachazejiiviken pak ve tkanich (Parkinson
a kol., 2001; Skalova a kol., 2011).

Epoxidhydrolasy maji schopnost vnést molekulu vaddyepoxid, im vznikaji
trans-dihydrodioly. Epoxidhydrolasy nemohou hydrolyzovapoxidy, které jsou
stericky branné objemnymi substituenty, co jeipad polycyklickych aromatickych
uhlovodik (PAH), konkrétn benzgalpyrenu,7,8—dihydrodiol-9,10—oxidu, ktery je
kancerogenni. Toxické nebo mutagenninky epoxid jsou dany schopnosti vyt

kovalentni vazby s proteiny a nukleovymi kyselimgRarkinson a kol., 2001).

1.2.2Druhé faze biotransformace

B hem druhé faze biotransformace, konjugadochazi zpravidla k vytveni
polarn jSich produkt, které se snaze eliminuji 4d4. Reakci s endogenni latkou
vznikaji v t8i molekuly, konjugaty. Nepst jSimi enzymy, které katalyzuji tyto reakce,
jsou r zné transferasy. Biem konjugace musi dojit k aktivaci konjugéo inidla,
co vy aduje dodani energie. Konjugaty jsou zprdaigtylu ovany moi, p ipadn lu i
do stolice (Ledvina a kol., 2009Xenobiotika nemusi nutnprojit ob ma fazemi
biotransformace, najklad morfin je rovnou konjugovan s kyselinou gludmovou,
avSak jeho derivaty jsou nejprveepedeny na morfin a pak teprve konjugovany
(Parkinson a kol., 2001).
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Nej ast jSi konjugani reakce u savc(krom ko ek) je konjugace s kyselinou
glukuronovou. Tato reakce je katalyzovana UDP-glakyltransferasami. Jsou to
mikrosomalni enzymy, na rozdil od ostatnich enzy2n faze biotransformace, které
jsou cytosolické. Nachazi se wznych tkanich, nagklad jatrech, ledvinach, mozku,
k i, slezin a nosni sliznici. Jejich substraty jsou skeniny obsahujici hydroxylové,
aminové, amidové, thiolové nebo karboxylové skupity35 % konjuganich reakci
xenobiotik je katalyzovano mito enzymy a tak dochazi ke kompetici mezi subgtra
Jen u nkterych léiv ze skupiny aromatickych amindochazi ke zvysSeni jejich toxicity
po glukuronidaci. Tyto konjugaty se vyluji do moi, v jejim kyselém pH se mohou
hydrolyzovat a uvolnit tak toxické produkty, kter@hou zpsobit karcinom maoového
m chy e (Skalova a kol., 2011).

Glutathiontransferasy jsou dimerni enzymy, katgligzukonjugaci elektrofilnich
substrat s tripeptidem glutathionem. Glutathion se skladaglycinu, cysteinu
a glutaméatu. Enzymy jsou ipomné ve vtSin tkani, nejvice v jatrech, swech,
ledvinach, varlatech, nadledvinach a plicich. Kgajce s glutathionem je vyznamna
detoxikani reakce, jeliko elektrofily jsou reaktivni a moh se vazat na bilkoviny
a nukleové kyseliny (Parkinson a kol., 2001). Jejgubstraty jsou epoxidy,, —
nenasycené ketony, alkyl a arylhalogenidy, isokyjan&alSi latky.

Sulfonyltransferasy katalyzuji konjugaci substrégusulfonem za vzniku ester
Donorem sulfonové skupiny je 3’fosfoadenosin—-5desffat (PAPS). Nachazeji se
v mnoha tkénich, pdevSim v jatrech, ledvinach, plicich,est, krevnich destkach
a v mozku. Substratemahto enzym jsou alkoholy, fenoly a rkteré aromatické aminy
(nap. anilin). Karboxylové kyseliny nejsou substratemo gulfonylaci, ale mohou
kompetitivn inhibovat sulfonyltransferasu. Produkty reakcaijsej ast ji vylu ovany
mo i, n které se mohou vyloit i lu i a prodlat enterohepatéalni cirkulaci (Parkinson
a kol., 2001).

Konjugace s aminokyselinami selidna dv cesty. Substraty s karboxylovou
skupinou jsou konjugovany s aminoskupinou glyciglutaminu nebo taurinu.
S karboxylovou skupinou serinu nebo prolinu jsounjugovany substraty obsahujici
aromatickou hydroxylaminovou skupinu. Mimo vyjmeaoych aminokyselin jsou
do biotransformace zapojeny ornithin, arginin, idist aspartat a dalSi. Enzymy
katalyzujici tyto reakce jsou aminoacyltransferadgjich substraty jsou lwove

kyseliny a dalSi karboxylové kyseliny (Parkinsoko&, 2001).
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Aromatické aminy a hydraziny jsou nagt ji konjugovany s acetatem pomoci
enzymu N-acetyltransferasa. Reakce vy adujeitopnost acetyl-koenzymu A.
Produkty reakci byvaji stejnjako u methylace lipofilnSi ne substraty a jsou
eliminovany lu i. Enzymy se nachazeji nejvice v hepatocytech, np@ak v dalSich
tkdnich. Aktivity N-acetyltransferas jsou vyznamnymp sobem ovlivovany
genetickym polymorfismem. Na zéklat chto rozdil Ize lidskou populaci rozdit na
pomalé, rychlé a ultrarychlé metabolizatory, co gele ité zohlednit pi podani
n kterych Iéiv, napiklad u isoniazidu (Parkinson a kol., 2001).

Methylace je mén astym pikladem konjugace. Enzymy této reakce jsou
methyltransferasy s kofaktorem S—adenosylmethionineSubstraty podléhajici
methylaci jsou nepstji endogenni fenoly, alifatické i aromatické aminy,
katecholaminy a dusikaté heterocykly. Vzacnou Chglati je konverze
benzgalpyrenu na 6—methylbeng@pyren. Produkty této reakce jsou lipofijgi ne
substraty, které do reakce vstupuji (Parkinsonla 2001; Skalova a kol., 2011).

1.3 Karbonyl redukujici enzymy

Karbonylova skupina je soasti ady pirodnich i syntetickych sloenin,

u kterych vyznamnym zgobem ovlivuje jejich biologickou aktivitu. Karbonylove
slou eniny vznikaji i bhem prvni faze biotransformace a metabolismu entddgk
latek, napiklad pi peroxidaci lipid vznik& akrolein, 4—hydroxynonenal, 4—oxononenal
a malondialdehyd. Karbonylové slaniny mohou pedstavovat hrozbu pro
organismus, jeliko maji schopnost vazby s makragkalami v bukach. Kovalentni
vazbou se mohou navazat na sekundarni aminovéokwéi skupiny aminokyselin.
Krom toho jsou nkteré aldehydy mutagenni, schopné interakce s DN#&yn p es
N-1 atom a C—-2 aminoskupinu guaninu (O"Connor g k6B9).

Aldehydova skupina byva oxidovana regtji na pislusnou kyselinu pomoci
aldehyddehydrogenas, nebo redukovana neslusny primérni alkohol pomoci
aldehydreduktas z nadrodiny aldo—ketoreduktas (AKBDo dehydrogenas/reduktas
s kratkym et zcem (SDR). Ketonova skupina je ménmeaktivni ne skupina
aldehydova. Byva redukovana ketonreduktasami ndkohaldehydrogenasami na
p islusné sekundarni alkoholy (Oppermann a kol., 2000

V tSinu karbonyl redukujicich enzynize zaadit do jedné ze dvou nadrodin,
ato aldo-ketoreduktas a dehydrogenas/reduktagtisykn et zcem. Mnoho enzym

z obou nadrodin méa spoleé n které substraty. Jedna z ndglit jSich funkci karbonyl
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redukujicich enzym spoiva v ochran organismu ped akumulaci toxickych
karbonylovych slouvenin, napiklad aflatoxinu B, chinonovych sloanin,
aldofosfamidu, tripeptidylaldehyd a produkt vznikajicich spalovanim tabaku
(Oppermann a kol., 2000). Z Ig jsou t mito enzymy biotransformovany naklad
warfarin, haloperidol, pentoxifylin, menadion, dodbicin a daunorubicin p jejich
eliminaci. Na druhou stranu ktera léiva jsou pomoci karbonylredukujicich enzym
aktivovana z prolédv na aktivni formy, napklad pentoxifylin, chloralhydrat,
propranolol a dolasetron (Hoffmann a Maser, 2007).

Zastupci z obou nadrodin se také podileji na méitk#o draze syntézy
tetrahydrobiopterinu, ktery je te itym kofaktorem syntézy katecholamira produkce
oxidu dusnatého. Vyzkumy na jinych ivisnych druzich ukazuji, e karbonyl
redukujici enzymy se velkou mou uplatuji u detoxikace produktlipoperoxidace,
zvlast v nervovém systému. Hromad t chto toxickych produkt je jednou z @ in
n kterych neurodegenerativnich poruch, rdpd Alzheimerovy a Parkinsonovy
choroby (Hoffmann a Maser, 2007).

Vyznamnymi inhibitory karbonyl redukujicich enzyrsou rostlinné flavonoidy
(Hoffmann a Maser, 2007).

1.3.1Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym et zcem (SDR)

SDR je Sirokd nadrodina enzympodilejicich se mimo jiné na redukci
karbonylovych slouenin. V souasné dob se do ni adi asi 163 tisic enzym
nachazejicich se v eukaryotnich i prokaryotnichapigmech. Enzymy této nadrodiny
jsou tvoeny v prm ru 250 a 350 aminokyselinami. asto se vyskytuji ve form
homodimer nebo homotetramer N které jsou membranov vazané, jiné jsou
cytosolické. Pvodn se SDR enzymy roztbvaly do dvou rodin, na ,,classical
s délkou okolo 250 aminokyselin a ,extended” s 2®0inokyselinami. Pozgi byly
p idany dalSi t rodiny: ,complex”, ,intermediate” a ,divergen{Hoffmann a Maser,
2007). Dnes se nadrodina SDReni na 7 rodin: ,,classical, extended, atypical,
intermediate, divergent, complex a unassignedj(adaku 2013). eské ekvivalenty
nazv nebyly dosud pjaty, proto jsou v diplomové praci ponechany wpdni anglické
verzi.

VSechny SDR enzymy obsahuji typicky tzv. Rossmarmahyb s centralnimi 6
a 7 -listy, obklopenymi z obou straneimi -Sroubovicemi. Kofaktor se va e na N—

terminalni ast, ktera je bohata na glycin. Jako kofaktor waiji NAD(H) nebo
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NADP(H). Celkov se jednotlivé enzymy shoduji pouze v 15 — 30 %nakyselinové
sekvence. Obecnmaji SDR enzymy aktivni misto tvené katalytickou tetrddou Tyr,
Lys, Ser, Asn ve stdni asti. Jednotlivé rodiny SDR se [iSi ve vzdalendstewzi
t emi glycinovymi zbytky na N — konci (Persson a Kallg, 2013).

Podileji se na metabolismu sterqgidsacharid, aromatickych uhlovodik
prostaglandin, p em ny signalnich molekul a dalSich sl@min (Hoffmann a Maser,
2007).

1.3.1.1 Lidské karbonylreduktasy

Jednim z prvnich popsanych enzymtéto nadrodiny byla lidska
karbonylreduktasa 1 (CBR1). Je to cytosolicky monomerni enzym, kterySjece
distribuovan v organismu. Byla nalezena vikach jater, ledvin, aludku, tenkého
steva, k e, hladké svaloviny, také v nervovych kdach a gliovych bukach
centralniho nervového systému (CNS). MenSi mno sivzymu byla nalezena take
v dutin Ustni, jicnu, v bukach kosterniho svalstva a moke. Poprvé byl tento enzym
izolovan z mozku. CBR1 ma Sirokou substratovou ifipecktera odkazovala spiSe na
jeji zaazeni k nadrodin AKR (Hoffmann a Maser, 2007). Struktura ale odhali
vyznamnjSi podobnost s SDR. Mezi jeji vyznamné substraatipchinonove
slou eniny, napiklad menadion, ubichinon a fenantrenchinon. Dakdukuje
aromatické aldehydy, obsahujici elektron akceptmuoskupinu (nap methylglyoxal,
p—nitrobenzaldehyd), ketoaldehydy (nagenylglyoxal) a nkteré biogenni aminy.
V lidském organismu se e vyskytovat ve tech isoformach, liSicich se modifikaci na
jednom z lysinovych zbytk U jinych savc nebyly tyto modifikace pozorovany.
Inhibitorem CBR1 jsou nafklad n které flavonoidy (kvercetin, rutin), indometacin,
furosemid, dikumarol (Hoffmann a Maser, 2007).

Lidsk& karbonylreduktasa 3 (CBR3) je monomerni cytosolicka NADPH
dependentni oxidoreduktasa. Nachazi se v eelétkani, nejvice v bukach vajenik ,
slinivky b isni, plic a steva (Ebert a kol., 2010). Jeji biologicka funkcaingosud pin
objasnna, nicmén se ukazuje, e exprese se zvySuje v r&am poSkozené tkani, co
naznauje jeji moné zapojeni do tohoto procesu. Enzym tséé podili na
biotransformaci antracyklinovych antibiotik. CBR3ykazuje polymorfismus mezi
n kterymi etnickymi skupinami. UernoSské populace je jeho hladina v jaterni tkani
vySSi ne u bloSské, co m e souviset s kardiotoxicitou antracyklinpro kterou je

ernoSsky pvod rizikov jSi (Zhang a Blanco, 2009).
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Lidsk& kabonylreduktasa 4 (CBR4) je mitochondrialni NADPH dependentni
reduktasa. Jejimi substraty jsottho- a para-chinonové sloweniny, ale prakticky se
ned astni redukce jinych karbonylovych skupin. Enzym reehazi v hepatocytech
a ledvinnych bukach (Endo a kol., 2008).

1.3.2Nadrodina aldo-ketoreduktas (AKR)

Zastupci nadrodiny aldo-ketoreduktas se podileji matransformaci jak
endogennich, tak exogennich slenin. V souasnosti je do AKR nadrodiny zzeno
vice ne sto padesat enzymPodle sekvemi identity se nadrodina AKR rozidije na
15 rodin. Lidské AKR jsou vrodinach 1, 6 a 7. Daot nadrodiny jsou zazeny
aldosoreduktasy, aldehydreduktasy, dihydrodioldebgyeinasy a také hkteré relativn
nov objevené reduktasy (Mindnich a Penning, 2009).yEnz nadrodiny AKR jsou
NAD(P)(H) dependentni a vyznaji se spolenym 3D uspcadanim (/ )s soudku,
ktery je tvoen osmi -Sroubovicemi a -listem z osmiad a je obklopen émi vysoce
pru nymi smy kami. Aktivni misto je lokalizované na C- termini@nkonci proteinu
a sklada se z katalytické tetrddy aminokyselin Tyrs, Asp, His (Penning a Drury,
2007). VtSina len se vyskytuje ve formmonomer, pouze nkte i zastupci z rodin
2, 6 a 7 se formuji do multimerNeni dosud jasné, zda je kvarterni struktura ytezb
pro jejich aktivitu. Enzymy maji velmi Siroké spekin substrat. Zahrnuje
monosacharidy, kortikosteroidy, aldehydy, ketonyrospaglandiny, prekurzory
lu ovych kyselin, nkteré karcinogeny \etn jejich metabolit, napiklad trans-
dihydrodioly, metabolity nikotinu, dialdehydy aftein . Mnohé enzymy maji shodné
n které substraty (O"Connor a kol., 1999).

Enzymy AKR rodiny se vyznaji Sirokou druhovou specifitou, od
prokaryotickych organism p es houby, rostliny a obratlovce. U savee nachazeji
p edevsim zastupci z rodin AKR1 a AKR7. V lidskémamigmu se pak nachazeji tito
zastupci: 1A1, 1B1, 1B10, 1B15, 1C1, 1C2, 1C3, 110a], 1E2, 6A3, 6A5, 6A9, 7A2
a 7A3. U alkoholdehydrogenasy, byla jako u prvnémzymu této rodiny, zjiSha

kompletni primarni sekvence aminokyselin (MindnecRenning, 2009).

1.3.2.1 Lidské aldo-ketoreduktasy

Experimentaln byla prokazana ftomnost vSech patnacti lidskych AKR

v bu kach ledvin a varlat. V jaterni tkani chya jen 1B1. Ve vSech ostatnich tkanich
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se nachazely jen které enzymy. V mozkové tkani byla vysoka hladinsll1B1
a 7A2, naopak 1C1 a 1C4 tam nebyla nalezebaw (O Connor a kol., 1999).

AKR1B1, znama také pod nazvem aldosoreduktasa, redukigdngstn
aldopentdzy a aldohexdzy, aledadu dalSich substrat za pitomnosti NADPH. Ve
srovnani s 1A1 ma 1B1 uady substrat ni Si aktivitu, n které ale metabolizuje stejn
efektivn jako 1Al (napiklad akrolein, daunorubicin, chlorbenzaldehyd)néjvyssi
koncentraci se nachazi v tkach varlat a kosternich svah nalezena byla i ve vSech
ostatnich organech, kronmater. Vyjimku tvoi jatra vystavena dlouhodobémuspbeni
ethanolu, kde se nachazela 1B1 ve zvySeném mnpoavoti 1A1, kterd byla naopak
v mno stvi ni §im (O"Connor a kol., 1999).

AKR1B10 je nejvice exprimovana v nadorové tkani, konkrétnkarcinomu
prsu, plic a kolorektalniho karcinomu, u nich sB1D adi mezi nadorové markery.
Jejim inhibitorem jsou prostaglandiny, které mohmit potencial inhibovat 1B10
v nddoroveé tkani a tim eliminovat jeji vliv na ragwezistence na |l&u (Peréz-Sala
a kol., 2011). Mezi jeji substraty sadi retinalaldehyd, glyceraldehyd, antracykliny
a dalsi (Ruiz a kol., 2011).

AKR1B15 byla nalezena v bikkach oka a varlat. Jeji funkce ani substraty nejsou
dosud znamy (Salabei a kol., 2011).

AKR1C1-4 jsou dihydrodioldehydrogenasy, kteréeya n katalyzuji oxidaci
trans-dihydrodiol polycyklickych aromatickych uhlovodik Zasadni roli maji
v metabolismu androgena estrogen a podili se na vzniku hormon dependentnich
onemocnni. 1C4 zasahuje také do metabolismu duych kyselin, a podili se i na
metabolismu antagonisty opiatnaltrexonu. K ostatnim karbonylovym sleminam
maji jen velmi malou afinitu. omnost 1C1 se omezuje na jatra, varlata a ledviny
1C2 a 1C3 jsou nejvice ve tkanich pesprostaty a 1C4 se naléza pouze v jaterni tkani
(O"Connor a kol., 1999; Skalova a kol., 2011).

AKR1D1 je oznaovana jako 3,4-ketosteroid-5reduktasa a hraje zasadni
tlohu v syntéze luovych kyselin, u kterych je deitdA 5 konfigurace pro jejich
emulgani vlastnosti. Obecnlze charakterizovat funkci 1D1 jako stereospekdic
redukci dvojné vazby v ketosterolech. Nejvice seaenzym vyskytuje v hepatocytech
(Mindnich a kol., 2011).

AKR1E2 byla nalezena pouze v bkach varlat. Vykazuje velmi nizkou nebo
adnou aktivitu u substrat typickych pro AKR (glyceraldehydp-nitrobenzaldehyd,

steroidy). Jeji funkce ani substraty nejsou dosyjdsm ny (Barski a kol., 2008a).
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Do rodiny AKR6 se adi ti lidské enzymy:AKR6A3, AKR6A5 a AKR6A9.
Tyto enzymy jsou podjednotkami napov izeného draslikového kanalu a moduluji
oteveni kanalu. Velmi siln se vai s kofaktorem NADPH a maji velice slabou
katalytickou aktivitu s typickymi substraty AKR (Bki a kol., 2008b).

AKR7A2 je jeden z nejroz&n jSich enzym z této nadrodiny. Vysoké hladiny
se nachazeji v ledvinach, mozku, jatrech, varlateohtenkém sev . Ni Si hladiny
byly nalezeny v srdci, kosternich svalech, prostaslezin, nizké hladiny pak v plicni
tkani a pankreatu. Enzym ma vysokou afinitu k 2eidenzaldehydu, také
k objemnjSim diketonovym sloteninam a bicyklickym strukturam, zvlagtokud maji
karbonylovou skupinu na hkterém z kruh, napiklad u 1,2-naftochinonu, 9,10-
fenantrenchinonu a 16-—ketoestronu. Naopak nevykazAgnou aktivitu u substrat
majicich hydroxylovou skupinu na steroidnim gda u relativn malych diketon,
napiklad u 1,2—cyklohexandionu. iPporovnani mezi jednotlivymi lidskymi zastupci
AKR se ukazalo, e 7A2 ma vysSi aktivitu u substra karboxy-, nitro- nebo chlor-
skupinami navazanymi v polozgtho na benzenovém jagl Na rozdil od 1A1, ktera
ma vysSi aktivitu u substrase substituenty v polohagtara nebometa Tato rozdilna
aktivita byla pozorovana na chlorbenzaldehydu,obi#nzaldehydu a pyridinaldehydu,
CO nhaznauje mo nost existence vzajemné kooperace mezimabenzymy (O Connor
a kol., 1999).

AKR7A3 je enzym nachazejici se v lkéich aludku, ledvin, jater a slinivky.
Spolu s AKR7A2 se podili na redukci aflatoxiny Bkdy aktivita 7A3 je zde mnohem
vySSi (Barski a kol., 2009).

1.3.3Aldo-ketoreduktasa 1A1 (AKR1A1)

AKR1Al je enzym, znamy také pod nazvem alkoholdebgenasa,
aldehydreduktasa a dihydrodiolreduktasa 3. Jehemyaicky nazev je alkohol NADP
reduktasa. V enzymové nomenklaumu pati zaazeni EC1.1.1.2, podle kterého
enzym pat do tidy oxidoreduktas (EC1), podily enzym G inkujicich na skupinu
CH-OH (EC1.1), jejich akceptorem je NADnebo NADP (EC1.1.1). Obecna reakce
katalyzovana timto enzymem je: aldehyd + NADPH ™ Halkohol + NADP. Reakce
je zavisla na ptomnosti zinku. V lidském organismu ma nejvys3iéentraci AKR1A1
v hepatocytech a ledvinnych tkach. Ni §i hladina byla nalezena v mozku, varlatec

a v bukach tenkého stva. V ni Sich koncentracich se také nachazi \kBah plic,

21



prostaty, sleziny, placenty a prsni lazy. Enzynbyleprakticky nalezen v srdci ani
v kosternich svalech (databdze NCBI, 2013).

1.3.3.1 Charakteristika AKR1A1
AKR1A1 je monomerni cytosolicky enzym jeho mMRNA gs#huje 1140

nukleotid . V genu, ktery je lokalizovan na prvnim chromozonm kédovano 325
aminokyselin (Bohren a kol., 1989). Ve vzdalendir par bazi od startovaciho
tripletu se nachazi tzv. CAAT box, na misto obvjdileo TATA boxu. V genové
sekvenci je @gtomno 8 exon a obsahuje blin 20 kilobazi (kb) genomové DNA.
V n kterych zdrojich bylo uvado 9 exon. Tento rozpor patrnvznikl tim, e n kte i
autoi rozd luji prvni exon na 1A a 1B. Mezi nimi se nalézarant o délce 1,3 kb.
NejdelSi intron tohoto genu se nachaaddruhym exonem a dosahuje délky 9,4 kb.
Posledni exon obsahuje stop kodon a také polyademykignal. Délky exon se
pohybuji mezi 73 a 328 parbazi, introny pak od 180 pabazi po ji zminnych
9,4 kb. Posttranskrimim sesthem mohou vzniknout dvr zné molekuly mRNA,
které koduji stejny protein. Rozdil mezi nimi sp@ v exonu 1B, ktery obsahuje pouze
jedna z molekul. U druhé molekuly na exon 1A najy@azovnou exon 2. Exon 1B se
sklada ze 128 parbazi. Nebyla zjiSha rozdilnost distribuce obou MRNA meazi

jednotlivymi tkan mi (Barski a kol., 1999).
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Obrazek 1: Lokace genu pro AKR1AJ(vena arka) (Gene Cards databaze, 2013)
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Obrazek 2:Komplex enzymu, kofaktoru Obrazek kuadarni struktura AKR1A1
a inhibitoru (Trust Genome, 2013) (Bnotdata bank, 1999)
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1.3.3.2 Funkce AKR1Al

Ukolem AKR1A1 je katalyzovat NADPH dependentni reialaromatickych
i alifatickych aldehyd na jejich odpovidajici alkoholy. AKR1A1 ma Sirokpektrum
substrat, pevan slou eniny obsahujici ve své molekule karbonylovou skupij.

u znaného mno stvi xenobiotik, endogennich latek a tekév. Obecn jsou jejimi
substraty sacharidy, glukuronidy ané aldehydy vzniklé pmetabolismu biogennich
amin a steroidnich hormon Jejimi endogennimi substraty jsou riklad mevalonat,
-hydroxybutyréat a glyceraldehyd, ktery redukujeghgcerol (Barski a kol., 1999).

Velmi vysokou enzymovou aktivitu vykazuje AKR1Al sukcinat—
semialdehydu, 4—karboxybenzaldehydu, 3—karboxyhbdekgdu, 4—nitrobenzaldehydu,
3—nitrobenzaldehydu, pyridin—-3—aldehydu, pyridinaldlehydu, 4-hydroxynonenalu,
fenylglyoxalu, methylglyoxalu, hexan—2,3—dinonu2-dnaftochinonu, 16-ketoestronu
a D—glukuronové kyseliny. Z l&/ pati mezi jeho substraty ndglad antracyklinova
chemoterapeutika doxorubicin a daunorubicin (Baaskol., 1999).

Spolu s aldosareduktasou se podili na rozvoji dickyeh komplikaci,
p em nou glukosy na sorbitol. Také hraje ou roli pi aktivaci polycyklickych
aromatickych uhlovodik trans-dihydrodiol, pipadn i dalSich prokarcinogen
(O"Connor a kol., 1999).

Studie Abedirovy vdecké skupiny (2012) naopak nazme, e zvySena
exprese tohoto enzymu chréni plicni tkded uinky polycyklickych aromatickych
uhlovodik . Bylo zjiSt no, e buky, které produkuji enzym ve t8i mie, jsou
odoln jSi v i p sobeni nkterych PAH, jeliko je konvertuji na méntoxickeé ortho-
chinony. Testy prolkhly na lidskych bronchialnich epitelidlnich kédch a na bukéach
lidského plicniho adenokarcinomu. Bronchialni ditei bu ky maji nizkou bazalni
sekreci tohoto enzymu. Testovala se doba jejickitp pi vystaveni vysoké
koncentraci PAH. Pro kontrolu byly pou ity opbronchiélni epitelialni biky upravené
tak, aby produkovaly enzym vetgi mie ne pinormalni innosti. Tyto modifikované
bu ky byly schopné m ovat PAH naortho-chinony mnohem asgn ji a dokazaly
p e it. Jejich ivotnost byla srovnatelna s kami adenokarcinomu, které jsou schopné
produkovat enzym ve ¥i mie pirozen. Pro ov eni vysledk byl pou it specificky
inhibitor enzymu AKR1A1, po jeho pouiti se umrteb bunk s vysSi produkci
enzymu zvySila na uUrovebunk s normdlni produkci. Tato studie naama, e
AKR1A1 podporuje vySsi odolnost bun adenokarcinom plic v i p sobeni PAH
(Abedir a kol., 2012).

23



Mnoho substrdt AKR1A1 je spolenych i pro dalSiholena podrodiny AKR1A,
a to konkrétn AKR1A2, by vykazuje u nkterych substrat niSi aktivitu ne
AKR1A1 (Barski a kol., 1999).

1.3.3.3 Polymorfismus AKR1Al

Jednotlivé jednonukleotidové polymorfismy AKR1A1l kazuji odliSnou
aktivitu. Konkrétn byla tato vlastnost zkoumana v souvislosti s kaadicitou
doxorubicinu a daunorubicinu. AKR1A1 metabolizugd cytostatika na jejich
p islusné alkoholy (doxorubicinol a daunorubicinolprav tyto alkoholy jsou
odpov dné za kardiotoxické inky obou cytostatik. Byly zkoumany vlastnosti dvou
alelickych variant enzymu ve srovnani gq@eenou variantou. Ob modifikované
varianty enzymu vykazuji ni 8i afinitu k substrgtioxorubicin) oproti divokému typu.
Je tedy mo né, e polymorfismus enzymu AKR1Al m byt jednim z genetickych
marker pro rozvoj kardiotoxicity po podani antracyklinahycytostatik (Riggs a kol.,
2008).
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2 Cil Prace

Cilem mé prace byla fprava rekombinantni formy lidské AKR1Al. Toho bylo

dosa eno pomoci nasledujicich ddh asti:

Izolace cDNA z plasmidu pDNR-LIB, vlo enéhe. coliDH10B

Namno eni kddové sekvence enzymu pomoci polymegasivzové reakce
se specifickymi primery

Oseteni konc templatu restriknimi endonukleasami a ligace do vektoru
PET28b(+) s naslednou transformacitelacoli, kmen HB101

Ov eni sekvenaci a expres&yvcoliBL21

Purifikace ziskaného enzymu AKR1A1

Stanoveni koncentrace AKR1A1

Ov eni substratové specifity a aktivity ziskaného emzy
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3 Prakticka ast

3.1 Pou ity material

3.1.1P istroje

AKTApurifier Amershan Biosciences
Analytické vahy Scaltec SBC22 Sartorius
Autoklav Vaposteri

Box s laminarnim prouchim  Faster TWO 30

Centrifuga BiofugeStratos Heraeus
Centrifuga Minispin Eppendorf
Hlubokomrazici box Herafreeze Heraeus
Horizontalni elektroforéza  Easycast Bl ThermoScientific
Horkovzdusny sterilizator BD 400 Binder
Inkubator s tepaci jednotkou NB-205 n-Biotek
Inkubétor INB 200 Memmert
Kahan

Mikrovinna trouba Zanussi
Personal Thermal Cycler MJ Mini Bio-Rad
pH metr Orion 410A Thermo

P edva ovaci vahy PT310 Sartorius
Spektrofotometr ND-1000 Nano Drop
Spektrofotometr Infinite M200 Tecan
Thermomixer Comfort Eppendorf
Ultradestilani p istroj Milli-Q Millipore
Vertikalni elektroforéza Mini Protean 3 Bio-Rad
Vodni laze s termostatem  P5+ DC10 Thermo Haake
Vyrobnik ledove tist GB 1555 Brema

UV transluminator s kamerou GelDoc XR Bio-Rad
Zdroj pro elektroforézu PowerPac universal Bio-Rad



3.1.2Pom cky

Laboratorni sklo: Erlenmayerovy Wbey, kadinky rzného objemu, odmné valce
r zného objemu, zkumavky, odmmé baky, lahve se Sroubovacim vikem na média

a pufry

Sterilni plastové pontky: Sterilni okovaci nastroj, Petriho misky, zkumavky se

Sroubovacim vikem, titra ni mikrodestiky

Amicon Ultra-4, Ultracel-10 Milipore

Automatické pipety + Spky (0,5m a 5 ml) Eppendorf
Mikrozkumavky (0,5 ml a 1,5 ml) Eppendorf
PCR mikrozkumavky (0,2 ml) Eppendorf

3.1.3Chemikalie

2-merkaptoethanol
Agarosa pro DNA analyzu
Akrylamid, f.e.3 99%

APS (persiran amonny), f£.99%
Bacto Agar

Bacto Tryptone

Bacto Yaest extract
Bradford reagent
Bromfenolova mod sodna sl
BSA (100x)

BSA3 99,9%

BugBuster Protein Extraxtion Reagent

Coomassie brilliant blue G-250
Dihydrogenfosforenan draselny, p.a

Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Serva (Heidelberg, Nmecko[D])
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Bacton (Le Pont de Claix, Francie)
Bacton (Le Pont de Claix, Francie)
Bacton (Le Pont de Claix, Francie)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
New England Biolabs (Frankfurt, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Novagen (Darmstadt, Mhecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Penta ( R)

Dihydrogenfosforenan sodny monohydrét, p.&enta (R)

dNTP Mix
EDTA 3 99% (m/m)
Ethanol 99% (v/v)

Finnzymes (Espoo, Finsko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Dr. Kulich (Hradec Kralové, R)
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Glycerol 85% (v/v)

Dr. Kulich (Hradec Kralové, R)

Hydrogenfosforenan didraselny dihydrat, p.a Penta ( R)

Hydroxid sodny, p.a

Chlorid hoe naty (50 mM)
Chlorid sodny, p.a

Chlorid vapenaty dihydrat, p.a
IPTG

IsopropanoP 99%, pro molekularni biologii

Kanamycin

Kyselina borita, p.a

Kyselina chlorovodikova 36% (v/v)

NE Buffer 4 (10x)
N,N’"-Methylenbis(akrylamid), f.€.99%
Phusion HF Reaction Buffer (5x)

T4 DNA Ligase Buffer (5x)

Tris (hydroxymethyl)aminomethan, p.a
TEMED, f.e.3 99%

Ultra-pure LMP Agarose

3.1.4Biologicky material

Reverse primer

(5-CCG TGTCTC GAG TCA GTA CGG GTC-3)

Forward primer

(5"-GCA CACCAT ATG GCG GCT TCC TGT-3)

pPET 28b(+) vektor
E coli HB101

Penta ( R)

Finnzymes (Espoo, Finsko)

Penta ( R)

Penta ( R)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Penta ( R)

Penta ( R)

New England Biolabs (Frankfurt, D)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Finnzymes (Espoo, Finsko)

New England Biolabs (Frankfurt, D)
Penta ( R)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Nmecko)
Invitrogen (Carlsbad, USA)

GeneriBiotech (Hradec
Kralové, R)
GeneriBiotech (Hradec
Kralové, R)

Novagen (Darmstadt, D)
Promega (Madison, USA)

(F—,thi-1, hsd520 (rB—, mB—)suE44,recA13, ara-14,
leuB6, proA2, lacYl, galk2, rpsL20 (strr),xyl-5, mtl-1)

E coli BL21

Promega (Madison, USA)

(F—, omprl, hsdSB (rB—, mB-)dcm gal, (DE3), pLysS,

Cmr)
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3.1.5Enzymy

Phusion Hot Start 1l Hight-Fidelity DNA
polymerasa (100 U)

Restrik ni edonukleashldel (20 000 Un)
Restrik ni endonukleas®hol (20 000 U)
T4 DNA Ligasa (400 Uti)

T4 DNA Ligasa (2 000 000 i)

3.1.6Markery

2 — log DNA molekulovy marker
Loading Dye Solution (6x)

SYBR Safe DNA gel stain

Precision Plus Protein Standard All Blue

3.1.7Kity

QIAEX Il Gel Extraction Kit
QIAGEN Plasmid Midi Kit
PCR Clean - up

3.1.8Pufry a zasobni roztoky

3.1.8.1 Zasobni roztoky

- EDTA0,5M, pH=28,0

- Ethanol 70%

- Glycerol 85% - sterilizace v autoklavu
- IPTG 1M (skladovani p-20°C)

Finnzymes (Espoo, Finsko)

New England Biolabs (Frankfurt, D)
New England Biolabs (Frankfurt, D)
New England Biolabs (Frankfurt, D)
New England Biolabs (Frankfurt, D)

New England Biolabs (Frankfurt, D)
New England Biolabs (Frankfurt, D)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Bio-Rad (Hercules, USA)

QIAGEN (Hilden, Nmecko)
QIAGEN (Hilden, Nmecko)

- Kanamycin 10 mg/ml (skladovaniip20°C)

3.1.8.2 Slo eni pufr

Draselno—fosfatovy pufr (0,1M): 0,1M KIRO;, 0,1M K;HPOy.3H,0O
TBE pufr (5x): 45mM Tris, 45mM kyselina borit4, 1MEDTA, pH = 8,3
TE pufr: 10mM Tris, 1ImM EDTA, pH = 8,0
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Tris pufr: 210mM Tris, pH = 8,5

Pufry na afinitni chromatografii:
- Promyvaci pufr: 20mM Tris + 30mM imidazol, pH = 7,4
- Elu ni pufr: 20mM Tris + 500mM imidazol, pH = 7,4

3.1.8.3 Slo eni roztok pro SDS elektroforézu protein
- 30% akrylamid (AA) + 0,8% bisakrylamid (bis-AA)
- 1,5M Tris-HCI pufr (pH 8,8)

- 0,5M Tris-HCI pufr (pH 6,8)

- 10% dodecylsulfat sodny (SDS)

- 10% persiran amonny (APS) (v dgrstv p ipraveny)

- 0,5% Bromfenolova mod

- Elektrodovy pufr (5x konc.): 125mM Trisu, 1M glyein0,5% SDS, pH 8,3

- Vzorkovy pufr: 50mM Tris-HCI (pH 6,8), 10% glycerd% SDS, 0,04%
bromfenolova mod 0,05% 2-merkaptoethanol

- Barvici roztok: 0,25% Coomassie Brilliant Blue G2600% kyselin octové

- Odbarvovaci roztok: 10% kyselina octova

Separani gel(12,5%)

- 6,4 mlHO

- 5,0 ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8)

- 0,2 ml 10% SDS

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

- Kk iniciaci polymerace: 1161 10% APS a 81 N,N,N",N"-tetramethylethylendiaminu
(TEMED)

Zaostovaci gel(4%)

- 6,25 ml KO

- 2,5 ml 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)

- 0,1 ml 30% SDS

- 1 ml 30% AA + 0,8% bis-AA

-k iniciaci polymerace: 6@ 10% APS a 51 TEMEDu
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3.1.9 ivha média

3.1.9.1 Luria — Bertani médium

Luria — Bertani médium, zkracerLB médium, je nejastji pou ivané ivne
meédium pro kultivaci. coli. Pipravuje se z kvasmého extraktu, tryptonu, chloridu
sodného a ultrasté vody. Ponry jednotlivych slo ek jsou popsany v tabulce 3e®

pou itim bylo upraveno pH na 7,0 a médium vystedliano v autoklavu.

Tabulka 3: Slo eni LB média

slo ky mno stvi na 100 ml média
chlorid sodny 19

kvasni ny extrakt (Bacto yeast) 0,59

trypton (Bacto tryptone) 19

ultra ista voda 100 ml

3.1.9.2 Luria — Bertani médium s agarem

ivnd p da, byla pipravena stejn jako LB médium s pdavkem 2 g agaru
(Bacto agar) na 100 ml média. Nasledovala stecéiza autoklavu a po zchladnuti na
cca 50°C bylo pdano antibiotikum kanamycin (5@y/ml) a médium nalito na Petriho

misky.
3.2 Pracovni postupy

3.2.1Namno eni plasmidové DNA

3.2.1.1 Namno eni E coli DH10B s plasmidem pDNR-LIB

Do 1 ml LB média byly sterilni Spkou peneseny biky z kolonie na agaru.
Bakterie byly inkubovany 2 hodinyipg37°C a 220 rpm. Poté byla kulturaepesena do
Erlenmayerovy ba&ky se 40 ml LB média a chloramfenikolem (2%/ml média).

Inkubace probihala ps noc p 37°C a 200 rpm.
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3.2.1.2 P iprava plasmidu pET28b(+)

Vektor pET-28b(+) nese gen koédujici rezistenciivantibiotiku kanamycinu,
které bylo za Celem selekce klonp idavano do média v koncentracirgmi.

Bu ky E. colikmen HB101 byly sterilni Spkou peneseny do 2 ml LB média
s kanamycinem a inkubovany 4 hodiny §7°C a 180 rpm. Kultura byla roziéna do
dvou mikrozkumavek. Jedna zkumavka byla uschovédinda byla purifikovana kitem
QIAGEN Plasmid Midi. Postup viz 3.2.2.2.

Namno eni E. coli s plasmidovou DNA pro velkou purifikaci

Bu ky E. coli HB101 nebo BL21 byly po transformaci plasmidem R&G(+)
(viz postup 3.2.6) a preinkubaci gvedeny do 20 ml (nebo 40 ml) LB média
s kanamycinem (50g/ml) a inkubovany p 37°C a 200 rpm v &pacim inkubatoru

p es noc.

3.2.21zolace plasmidové DNA

V tomto postupu dochazi k lyze bun odstranni protein (pomoci SDS)
a RNA (RNAsou) a ziskani uvolné DNA v roztoku. Alkalickou denaturaci linearnich
fragment DNA je pak oddlena plasmidova DNA od chromozomalni. Po adovany

plasmid je ve superspiralizované fora proto neni denaturovan. (Brown, 2007).

3.2.2.1 Velka purifikace plasmidu pomoci QIAGEN Plasmid Mi&it

Kultura o objemu 20 — 40 ml bylagvedena do zkumavky Nalgene a 10 minut
centrifugovana p 4 000 x g. Supernatant byl odstrana peleta byla resuspendovana
4 ml P1 pufru s RNAsou. Dale bylyigany 4 ml P2 pufru (lyzani) a suspenze byla
5 minut inkubovana p laboratorni teplot Nakonec byly pdany 4 ml zchlazeného
P3 pufru. Po promichani byla ssn15 minut inkubovana na ledu a nasle80 minut
centrifugovana p 20 000 x g a 4°C.

Mezitim byla aktivovana kolonka QIAGEN-tip 100 4 rpufru QBT. Na
aktivovanou kolonku byl nanesen supernatant ob&zhplpsmidovou DNA. Kolonka
byla 2 x promyta 10 ml QC pufru. K eluci bylo powi5 ml QF pufru, eluat byl jiman
do sterilni zkumavky, plasmidova DNA byla precipéma pomoci 3,5 ml isopropanolu.
Po precipitaci byla zkumavka centrifugovana 30 rhipu 15000 x g a 4°C. Po
odstranni supernatantu byla peleta promyta 2 ml 70% etliaampt centrifugovana
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10 minut pi 15 000 x g a 4°C. Poté byla peleta obsahujicdmld vysuSena, rozpusia
v TE pufru (pH 8,0) a gnesena do sterilni mikrozkumavky.

3.2.2.2 Mini purifikace pomoci QIAGEN Plasmid Midi Kit

Tento postup byl pou ivan pro malé kultury o objerauml. KulturaE. coli
kmen HB101 byla rozdena na dv poloviny (¥2 byla uschovana v lednici). Polovina
kultury byla stoena pi 13000 x g 5 minut a odstram supernatant. Peleta byla
resuspendovana v 200 P1 pufru. Naslednbylo pidano 200m P2 pufru a sns byla
inkubovana 5 minut plaboratorni teplot Poté bylo pdano 200m P3 pufru, inkubace
probihala 15 minut na ledu. Po 15 minutové cergafi pi 13 000 x g, byl odebran
supernatant a obsa ena DNA byla precipitovanagmim 600m isopropanolu, sns
byla promichana a inkubovana 5 minut na ledu. Ptrifegaci byla peleta promyta 500
m 70% ethanolu. Nasledovala 10 minutova centrifegacl13 000 x g. Supernatant byl
odstrann, peleta byla vysuSena a nakonec rozmastve 20m Tris-HCI (10 mM,
pH 8,5). Takto vyizolovana DNA byla uchovana v lmiln

3.2.3Polymerasova et zova reakce (PCR)

PCR neboli polymerasové&t zova reakce je metoda vyu ivana k namno eni
specifického Useku DNA pomoci termostabilni polyassr v tomto gpad vysoce
p esné Phusion Hot Start 1| HF DNA polymerasy a dpegich primer . V této praci
byla pou ita metoda ,touchdown”, kdy se teplota ed&ni primer postupn sni uje,
aby se docililo vy3Si specifity celého procesu.

K syntéze po adovaného useku DNA byly navr eny sfiekeé primery uvedené
v tabulce 4. Pomoci ¢hto oligonukleotid byla na konce insertu vlo ena restnik

mista pro enzymildela Xhol.

Tabulka 4: Navr ené primery pro PCR amplifikaci sekce AKR1A1

primer ‘Sekvence oligonukleotidu ‘ restnik endonukleasa

forward | 5°- GCA CACCAT ATG GCG GCT TCC TGT-3'| Ndel
reverse| 5-CCG TGTTC GAG TCA GTA CGG GTC-3"| Xhol

Reakni sms byla pipravovana v celkovém objemu 20 pl. V tabulce 5ujso

uvedeny slo ky reakce etn jejich koncentraci.
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Tabulka 5: Slo eni reakni smsi pro PCR

konc.
finélni vim ad 20 pl
slo ka zasobniho
koncentrace | (m) (m
roztoku
voda 11,4
HF-pufr 5 X 1x 0,2 4
dNTPs 10 mM 200nMM 0,02 0,4
F primer 10 nivi 0,2nM 0,02 1
R primer 10 mivi 0,2nM 0,02 1
templatova DNA 0,02 1
polymerasa 0,01 0,2
MgCl, 50 mM 2mM 0,02 0,4
DMSO 0,03 0,6

Reakce prothla dle nastaveného programu ,touchdown* v termteryk(tabulka 6).

Tabulka 6: Nastaveni termocykleru

faze teplota [°C] as poet cykl
avodni denaturace 98 30s 1
denaturace 98 10s

nasedani primer 72 30s 5
prodlou eni 72 30s

denaturace 98 10s

nasedani primer 60 30s 5
prodlou eni 72 30s

denaturace 98 10s

nasedani primer 55 30s 5
prodlou eni 72 30s

denaturace 98 10s

nasedani primer 50 30s 20
prodlou eni 72 30s

zavre né _

prodlou eni e 10 min !
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3.2.4Analyza DNA

3.2.4.1 Horizontalni elektroforéza

Horizontalni elektroforéza je velice u iteou metodou uovani velikosti DNA.
Je zalo ena na zné pohyblivosti fragmentDNA v gelu a doka e ve vzorku ut

velikosti jednotlivych fragmentv n m obsa enych.
P iprava gelu a vlastni elektroforéza

Pro horizontalni elektroforézu byl pou ivan 0,8%aegsovy gel s barvivem
SYBR Safe v pormru 1:1000. Tato koncentrace agaru je vhodna prtyamdragment
velikosti 0,5 a 10 kb, co poebam experimentu plrpostauje.

Agarosovy gel byl ppraven rozpushim agarosy v TBE pufru za tepla
v objemu 30 ml. Gel byl nalit do variy, ve které se s nasazenynelinkem nechal
zhruba 1 hodinu ztuhnout. Po ztuhnuti gelu a vyjrhugbinku, byla vanka s gelem
p esunuta do elektroforetické vany a zalita eleketiokym TBE pufrem, tak aby byly
jamky celé ponené. Nejast ji se nanasel I vzorku s 1 barviva a 4m vody. Po
naneseni vzorkdo jamek byla vana ipojena ke zdroji nagi. U jamek musi v dy byt
zaporny pol a na konci gelu kladny pdl, jeliko DNja zaporn nabita a putuje ke
kladnému polu. Separace DNA probihalablpn 45 minut pi konstantnim nagi
Q0 V.

Vizualizace DNA

Separace jednotlivych fragmemnba gelu byla zobrazena systémem GelDocXR.
Agarosovy gel se SYBR Safe barvivem byl @&réultrafialovym z&nim o vinové
délce 254 nm. Zobrazeni a fotografie gelu byla pdana prosédnictvim programu
Quantity One.

Kur eni velikosti ziskanych fragmentbyl pouivan komern dodany
molekulovy marker 2-log DNA ladder, ktery ma fragmeDNA o znamé velikosti, viz
Obrazek 4.
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Mass (ng) Kilobasas

40 10.0 —
40 8.0~
48 &.0

40 5.0
32 4.0
120 .0

40 2.0
57 15
45 12 -
122 1.0
14 09 -
3l 0.8
27 0.7
23 0.6 —
124 05
44 0.4
7 0.3
E] 02 -
Gl 2.1

Obrazek 4: Molekulovy marker 2-log DNA (NEB, 2013)

3.2.4.2 Stanoveni koncentrace DNA

P ed zahajenim ligace bylo nezbytné stanovisspou koncentraci DNA ve
vzorcich, pomoci UV spektroskopie. Bylo pou ito UAAeni o vinové délce 260 nm.
Z nam ené absorbance ve vzorku byla vyip@na hmotnostni koncentrace. Poem
absorbanci p 260 nm a 280 nm byla zjista istota vzorku. Tento pom je u istych
vzork vrozmezi 1,8 — 2,0. Kmeni byl pouit 1 m vzorku, m eni bylo opakovano

t ikrat a na slepy vzorek byl pou it Tris-HCI pufrekterém byly vzorky rozpusty.

3.2.5Vlo eni sekvence cDNA AKR1A1 do vektoru

Insert s cDNA pro AKR1A1l i vektor pET28b(+) byly ei®ny restriknimi
endonukleasami, které vytily kohezivni konce DNA, které snadnpodIéhaji ligaci.

V této praci byl jako vektor pou ivan plasmid pE®8 ktery ma ve svém
klonovacim mist sekvenci, kterou rozpoznavaiji restrnik endonukleasyhol a Ndel
O tyto rozpoznavané sekvence byla prodlou ena kadmkvence AKR1A1, za pomoci

primer a PCR.
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3.2.5.1 Purifikace insertu cDNA s AKR1A1

Izolace fragmentu DNA z agarosového gelu

Pi PCR mohou vzniknout i jiné fragmenty snou velikosti. Cilovy PCR
produkt byl separovan od ne adoucich vedlejSich dpkd reakce. Separace
z agarosového gelu pomoci elektroforézy je jednimejednodussich postup

K p iprav agarosového gelu byla pou ita specidlni ultistd agarosa s nizkym
bodem tani. Gel byl fpraven ve stejné koncentraci v objemu 50 ml. Taktdo
pou ito barvivo SYBR Safe v pomu 1:1000. Neneseno bylo 20 vzorku spolu s I
vzorkovaneho pufru. Elektroforéza probihala zaddasnich podminek pkonstantnim
napti 90 V piblin 1 hodinu.

Po separaci vzorku byl slusny fragment vyznut skalpelem z gelu
v podsviceni UV z&nim. Vzorek byl pemistn do mikrozkumavky a zva en. Samotna
extrakce byla provedena pomoci kitu QIAEX Il Geltiaction Kit. K fragmentu
v mikrozkumavce bylo pdano potebné mno stvi pufru QXI. Na ka dych 100 mg gelu
se pidavalo 100 — 200m QXI pufru. V pipad poteby bylo upraveno pH srsi
3M roztokem acetatu sodného. Poté bylmdno 10nm resuspendovaného QIAEX I
(silikagelové astice v pufru) a vzorek byl ip50°C inkubovan 10 minut, p em byl
ka dé 2 minuty promichan, aby bylo zabrao sedimentaci QIAEX II. Po inkubaci
byla sms zcentrifugovana, po odstrani supernatantu bylo k pelep idano 500m
QXI pufru, sms byla promichana a dpzcentrifugovana. Peleta byla dvakrat promyta
500 M PE pufru, vnm byla vdy resuspendovana a posléze zcentrifug@avaPo
poslednim promyti byla peleta vysuSena. K elucigmii it Tris-Cl s pH 8,5 0 objemu
20 nml. Nasledovala pgiminutova inkubace za laboratorni teploty a catyéce.
Supernatant s extrahovanou DNA bykepesen doisté mikrozkumavky. Jednotliveé

centrifugace probihaly 30 sid3 000 x g.

Purifikace produktu PCR

PCR produkty byly purifikovany kitem Nucleospin. RCR produktu bylo
p idano dvojnasobné mno stvi objemu NT pufru a srbyla penesena do kolonky, ve
které byla zcentrifugovana 1 minutui @1 000 x g. Kolonka, na které se zachytila
DNA, byla promyta 600m NT3 pufru. Opt byla zcentrifugovana za stejnych
podminek, po vyliti supernatantu byla kolonka znpvomyta 200r NT3 pufru a opt

zcentrifugovana. Po wyliti supernatantu byla kolnsentrifugovana 2 minuty ip
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11 000 x g. Do kolonky bylo plano 30m NE elu niho pufru a byla zcentrifugovana za

stejnych podminek dadsté mikrozkumavky.

3.2.5.2 Restrikce plasmidu pET-28b(+) a kédové sekvence AKR

Restrikce byla provasa v mikrozkumavkach, za sterilnich podminek
v celkovém objemu 201. Jednotlivé slo ky smsi jsou uvedeny v tabulce 7. Vzorky
byly inkubovéany v termomixeru, za pou iti prograrmierval mix — tepani 500 rpm po
dobu 10 vtein ka dych 10 minut. Restrikce probihala peplot 37°C 90 minut u PCR
produkt a zhruba 2,5 hodiny u plasmidu pET28b(+). Po mpliyp isluSného asového
intervalu byly restrikni endonukleasy inaktivovany zalim smsi na 65°C po dobu
20 minut.

Pro vysSi Uspsnost nasledné ligai reakce bylo provedeno eist ni
restrik nich produkt. K p e it ni smsi od pipadnych protein a soli byl opt pou it
QIAEX Il Gel Extraction Kit. K restrikni smsi (20m) byl p idan trojnasobny objem
(60 M) QXI pufru. Po upraveni pH na optimalni hodnotudgnim 10m 3M octanu
sodného byla sns 30 sekund promichavana. Naslethyl p idan QIAEX Il v objemu
10 M na 5nm DNA, sm s byla promichana a inkubovana 10 minut Ipboratorni
teplot, pi em byla ka dé 2 minuty promichana, aby QIAEX Illsal v suspenzi. Po
zcentrifugovani vzorku byl odstram supernatant a peleta byla dvakrat promyta 800
PE pufru. Po promyti byla peleta vysuSena do béléba resuspendovéna ve @D
Tris-HCI (pH 8,5). Po 5 minutové inkubaci iplaboratorni teplot byl vzorek
zcentrifugovan a supernatanepeden do isté mikrozkumavky. VSechny centrifugace
probihaly 30 vten p i 13 000 x g.

Tabulka 7: Slo eni realkni sm si pro restrikci

slo ka ad 20m
voda 9n
NEB4 pufr 2
BSA (10x) 2ni
templat DNA 5m
Ndel 1m
Xhol 1m
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3.2.5.3 Ligace kddové sekvence AKR1AL s pET-28b(+)
V liga ni smsi bylo pouito 50 a 100 ng plasmidu, ke kterémyld p idano

trojnasobné mno stvi insertu. Vypet byl proveden dle Rovnice 1. Ligd sms déle
obsahovala i pufru pro T4 DNA ligasu, 0,51 T4 DNA ligasy a vodu, kterou byla
sm s doplnna na mno stvi 10r. Jako posledni byla do ssi p idana ligasa. Samotna
ligace probihala p 16°C pes noc. Nakonec byla s zahatd na 65°C po dobu
10 minut, aby doslo k inaktivaci enzymu.

Rovnice 1: Vypoet mno stvi sekvence pou itého k ligaci (M = molé&ua hmotnost,

m = hmotnost)

MpeT28b(+)= 5,369 Kb
Makr1a1 = 0,97 kb

3. Makr1AL -MpET28b(+)
M AKR1AL = Makr1a1 = 0,5420. MpeT280(+)
MpEeT28b(+)

3.2.6 Transformace kédové sekvence do buk E. coliHB101

Plasmid s cilovou sekvenci AKR1Al byl transformovda kompetentnich
bun k E. coli HB101. K piprav kompetentnich buik byl pou it roztok CaC}, ktery
pozm uje vlastnosti bun né stny. Takto byla umo nna adheze DNA k bunnému
povrchu. Nasledoval tzv. Heat shock, kratké zvySésploty (pouivano bylo
90 sekund) na 42°C, igkterém dochazi k pniku DNA do bunk.

3.2.6.1 P iprava kompetentnich burk E coli

Kompetentni buky E. colijsou upravené tak, aby byly schopngnpout DNA.
Komer n dostupné buky uchovavané p— 80°C, byly rozmrazeny. 10@ bun k bylo
p idano do 2 ml LB média ve sterilni zkumavce a kalthyla inkubovana ps noc p
37°C a 180 rpm a oznena jako Stock 1.

Do 3 ml LB média bylo pdano 500m Stock 1, kultura byla inkubovanaip
37°C a 180 rpm do dosa eni optické denzity (ODpxmezi 0,4 a 0,6. Kultura byla
rozd lena do ti mikrozkumavek a oznana Stock 2. Stock 2 byl zcentrifugovan
30 s pi 13 000 x g. Po sliti supernatantu byl k peleidan 1 ml ledov vychlazeného
0,1M CaC}, sms byla promichavana 30 s a 30 minut inkubovanaeda, |pak opt

zcentrifugovana 30 sipl3 000 x g a nakonec byl supernatant odstraReleta byla
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resuspendovana 508 0,1M CaC}. Po 30 minutové inkubaci na lethyly p ipraveny

kompetentni buky (Stock 3) k okam ité transformaci vektorem.
M eni optické denzity

150 M bun né suspenze bylo gneseno do jamky titrai destiky. Do dalSi
jamky bylo napipetovano stejné mno stvi LB média. ®bhi bylo provedeno pomoci
spektrofotometru Tecan ipvinové délce 595 nm. Rozdil mezi absorbanci kyltu
ameédia je hodnota OD. iPOD 0,6 se buky nachazeji v optimalni fazi pro

transformaci plasmidem.

3.2.6.2 Vlastni transformace vektorem

5 m liga ni smsi bylo smichano s 561 kompetentnich burk a inkubovano
30 minut na ledu. Po inkubaci byl proveden tepeéak 90 s na vodni lazniip42°C.
Ihned poté byla mikrozkumavka vio ena na 5 minutled. K suspenzi bylo mlano
400 M LB média (pedehaté na 37°C) a prohla preinkubace 1 hodinu ip37°C
a 110 rpm.

3.2.6.3 Kultivace E. coli HB101 na agaru

Po preinkubaci byly biky naneseny na Petriho misky s LB médiem s agarem
a kanamycinem (50 pg/ml) a pomoci sterilnih&iavaciho nastroje p&v rozeteny
do zaschnuti. Misky byly inkubovanygs noc g 37°C dnem vzhru, aby pipadna
zkondenzovana tekutina neovlwala rst kolonii. Kolonie na miskach narostly
piblin za 12 — 18 hodin. Vybrané kolonie bylyep kovany do zkumavek s 2 ml LB

média s kanamycinem (50 pg/ml) a inkubovany3g°C a 180 rpm @s noc.

3.2.7Sekvenace

Spravnost sekvence zabudované v plasmidu byleena sekvenaci. Sekvenace
byla provedena spoleosti Generi Biotech, pomoci automatického sekwenéat
ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzeru. Metoda je zaloena Rapilarni
elektroforéze s fluorescemi detekci (Generi Biotech, sekvenace, 2009). Reakc
vyu iva fluorescenn oznaenych terminalnich dideoxyribonukleotid(ddNTPS).

K reakci byly vybrany primery ohranijici mnohoetné klonovaci misto na plasmidu
pPET28b(+), jak ukazuje tabulka 8.
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Tabulka 8: Sekvence primepou itych k sekvenaci

primer sekvence
T7-prom TAATACGACTCACTATAGGG
T7-term_Inv TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

V programu FinchTV byly zpracovany vysledky (Gedzsp) a kddova sekvence
byla zkontrolovana v programu ClustalW (dostuprig&enome).

3.2.8Exprese proteinu

Plasmid pET28b(+) obsahuje laktosovy operon, ptogb k indukci exprese
cilového proteinu pou it isopropyl-1—D—galaktopyranosid (IPTG).

3.2.8.1 P iprava bun né kultury pro expresi

Pro expresi byly pou ityE. coli kmen BL21, které jsou schopny produkovat
enzym z transformovaného plasmidu pET28b(+). Byipraveny kompetentni bly,
dle postupu 3.2.6.1. Do nich byl transformovan mplials obsahujici sekvenci pro
AKR1A1, podle postupu 3.2.6.2. Po preinkubaci biylyky p eneseny do 10 ml LB
média s kanamycinem (5@)/ml) a inkubovany s noc p teplot 37°C a 180 rpm.

No ni kultura byla penesena do 250 ml LB média s kanamycinemn@&fonl)

a inkubovéana p37°C a 200 rpm do dosa eni hodnoty optické dgn@j6.

3.2.8.2 Exprese proteinu AKR1A1

Exprese byla indukovana iganim 250m 1M IPTG do 250 ml bakterialni
kultury. Inkubace probihala p37°C a 220 rpm 4 hodiny. Nasledrbyla kultura
centrifugovana p 6 000 x g 15 minut. Ziskana peleta s cilovym eigm byla
uchovana p —20°C.

B hem tohoto postupu byly go n odebirdny vzorky (vdy 1 ml) k poz¢Bi
analyze. Prvni vzorek byl odebrared indukci exprese, byl ozren PBI (peleta gd
indukci). Po dvou aty ech hodinach exprese byly odebrany dalSi vzorksrekbyly
oznaeny jako PAI2 a PAI4 (peleta po indukci).
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3.2.9Purifikace proteinu

3.2.9.1 P iprava bun ného lyzatu

Peleta byla resuspendovana ve 4 ml BugBuster Rrdiiraction Reagent
a 20 minut inkubovana plaboratorni teplot Lyzat byl 20 minut centrifugovan ip
16 000 x g a 4°C. Supernatant obsahujici po adoyaofein byl uchovan p4°C ve
sterilni zkumavce. Peleta byla uchovana420°C pro analytické ly.

3.2.9.2 Purifikace na purifikatoru Acta

Princip afinitni chromatografie spiva ve specifické vazbrekombinantn
p ipraveného enzymu, ktery ma na konet zce aminokyselin fpojen histidinovy
ocasek, na N ionty v pevné fazi. Ostatni proteiny, které tentisek nemaji, se na
stacionarni fazi neva i nebo se vai nespecifickmansi pevnosti a jsou proto snadno
odstranny.

Bun ny lyzat obsahuje krom po adovaného enzymu i dalSi proteiny
a neistoty, od kterych ho bylo patba purifikovat. Lyzat byl nanesen na kolonu & Ni
na kterou se specificky vae po adovany enzym s ltigem a nespecificky dalSi
proteiny obsa ené ve vzorku. Z kolony byly nejpmweomyvacim pufrem odstrany
ne istoty, které se na kolonu nenavazaly. Pomoci ZigiSse koncentrace imidazolu
v promyvacim pufru byly postupn vyplavovany nespecificky vazané proteiny

a nakonec i po adovany protein, co bylo zaznamenaa chromatogramu.

3.2.10Vertikalni elektroforéza bilkovin

Kd leni protein na zéklad jejich velikosti byla vyuita elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v ggomnosti dodecylsiranu sodného. Proteiny byly
denaturovany a obaleny tenzidem SDS (dodecylssidfdhy) k ziskani stejného naboje.
Byly pou ity dva polyakrylamidové gely o gné porovitosti. Molekuly se koncentruji
na hranici mezi gely. Horni gel je nazvan zamgici a spodni separd, jeliko prav

na nm dochézi k separaci.

3.2.10.1P iprava gel avzork

Byl p ipraven gel o tlouxe 1,5 mm. Slo eni zaostvaciho a separaiho gelu
je uvedeno v tabulce 9. Nejprve byl namichan sepagel a nanesen mezi skla asi do

¥ vysky. Byl pevrstven isobutanolem, a nechan ztuhnout. Po edsirasobutanolu
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byl gel oplachnut destilovanou vodou, vysuSen evgstven erstvym zaosbvacim

gelem. S nasazenymdbinkem byl gel ponechan polymerovat (90 minut).

P ed analyzou byl

protein denaturovan pufrem s 2-amdethanolem

p idavanym v pomru 4 : 1, 3 minuty p 95°C.

Tabulka 9: Slo eni gel pro SDS—-PAGE elektroforézu

separani gel 12,5% (ml) zaosivaci gel 4% (ml)
voda 3,2 3,125
Tris HCI 1,5 M (pH 8,8) 2,5 -
Tris HCI 0,5 M (pH 6,8) - 1,25
AA 30% + bis—AA 0,8% 4,2 0,5
SDS 10% 100m 50
APS 10% 58m 30 i
TEMED 4m 2,5m

3.2.10.2Elektroforéza vzork

Gel byl umistn do cely a nasledndo elektroforetické vany s elektrodovym
pufrem. Po naneseni vzorkdo jamek byl pufr dolit tak, aby v m byl gel cely
ponoen. Elektroforéza probihala za konstantniho tiap po ate ni napti bylo
100 V a po prchodu vzork zaostovacim gelem (asi po 15 minutach) bylo navyseno

na 200 V asi na 45 minut.

3.2.10.3Detekce protein v gelu

Separani gel byl obarven 0,25% roztokem Coomassie BntliBlue G-250
v 10% kyselin octové pi 60°C 15 minut. Po obarveni byl gel 3x promyt 10%
kyselinou octovou. Po posledni vym kyseliny byl gel ponechan @s noc v kyselin
na tepace, aby doslo k Uplnému odbarveni pozadi, kterdirigk rusSilo nasledné
vyhodnoceni.

Gel byl sniman na bilém pozadi za pou iti biléhotlgvsystémem GelDocXR.
K ur eni velikosti proteinu byl pou it molekulovy markePrecision Plus Protein
Standard All Blue (10 — 250 kDa).
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Obrazek 5: Molekulovy marker Precision Plus Prot&tiandard All Blue (Bio-Rad,
2013)

3.2.11Uchovani proteinu

Po purifikaci byl protein v eltnim pufru, obsahujicim imidazol, ktery sni uje
aktivitu enzymu. Protein byl pveden do 0,2M sodno-fosfatového pufru filtracsp
celulosovou membranu. Eluat byleweden na kolonku Amicon Ultra—4 s filtrem
Ultracel-10 a 10 minut centrifugovani @ 000 x g. Poté byla membrana promyta 2 ml
0,2M sodno-fosfatového pufru a centrifugovana 2@unipi 4 000 x g, tak aby pufr
nebyl zcela pefiltrovan. Promyti bylo opakovano 4x. Protein hysuspendovan
v nezfiltrovaném pufru a pveden doisté mikrozkumavky.

Po zm eni koncentrace (viz 4.11) byl protein v pam 1:1 rozmichan v 85%

glycerolu, adn oznaen a ulo en pi — 20°C.

3.2.12M eni koncentrace proteinu podle Bradforda

Zakladem metody je interakce barviva Coomassieli@dntl Blue G-250
s aromatickymi nebo bazickymi aminokyselinami kbilin . Barvou se odliSuje
kationicka, nevazana forma -ervena a anionickd, vazana forma — modra (Rumlova
a kol., 2003).

Bovinni sérovy albumin (BSA) byl pouit jako starrda a to v koncentraci
1 mg/ml (0,2AM sodno—fosfatovy pufr, pH 7,4). Z tehozasobniho roztoku byly
p ipraveny roztoky pro kalibrai adu dle tabulky 10.
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Ke 40 m 0,1M sodno—fosfatového pufru bylo igano 10m stanovovaného
proteinu. Na mikrotitrani destiku bylo nanaSeno 18l vzorku — kalibrani ada, slepy
vzorek (samotny pufr) a stanovovany protein. Kadgorek byl nanesen ikrat,
vysledky byly zprm rovany. Ke vzorkm bylo pidano 240m Bradfordova inidla

a po 10 minutové inkubaci byla znena absorbancei®92 nm.

Tabulka 10: Kalibrani ada standardBSA

koncentrace BSATg/ml| objem BSA (1 mg/ml)m] | objem pufrumn]
100 50 450

200 100 400

400 200 300

600 300 200

800 400 100

1 000 500 -

3.2.13M eni aktivity p ipraveného enzymu

Aktivita enzymu AKR1Al byla mena -nitrobenzaldehydem (NBA)
v p itomnosti kofaktoru NADPH na spektrofotometru Tecan

Byl p ipraven zasobni roztok 100mM NBA v DMSO. Ze zasbbnioztoku
byly pipraveny roztoky o koncentracich: 0,05mM, 0,2mMgroM, 1mM a 10mM
naed nim pomoci DMSO. V prvnim meni byl pouivan draselno-fosfatovy pufr
(0,2M). Slo eni reakni smsi je uvedeno vtabulce 11. Reakce byla odstarvan
p idanim substratu a okam ipoté bylo spusho m eni absorbance. Meni probihalo
oproti slepému vzorku, kde enzym byl nahrazen pafrei vinové délce 340 nm.
Absorbance byla zaznamenavana ka dych cca 10 sipo @5 minut.

Pro porovnani aktivit enzymu bylo provedeno druhéemi aktivity za pou iti
sodno—fosfatoveho pufru (0,2M, pH 7,4). Podminkgkee byly toto né, slo eni
reak ni smsi se liSilo pouze sodno—fosfatovym pufrem v objefum na misto

draselno—fosfatového pufru a vody.
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Tabulka 11: Slo eni reakii smsi pro m eni aktivity

slo ka kone né& koncentrace zasobni konc. pou ity objem
NADPH 250mM 2,5mM 10m
enzym AKR1A1 2ny 0,2ng/m 10m
draselno-fosfatovy puff 0,1M 0,2M 50m
voda 20m
sodno-fosfatovy pufr 0,1M 0,2M 70m
substrét 0,05, 0,2, 0,5, 1, 10mM 10

Pokles absorbance odpovida spbt kofaktoru NADPH. Z hodnot absorbance

byly zjist ny hodnoty sklonu (slope) — rozdil absorbance zmidutu a vypoitana

specificka aktivita enzymu podle rovnice 2. Vyhodeoi vysledk bylo provedeno

v programu Grafpad Prism 6.

Rovnice 2: Vypoet specifické aktivity enzymu u substratu (V = objes = specificka

aktivita, ¢ = koncentrace, E = dogbvy koeficient, h = vysSka jamky)

v [nmol/mg/min]

Enapph = 6,22 1/mM.cm

Vakria1 = 10m
Vreak ni smsi = 100

Cakria1 = 0,02 mg/ml

h =0,45 cm
A/min (slope)
Vv =
V AkR1AL
EnappPH Cakrial - N
reak ni sm si
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4 Vysledky a diskuze

Pracovni skupina profesora WsdOla se studiem enzymedukujicich
karbonylovou skupinu zabyva dlouhodolV centru pozornosti je pdevSim jejich
zapojeni do metabolismu cizorodych latek jak zepsku Ié iv, tak vyznamnych
prokarcinogen. Pro tyto Uely bylo zavedeno rkolik metod jednak z oblasti fpravy
rekombinantnich forem thto enzym, jejich purifikace a zakladni charakterizace
(vpipad dosud neznamych enzy ale také ada analytickych metod, které slou i
k hledani a stanoveni enzymové aktivity ivpotenciondlnim substrdn. Pipravenéa
rekombinantni forma AKR1A1l bude slou it k dalSimtudiu, mimo jiné se pro ni

budou hledany fppadné specifické inhibitory ze skupiny flavonaid

4.1P iprava enzymu

Izolovana cDNA, ktera byla komer dodana v plasmidu pDNR-LIBm
s rezistenci na chloramfenikol, slouila jako tewdiplpro PCR reakci. Pou itim

specifickych primer byla namno ena kédova sekvence cilového enzymu AKR

Yeb  E2  E5  E10

- P

=

.\- e
= it

Obrazek 6: Elektroforeticka analyza po izolaci cDNAodminkach 0,8% agarosovy
gel, 90V a 45 minut. eb — molekulovy marker supated, E — izolovana cDNA

nanesena v objemu 2, 5 a D Fragmenty u nanesenych vzorknaji velikost cca
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5,2 kb, co ukazuje, e se poddo vyizolovat plasmid s kodovou sekvenci pro
AKR1A1.

1 AAAAGGCGAG GCTGGCCCCG CCCCTTGCAC CGCCCACGTGMECGCCA CCTGCCTCAT
61 TGTGCCCAGG AGTTCTCCAA ACCCGCGCTG CGGAGTGAGTGAAGTTC CGGCCAGTTC
121 GACCTCGAGG ATCCAGAGGT GGAGACGGTA CTACCTCCCRAIGTTTT CCATCCCCTT
181 CAGGTCCTTC CTCGGGAGGC GGCGAAGGCG GTCCACCCT®TGATCC TTTATGCCCG
241 GCCCCTGCCC CTCCCTCCGG GTGGAACTTC CCCCTCACCSBXTCTTAA GCTGAGGATC
301 GTTGGATCTC TGGCGGGGTG CAGAACTGAG CCCAGGCCAIMABGCTAT TCACGCTCTG
361 TGCTTGTGCC AAGGTTTCAA GTGATCCTCC CGCCTCAGCCCBEAGGTG CTGAGATTAC
421 ATGIATGAGC CACTGCACCT GGAAAGGAGC CAGAAATGTG AAGTGATMAGGATGA
481 GCAGCAGCTA GCCAGGCAAA GGGGGCAATG GCGGCTTCGITBITACT GCACACTGGG
541 CAGAAGATGC CTCTGATTGG TCTGGGTACC TGGAAGAGTE&BBGGTCA GGTAAAAGCA
601 GCTGTTAAGT ATGCCCTTAG CGTAGGCTAC CGCCACATTGISITGCTGC TATCTACGGC
661 AATGAGCCTG AGATTGGGGA GGCCCTGAAG GAGGACGTGIEAAGCAA GGCGGTGCCT
721 CGGGAGGAGC TGTTTGTGAC ATCCAAGCTG TGGAACACCEACCACCC CGAGGATGTG
781 GAGCCTGCCC TCCGGAAGAC TCTGGCTGAC CTCCAGCTGTAAGTGGA CCTGTACCTG
841 ATGCACTGGC CTTATGCCTT TGAGCGGGGA GACAACCCCTUTCAAGAA TGCTGATGGG
901 ACTATATGCT ACGACTCCAC CCACTACAAG GAGACTTGGARWICTGGA GGCACTGGTG
961 GCTAAGGGGC TGGTGCAGGC GCTGGGCCTG TCCAACTTOXGACGGCA GATTGATGAC
1021 ATACTCAGTG TGGCCTCCGT GCGTCCAGCT GTCTTGCAGGAAI GCCA CCCATACTTG
1081 GCTCAAAATG AGCTAATTGC CCACTGCCAA GCACGTGGCGAGGTAAC TGCTTATAGC
1141 CCTTTGGGCT CCTCTGATCG TGCATGGCGT GATCCTGATGABSTCCT GCTGGAGGAA
1201 CCAGTAGTCC TGGCATTGGC TGAAAAGTAT GGCCGATCTGCRCAGAT CTTGCTCAGG
1261 TGGCAGGTCC AGCGGAAAGT GATCTGCATC CCCAAAAGTACTCCTTC TCGAATCCTT
1321 CAGAACATCA AGGTGTTTGA CTTCACCTTT AGCCCAGAAGAGAAGCA GCTAAATGCC
1381 CTGAACAAAA ATTGGAGATA TATTGTGCCT ATGCTTACGGAASTGGGAA GAGAGTCCCA
1441 AGGGATGCAG GGCATCCTCT GTACCCCTTT AATGACCCGT@AGACCA CAGCTTCTTG
1501 GCCTCCCTTC CAGCTCTGCA GCTAATGAGG TCCTGCCACGBAAAGAG GGAGTTAATA
1561 AAGCCATTGG AGCATCCATA AAAAAAAAAA AAAAAAA

Obrazek 7: Sekvence nukleotienzymu AKR1A1. Oran ov oznaena ast sekvence

vymezuje transkrimi ast genu se zvyraznym start a stop kodonem.

Pro namno eni koédové sekvence pomoci PCR, byla itoilsms uvedena
v tabulce 5. R prvnim pokusu nebyla reakce USpa. Proto byla nutna optimalizace
procesu, pdanim hoe natych iont a DMSO. Hoe naté ionty jsou kofaktorem
termostabilnich polymeras. Jejichidani do smsi zvySuje vyt ek po adované reakce.
P ilis velka koncentrace he natych iont ve smsi naopak sni uje specifitu reakce.
P idavek DMSO také zvySuje specifitu reakce a takiéujenteplotu tani sekvenci
s velkym zastoupenim CG nukleotidTyto optimalizace jsou v souladu s literaturou.
Roux (2009) uvadi pdavek hoe natych iont do reakce za stejnd le ity jako
zvolenou teplotu reakce. Koncentrace Mg(@mM) pou it v reakci, vzhledem ke
koncentraci dNTP (20@M) se shoduje s Udaji Markoulatose a jehaecké skupiny
(2002), ktei udavaji koncentraci MgelL,5 — 2mM na 208M dNTP.
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Takto upravend sms ji zreagovala, co bylo oveno horizontalni

elektroforézou.

- —— 0
|

Obrazek 8: Elekroforeticka analyza po PCR, emi velikosti vzniklych produkt
v podminkéch 0,8% agarosovy gel, 90V 45 minut. & prstrany: molekulovy marker
2-Log DNA, ti vzorky PCR produkt.

Nejobti n jSim krokem pipravy se ukazala ligace do plasmidu pET28b(H). P
prvnim pokusu byla provedena ligace s eeigt nymi produkty po restrikci, v dalSich
pokusech byly vdy purifikovany (postup viz 3.2.5.2Po nkolika neuspsnych
pokusech byly produkty PCR izolovany horizontaldekaoforézou (viz postup
3.2.5.1), purifikovany, oSetny restriknimi endonukleasami a teprve poté byla
provedena ligace. V ramci optimalizace byla takédfmu ena doba preinkubace po
transformaci na vice ne 2 hodiny. Ani tento postgak nepnesl adny pozitivni
vysledek. Nakonec byla ligace uspa pi pouiti v tSiho mno stvi T4 DNA ligasy.
P vodn se pou ivala T4 DNA ligasa o koncentraci 400 jedkonam. P i Usp Sném
postupu byla pouita T4 DNA ligasa o koncentraanfiony jednotek nam a doba
ligace zstala stejnd — ps noc. Nasledn byla vznikla plasmidova DNA
transformovana do buk E. coliHB101 dle postup3.2.5.3 a 3.2.6.
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Obrézek 9: Petriho miska s narostlymi koloniéimicoli HB101 s vlo enym plasmidem
pET28b(+), po ligaci. Podminky LB médium s 2% agaee antibiotikem, teplota 37°C
inkubace pes noc.

Pro ov eni, e narostlée. coliHB101 obsahuiji zaligovany produkt, a ne pouze
prazdny plasmid pET28b(+) byla po namno eni kolonlaci plasmidu a purifikaci

(dle postupu 3.2.2.2) provedena horizontalni etdé&teza, kterda uila zaligované

produkty.

éebplasmjd Ta, b lc 14 le® 2a 2b. 2c 2d 2 3a 3b 3¢ 3d 3e da -4b 4c

zaligovany

Obrazek 10: Elektroforeticka analyza po ligaci ansformaci v podminkach 0,8%
agarosovy gel, 90V 45 minut. Molekulovy marker ()eB-log DNA, pro kontrolu
nanesen plasmid pET28b(+) a vzorky. Vzorky la —2bda 4a — 4c odpovidaji velikosti
prazdnému plasmidu. Ostatni vzorky (ve vyar@m obdélniku) jsou t8i velikosti

a v nich probhla ligace a transformace usp .
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P ed odeslanim vzorkna sekvenaci byla pro kontrolu provedena tzv.irep

restrikce (viz postup 3.2.5.2).

Obrézek 11: Kontrolni elektroforéza po #pe restrikci v podminkach 0,8% agarosovy
gel, 90V a 45 minut. Pro porovnani pou it molekuwomarker 2-log DNA ( eb).

Analyza potvrdila pitomnost plasmidu a kodové sekvence pro AKR1AL.

Vzorky ov ené zptnou restrikci byly odeslany na sekvenaci, kteggwnim
p ipad odhalila mutaci (delece jednoho paru nukleotidUu druhého odeslaného
vzorku byla potvrzena fitomnost cilové DNA bez ne adoucich zm

Pro expresi cilového proteinu byly by E. colikmen BL21 s transformovanym
vektorem pET28b(+) se sekvenci pro AKR1Al1 namno emy 250 ml LB média
s kanamycinem. Pro indukci exprese byl pouit 1nFTG. Exprese probihala
4 hodiny, po skoreni byl dle postupu 4.7.1ipraven bun ny lyzat. Ke kontrole byly
b hem postupu odebirany vzorky, prvni byl oza PBI (peleta gd indukci), dalsi
pak PAI (peleta po indukci), kterd byla odebranadwou a po ty ech hodinach
exprese. VSechny it vzorky byly naneseny do drah spolu s burym lyzatem

v objemech 2, 5 a 10 pl.
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Obrazek 12: Analyza exprese enzymu v nasledujipadminkéach: 12,5 % separa
a4 % zaosbvaci polyakrylamidovy gel, nap 200V a as 40 minut. Molekulovy
marker ( eb) Precision Plus Protein Standard Alu8) peleta ged indukci (PBI), peleta
po dvou a ty hodinové expresi (PBI2, PBI4), peleta po rozbith bu(BB) a bun ny
lyzat v objemech 2, 5 a 10 ul (BL2, BL5, BL10).

Vysledek analyzy prokazal produkci proteinu o vedit 36 kDa, co odpovida enzymu
AKR1A1.

1 MAASCVLLHT GQKMPLIGLG TWKSEPGQVK AAVKYALSVG YRBICAAIY GNEPEIGEAL
61 KEDVGPGKAV PREELFVTSK LWNTKHHPED VEPALRKTLA DIL@YLDLY LMHWPYAFER
121 GDNPFPKNAD GTICYDSTHY KETWKALEAL VAKGLVQALG LENSRQID DILSVASVRP
181 AVLQVECHPY LAQNELIAHC QARGLEVTAY SPLGSSDRAW RDEPVLLE EPVVLALAEK
241 YGRSPAQILL RWQVQRKVIC IPKSITPSRI LONIKVFDFT FSP EEMKQLN ALNKNWRY IV
301 PMLTVDGKRYV PRDAGHPLYP FNDPY

Obrazek 13: Primarni struktura aminokyselin v enaykiKR1A1.
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Obrdzek 14: Analyza po purifikaci enzymu v naslédah podminkach: 12,5%
separani a 4% zaosbvaci polyakrylamidovy gel, nap 200V a as 40 minut.
Molekulovy marker ( eb) Precision Plus Protein Stand All Blue, promyvaci frakce
(W), supernatant bez enzymu, ktery se zachytil slark (FT) a koneny supernatant
s purifikovanym AKR1A1 (SN) v objemech 2, 5 at0

Po purifikaci se enzym nachazel v eltim imidazolovém pufru, ktery sni uje
aktivitu ziskaného enzymu a proto bylo nutné imalaadstranit. Enzym byl gveden
do draselno—fosfatového pufru (0,2M) (dle postupi1d) a poté byla zmena jeho
koncentrace Bradfordovou metodou (postup 3.2.13koJstandard k sestaveni

kalibra ni k ivky byl pou it bovinni sérovy albumin.

0,9 ~ //.
-
‘g 0,75 A /'/
c ~
§ 0,6 o«
/
< 0,45 - -
2 * y = 0,89989x
8 03+ / R?=0,99305
]
2 0,15 - .//
<T
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
¢BSA mg/ml

Obrézek 15: Kalibrani k ivka pro m eni aktivity enzymu metodou dle Bradforda
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Na ulo eni enzymu byl pou it roztok 85% glycerolupomru 1 : 1 k objemu
pou itého pufru. Enzym se uchovavai p20°C. Glycerol pou ity k uchovani enzymu
zabrauje tvorb ledovych krystalk, které narusuji strukturu a funkci enzymu. Kamée

koncentracenzymu AKR1A1 je 1,9 mg/ml.

4.2M eni aktivity enzymu

Aktivita enzymu byla mena s p-nitrobenzaldehydem, pro ktery jsou
v literatue k dispozici Udaje k porovnani. Reak sms byla pipravena dle postupu
3.2.13. VSechna meni probihala za konstantni teploty 37°C po dobwmirtut, kdy byl
sledovan pokles absorbancé 340 nm umrny spoteb kofaktoru NADPH.

Prvni m eni probihalo v draselno-fosfatovém pufru (0,1M, pH). Pro druhé
m eni byl v reakni sm si vym n n pufr za sodno-fosfatovy (0,1M, pH 7,4). V tabulce

12 jsou uvedeny hodnoty specifické aktivity enzywmbou pufrech.

Tabulka 12: Hodnoty specifické aktivity AKR1Alpsnitrobenzaldehydem v znych

koncentracich v draselno-fosfatovém a sodno-fogéopufru

konc. NBA specificka aktivita v draselno- specificka aktivita v sodno-
[mM] fosfatovém pufrymmol/mg/minl | fosfatovém pufrgmmol/mg/min
0,05 3,267 2,552
0,2 8,336 8,660
0,5 10,650 9,034
1 12,896 9,885
10 13,883 10,735

P i porovnani hodnot se ukazal K-P pufr vhodink ulo eni enzymu. Poté byly
stanoveny kinetické parametry pro enzym AKR1A1l assiéit NBA. Km eni bylo
pouito 5 r znych koncentraci substratu NBA v reak smsi (0,05mM, 0,2mM,
0,5mM, 1mM a 10mM). Stanoveni bylo provedeno Viétip pro ka dou koncentraci.
Hodnoty specifické aktivity zedtiho m eni jsou uvedeny v tabulce 13.
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Tabulka 13: Hodnoty specifické aktivity AKR1A1 s KB/ draselno-fosfatovém pufru
pro stanoveni kinetickych parametr

specificka specificka specificka pr m r hodnot
konc. NBA
aktivita 1. ada | aktivita 2. ada | aktivita 3. ada| specifické aktivity

[mM] [mmol/mg/minl | [mmol/mg/min | [nmol/mg/mirj | [mmol/mg/min]
0,05 3,556 2,348 1,650 2,518
0,2 8,438 7,451 6,482 7,457
0,5 9,034 8,459 8,707 8,733
1 9,221 9,174 9,575 9,323
10 11,561 10,641 10,786 10,996

Pomoci programu Grafpad Prism 6 byla z hodnot fipkéi aktivity zjiSt na
maximalni rychlost W.ax a hodnota Michaelisovy konstanty,Koro studovanou dvojici

enzym substrat.

Km = 164,76 £ 12,69V
Vmax = 11,839 + 0,218mol/mg/min

Obrazek 16: Zavislost specifické aktivity AKR1A1l nevySujici se koncentraci
substratu. Kineticka data byla ziskana spektrofetockym m enim Gbytku NADPH
p i 340 nm. Reakce probihala v presti 0,1M draselno-fosfatového pufru, pH 7,4, p
37°C. Hodnota kg pro NBA byla urena ze saturace 0,2mM NADPH.
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Ziskané hodnoty specifické aktivity byly porovnasyliteraturou, kde byly
nalezeny hodnoty specifické aktivity 5,09 = 0,A®ol/mg/min (Riggs a kol., 2008)
a 8,37 = 0,1%mol/mg/min (O"Connor a kol., 1999). V obou studiibila aktivita
enzymu m ena pro 1mM NBA p 25°C v sodno-fosfatovém pufru (0,1M), ostatni
podminky reakce byly shodné.d8to bylo dosa eno vysSi specifické aktivity (9,32
mmol/mg/min) pi stejné koncentraci substratu, tato hodnot@li;m  odpovida
publikovanym datm. Rozdil je dan odliSnymi podminkami reakce, jédbeplotou
m eni a pou itym pufrem v reaki smsi. Vliv teploty je nezanedbatelny. Aktivita
enzym pi zvySujici se teplotnar sta a do teploty, ktera zgobi denaturaci enzymu.
AKR1A1 je enzym funguijici v lidském organismu, kaketeplota pohybuje okolo 37°C,
proto byla zjiStna pi této teplot vySSi aktivita enzymu. Pufr zvoleny pro reni
aktivity a naslednému ulo eni enzymu ra také ovlivnit aktivitu enzymu, nagklad
imidazol obsa eny v eluinim pufru (viz purifikace enzymu), vyznamani uje aktivitu
enzymu. Proto byl enzym po purifikaciggeden do draselno-fosfatového pufru o pH
7,4, ktery, jak vyplyva z provedenych reni, je vhodnjSim pufrem pro AKR1Al ne

sodno-fosfatovy pufr o stejném pH.
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5Zav r

Do nedavné doby byly povaovany reduk reakce za minoritni sodast
biotransformace, ale dnes se na souste uje mnohem wSi pozornost. Karbonyl
redukujici enzymy zaujimaji vyznamné misto v biesfarmanich reakcich celéady
xenobiotik i v metabolismu endogennich latek j@au steroidni hormony, cholesterol
a lu ové kyseliny, u kterych maji nezastupitelnou ulohu.

Enzym AKR1Al se nachazi ve tgin tkani lidského organismu, nejvice
v hepatocytech a rendlnich Wkéch. Jeho udlohou je redukce aldehya keton na
p islusné alkoholy. Podili se i na metabolismu sadhaa steroidnich hormon Jeho
vyznamnymi substraty jsou antracyklinova chemotesdiga — doxorubicin
a daunorubicin.

Izolace cDNA z plasmidu pDNR-LIB, vlo eného E. coli kmen DH10B se
zdaila bez vtSich obtii. Sekvence byla namno ena pomoci polseseve et zové
reakce, kterou bylo nutno optimalizovatd@nim Md* a zopakovat. Spolu s plasmidem
PET28b(+) byly produkty PCR oSety restriknimi endonukleasamkKhol a Ndel
Nast pené produkty byly zaligovany DNAligasou a transfovany do kompetentnich
bun k E.coli HB101, co bylo nutné pro negativni vysledkykolikrat opakovat a
optimalizovat. Po oveni sekvence DNA byla v bkach indukovana exprese enzymu
AKR1A1, ktery byl nasledn purifikovan afinitni chromatografii. Poté byla zrana
koncentrace ziskaného enzymu metodou dle Bradfttdkonec byla ovena aktivita
enzymu inkubaci p-nitrobenzaldehydem, kterd odpovidala Udag literatury. Bhem
p ipravy enzymu jsem si osvojila zakladni technikyridvani v prokaryotnim systému.

Rekombinantn p ipraveny enzym AKR1A1l bude slou it k dalSimu studia
katede biochemickych wd, k vyzkumu jeho substrap edevSim z ady Iéiv a také

jeho inhibitor .
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Seznam zkratek

Alanin — Ala- A Glutamin — GIn - Q
Arginin — Arg — R Glycin—-Gly -G
Asparagin — Asn — N Histidin — His— H
Aspartat — Asp — D Isoleucin — lle — |
Cystein—Cys - C Leucin —Leu—L
Fenylalanin — Phe — F Lysin — Lys — K
Glutamat — Glu — E Methionin — Met — M
AA — akrylamid

APS — persiran amonny

AKR — aldo-ketoreduktasa

ATB — antibiotikum

bis AA — bisakrylamid

BSA — bovinni sérovy albumin
CaClb — chlorid vapenaty

CBR — karbonylreduktasa

CNS - centralni nervovy systém
CYP — cytochrom P450

D — N mecko

DAO - diaminooxydasy

ddNTPs — dideoxyribonukleotidy
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
EDTA — ethylendiamintetraacetét
FAD — flavin adenin dinukleotid
FMO - flavinové monooxygenasy
GIT — gastrointestinalni trakt

H,O — voda

HCI — kyselina chlorovodikova
IPTG — isopropyl-1--D-galaktopyranosid
kb — kilobaze

KH,PO, — hydrogenfosforanan draselny

Prolin — Pro-P
Serin—Ser-S
Threonin —Thr-T
Tryptofan — Trp — W
Tyrosin — Tyr—-Y
Valin —Val -V
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konc. — koncentrace

LB — Luria — Bertani

MAO — monoaminooxidasy

MDR — dehydrogenasy/reduktasy sedh dlouhym et zcem
MRNA — mediatorova RNA

NADH — nikotinamidadenindinukleotid

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NBA — p-nitrobenzaldehyd

OD - opticka denzita

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

PAO - polyaminooxidasy

PAPS — 3’fosfoadenin-5"fosfosulfat

PCR - polymerasovét zova reakce

RNA — ribonukleova kyselina

SDR - dehydrogenasy/reduktasy s kratkgtzcem
SDS - dodecylsulfat sodny

TEMED - N,N,N",N’-tetraethylendiamin

UDP — uridin difosfat

UV — ultrafialové
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