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ABSTRAKT
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Skolitel: RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Koimunoprecipitace jako nastroj pro studium interakci enzymu

DHRS?7 s proteiny

DHRS7 enzym je ¢len nadrodiny enzymi dehydrogenédz/reduktaz s kratkym
fetézcem. Enzym se in vitro chova jako NADPH-dependentni reduktaza s katalytickou
aktivitu pro né€které endogenni slouceniny obsahujici karbonylovou skupinu, zahrnujici
androstendion nebo trans-retinal. Vykazuje také uzkou homologii S enzymem
11B-hydroxysteroiddehydrogenaza 1. Fyziologickd funkce DHRS7 je zatim neznama
a troven poznani enzymu velmi nizka. V posledni dobé se objevuji informace o roli
DHRS7 v nékterych onemocnéni, napf. v rakoviné¢ prostaty nebo Vv inzulinové
rezistenci. Role mélo charakterizovaného enzymu DHRS7 muizZe byt poodhalena na
zaklade¢ znalosti jeho interakénich partnert, protoze proteiny v bunice obvykle nepracuji
samy, ale jsou soucasti obrovského proteinového komplexu, oznaceného jako
»interactome®. Pozndni takovych interakci ndm pomaéha porozumét funkci a regulaci

proteint uvniti bun€k nebo organismu.

Cilem této studie je vyzkum proteind interagujicich s DHRS7 pomoci metody
koimunoprecipice. Imunoprecipitace byla zavedena s vyuzitim dostupné protilatky proti
DHRS?7 a ¢istého enzymu DHRS7 a nasledné optimalizovana. Pro koimunoprecipitaci
byl pouzit pfedCistény  bunécny lyzat Hela, ve  kterém  dochazi
k expresi zkoumaného enzymu. Imuoprecipitovany DHRS7 s potencidlnim interakénim
partnerem byl eluovan pomoci 8 M mocoviny z partikuli s proteinem G. Proteiny byly
analyzovany pomoci LC-MS. Identifikovano bylo nékolik poteincialnich interakénich

partnerti enzymu DHRS7, tyto vysledky je ovSem nutné potvrdit dal§im vyzkumem.
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DHRS7 enzyme is a member of short-chain dehydrogenase/reductase
superfamily. The enzyme is at least in vitro NADPH-dependent reductase of some
substance bearing carbonyl group, including androstenedione or all-trans retinal.
DHRS7 is close homolog of well-known 11B-hydroxysteroid dehydrogenase 1.
Physiological function of DHRS7 is unknown, the level of the knowledge is quite low.
Recently, information about some role of DHRS7 in diseases as prostate cancer
or insulin resistance was published. A role of poorly characterized proteins as DHRS7
can be predicted based on evidence of their interaction with a protein with revealed
function, because proteins inside cells do not usually work alone, they are part
of a huge protein complex known as interactome. Knowledge of such protein-protein
interactions help us to understand the function and regulation of the protein inside a cell

or organism.

The aim of the study is initial investigation of proteins interacting with DHRS7
by co-immunoprecipitation, a basic method for study of protein-protein interactions.
Immunoprecipitation procedure with available anti-DHRS7 antibody and pure DHRS7
was introduced to our workplace and optimised. Precleared HeLa cell lysate, where
DHRS7 is naturally expressed, was used for study of protein-protein interactions
of the enzyme. Imunoprecipitated DHRS7 with potential interaction partners was eluted
form protein G particles by 8 M urea and proteins were analyzed by LC-MS. Several
proteins were identified as potential interacting partners of DHRS7, the results are

necessary to confirm by diverse methods.
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A. Uvod

Proteiny jsou biomakromolekuly slozené z aminokyselin vazanych pomoci
peptidové vazby, kterd spojuje aminoskupinu jedné aminokyseliny s karbonylovou
skupinou druhé aminokyseliny. Bilkoviny maji v bunikdch celou fadu funkci. Jako
enzymy se svou biokatalytickou funkci se podileji na latkové pieméné v organismu
a slouzi jako nastroj genové exprese. Strukturni proteiny, kolagen a kreatin, zajist'uji
oporu tkani a bun¢k celého téla. Aktin a myozin umoziuji svalim jejich kontrakci
a relaxaci, a transportni proteiny se podileji na pohybu latek krevnim obchem, ptes
bunécné membrany a reguluji rychlost biochemickych procesi v lidském tele. Dtlezité
jsou také peptidy ve funkci hormonil, produkované zldzami s vnitini sekreci, mezi které

patii naptiklad inzulin, somatostatin a ristovy hormon.

Studium interakci proteint je dulezita z hlediska rozpoznani celé fady procest
uvnité bunky i organismu. Tyto procesy zahrnuji regulac¢ni déje, genovou expresi,
katalytickou funkci k endogennim slou¢enindm a spousty dal$i. Detekce téchto
protein — protein interakci probiha pomoci metod in vivo, in vitro a in silico. Interakce
proteinit nam umoznuji 1épe pochopit jak funkci studovaného proteinu, tak
i jejich interak¢nich partneri a dovoluje nam Iépe poznat jejich ulohu v ramci

organismu.



B. Teoreticka Cast

1. Protein-protein interakce

Proteiny svou funkci in vivo mohou stézi provadét samostatné, proto vice jak
80 % proteinil interaguje a vytvaii komplexy, které jsou velmi dulezité k udrzeni
homeostazy v organismu (Berggard et al. 2007). Piedpoklada se, ze proteiny v bunice
jsou soucasti obrovského proteinového komplexu, oznaceného jako ,interactome*
(Cox a Phillips 2008). Pod pojmem ,,interactome rozumime soubor molekularnich
interakci v urcité bunce, ktery nam umoznuje 1épe pochopit funkci a regulaci genu
Vramci organismu. Termin byl poprvé pouzit v roce 1999 skupinou védcl v cele

s Bernardem Jacgem (Sanchez et al. 1999).

VétSina proteini se v jejich pfirozeném stavu skladd z vice neZ jednoho
polypeptidového fetézce, coZz vede k formulaci oligomer. Oligomer piedstavuje
molekulu sloZzenou ze dvou az desiti podjednotek, tzv. monomera. Oligomery, které
obsahuji vice kopii jednoho polypeptidu, oznacujeme jako homooligomerni komplexy
neboli makromolekularni komplexy. Ty jsou tvofené pouze jednim typem proteinové
podjednotky, které jsou spojené nekovalentnimi interakcemi (napt. cytochrom c). Mezi
heterooligomerni komplexy fadime proteiny, které se skladaji s rozdilnych
polypeptidovych ftetézcu. Priklady hetero-komplexti zahrnuji signalni transdukcni

proteiny, proteazové komplexy, enzymy a G-vazané proteiny (Cox a Phillips 2008).

Nekovalentni vazby mezi polypetidovymi fetézci jsou zdkladem pro stavbu
a agregaci proteind, ale také pro tvorbu proteinovych interakci. Proteiny jsou témito
vazbami asociovany s proteiny, ale také ligandy, nukleovymi kyselinami, substraty
a dal$imi. Odhaduje se, Ze na kazdy protein pfipada pét interak¢nich partnerti. Funkci
neznamého proteinu mizeme piedpovidat diky jeho interakci S proteinem se znamou

funkci (Wildova a Rumlova 2008).

Interakce proteint jsou tedy dilezité nejen pro spravnou regulaci jejich funkce,
ale také pro jejich vnitrobunécnou lokalizaci a hraji klicovou roli také v mnoha
bunécnych procesech. Napriklad, interakce proteinti s proteiny se podili na zméné
kinetickych vlastnosti enzymd, slouzi jako hlavni mechanismus umozujici ,,substrate

channeling, napomahaji vytvaret vazebné misto pro malé efektorové molekuly,



inaktivuji nebo snizuji expresi proteini a méni specifitu proteinu pro jeho substrat
prostiednictvim interakci s riznymi vazebnymi partnery (Srinivasa Rao et al. 2014).
Identifikace a charakterizace proteinovych interakci vytvaiejicich prostorové sité

ptispé€ly k rozpoznani fady procest v organismu.

1.1 Typy interakci proteint

Protein-proteinové interakce mizeme dé¢lit podle dvou hledisek, podle jejich
stability na obligatorni a fakultativni, a podle délky jejich trvani na stabilni a pfechodné

interakce (Obr. 1).

1.1.1. Stabilni a pFechodné protein-protein interakce

Proteinové interakce mohou byt na zdkladé délky trvani vytvorenych
proteinovych komplexti rozdéleny na piechodné a stabilni. Stabilni interakce jsou velmi
silné a ireversibilni, obsahuji vice hydrofobnich vazeb oproti pfechodnym interakcim,
Vvnichz prevladaji vazby polarni. Stabilni interakce proteind se vyskytuji
v multipodjednotkovych komplexech, které pti purifikaci zlstavaji zachovany. Jako
ptiklad takovychto interakci Ize uvést krevni barvivo hemoglobin, jez se skldda ze Ctyf
podjednotek. Kazda podjednotka obsahuje globin, jako jeji bilkovinnou ¢ast a hem, jako
jeji nebilkovinnou ¢ast. Dalsim ptikladem, ktery mizeme uvést, je interakce
antigen-protilatka.  Stabilni interakce jsou nejlépe  detekovatelné metodou
koimunoprecipitace a metodou separace pomoci afinitnich ligandd (La et al. 2013,
Perkins et al. 2010).

Ptrechodny typ proteinovych interakci oznacujeme jako interakce ovladajici
vétSinu bunéénych procest. Jsou to interakce, které se snadno tvofi a stejné dobie
i zanikaji. Pfechodné komplexy dale délime na slabé a silné. Slabé pfechodné komplexy
jsou velmi nestabilni s velmi kratkou Zzivotnosti, ukazujici in vivo rizné oligomerni
stavy proteinovych komplexi. Silné piechodné komplexy méni svou kvartérni strukturu
prostfednictvim navazani ligandu a vyzaduji specifické podminky umoziujici interakci
(Perkins et al. 2010). Pfikladem miize byt uveden heterotrimerni protein G,
ve kterém je na Go navazan guanosindifosfat (GDP), v této podob¢ interaguje

sreceptorem. Po aktivaci receptoru dochazi ke zméné konformace a na



Ga podjednotku se vaze guanosintrifosfat (GTP), diky kterému se G protein aktivuje
(Acuner Ozbabacan et al. 2011). Jakmile jsou proteiny v kontaktu se svymi vazebnymi
partnery, ucastni bunéénych procest, zahrnujici modifikaci proteind, signalizaci,

transport atd. (Pierce, 2010)

l Proiein-prdtsin interakce ]

Prechodné

Slabé | _ " Stabilni
UM nm
3 L e
— Vazebna afinita

Obrazek 1: Rozdéleni protein-proteinovych interakci v zavislosti na délce jejich

trvani (Perkins et al. 2010).

1.1.2. Obligatorni a fakultativni interakce proteini

Podstatou K rozliSeni téchto dvou skupin interakci je stabilita. V pifipadé, ze
slozky komplexu proteind jsou samy o sob¢ nestabilni in vivo, pak je ozna¢ujeme jako
obligatorni. Jinymi slovy, nékteré proteiny samy netvoii stabilni strukturu, ale jsou
soucasti komplexu proteind, ktery pak jako celek tvofi stabilni strukturu. Obligatorni
interakce mezi proteiny jsou obvykle interakce trvalé. Jako piiklad mizeme uvést
obligatorni interakci mezi B a y podjednotkou G proteinu. Opakem jsou pak interakce
fakultativni, kdy vSechny proteiny mohou existovat nezavisle na sob&. Dany protein
tedy vytvari stabilni strukturu in vivo sam (napf. cytochrom c a interakce mezi
a a B podjednotkou G-proteinu). Fakultativni interakce jsou pievazné piechodné

s n¢kolika vyjimkami. (Acuner Ozbabacan et al. 2011).



1.2. Metody detekce protein proteinovych interakci

Metody detekce interakci proteint klasifikujeme do t# typd, in vitro, in vivo
a in silico. Pro metody in vitro je charakteristické, Ze se provadi mimo Zivy organismus,
V definovaném prostiedi. U téchto metod dochdzi k ziskani cistych proteinovych
komplexi, které jsou pak dale analyzovany, proto je tieba zvolit takové podminky, aby
nedoslo k rozruseni proteinovych komplexd. Mezi in vitro postupy fadime tandemovou
afinitni purifikaci (TAP), afinitni chromatografii, koimunoprecipitaci, metodu separace
pomoci afinitnich ligandt, far western, rentgenovou krystalografii a NMR
spektroskopii.

Metody in vivo se na rozdil od in vitro provadi v Zivém organismu. PfedevS§im
V posledni dobé¢ se dostavaji do popfedi zajmu z hlediska objasnéni jiz zndmych
proteinovych interakci a upfesnéni jejich funkce v ramci bunék. Patii mezi né¢ metody
jako kvasniény dvouhybridni systém, fluorescen¢ni resonanéni pienos energie (FRET),
bioluminiscen¢ni resonanéni pienos energie (BRET) a synteticka letalita.

Metody in silico jsou zaloZené na pocitacové simulaci. Patii sem mnoho metod,
které se dnes silné rozvijeji. Jsou to metody zaloZené na analyze a predikci sekvenci,
domén, struktur proteint. Patii sem napf. metoda genové flze, ,.in silico 2 hybrid*,

chromozomové blizkosti a dalsi (Srinivasa Rao et al. 2014).

1.2.1. Koimunoprecipitace

Koimunoprecipitace je imunochemicka metoda, ktera spolu s tandemovou
afinitni purifikaci a metodou separace pomoci afinitnich ligandd patii k metodam
vyuzivajici vazby na nosi¢. U koimunoprecipitace se jedna o schopnosti protilatek
specificky vazat pozadovany protein spolu s jeho interakénimi partnery. Po pred¢isténi
bunécného lyzatu je ptidana protilatka proti studovanému proteinu a dochazi vytvoreni
specifického komplexu antigen-protilatka. Po vytvofeni komplexu jsou do bunécného
lyzatu ptidany sefar6zové nebo agar6zové kulicky s kovalentné navazanym proteinem
A nebo proteinem G (Obr. 2). Po navazani protilatky na protein A ¢i G, dojde
k imobilizaci celého proteinového komplexu, ktery je nasledné eluovan a detekovan
pomoci metody SDS elektroforézy a Western blottingu, pokud zname interakéniho
partnera. Pokud je interakéni partner neznamy, pouzije se metoda hmotnostni

spektrometrie (Masters 2004).



agarézova
kulicka

Obrazek 2: Princip koimunoprecipitace, vychytavani komplexu antigen-protilatka
pomoci agarézovych kuli¢ek. Cilovy Protein X spolu s jeho interakénimi partnery
(proteiny Ya a Yb) je navazan na specifickou protilatku (Ab). Vznikly imunokomplex je
ze smesi vychytan pomoci nosi¢e (napf. agardézovych kuli¢ek) s imobilizovanym

proteinem A, ktery rozeznava Fc fragment protilatek (Durech et al. 2014).

Koimunoprecipitace se pouziva k potvrzeni interakce dvou proteind, ale Ize ji
pouzit také ve vyhledani interakci neznamych. Pro Uspé$nou imunoprecipitaci je

dilezité mnozstvi antigenu a jeho afinita k protilatce.

1.2.1.1. Antigen

Zakladnim principem kazdé imunochemické metody je spojeni specifické
protilatky s antigenem, ¢imz se ziska komplex protilatka-antigen. Jako antigen
oznacujeme jakoukoliv cizi latku vyvolavajici imunitni odpovéd’. Antigeny maji
vysokou molekulovou hmotnost, fadime mezi né proteiny, polysacharidy, nukleové
kyseliny nebo lipoproteiny (Bartinkova a Hotejsi 2009).

Imunitni reakce mohou byt generovany i proti mensim substancim, nazyvanym
hapteny. Jedna se o nizkomolekularni latky postradajici imunogenni vlastnosti. Tato
vlastnost se ovSem zméni, dojde-li K navazani haptenu na latku s vy$si molekulovou
hmotnosti. Malé misto na antigenu, na které se komplementarné¢ véaze protilatka,
oznacujeme jako epitop. Pojmem epitop se rozumi obvykle jeden az Sest monosacharida
nebo 5-8 aminokyselinovych zbytkd na povrchu antigenu. Aby doslo k interakci mezi

protilatkou a antigenem, musi byt epitop snadno pfistupny pro navazani protilatky.



Pokud dojde k denaturaci, napfiklad prostiednictvim zmény pH, na epitopu dochazi ke

zméng, coz muze mit vliv na interakci protilatka-antigen (Internet 1).

1.2.1.2. Protilatka

Protilatky jsou produkovany jako odpovéd’ na invazi cizich molekul v téle. Jako
protilatku oznacujeme imunoglobulin schopny specifické interakce s antigenem.
Protilatka se nachazi v jedné nebo vice kopii, jeji struktura piipomina tvar pismene
Y a je slozena ze Ctyf polypeptidovych fetézct. Kazdy ,,Y* obsahuje dvé totozné
kopie tézkého fetézce, a dva identické kopie lehkého fetézce, pojmenované podle jejich

relativni molekulové hmotnosti.

Lehkeé retézce
l Antigen Antigenl
Tézké fetézce ¥ 4=
-— —

Variabilni oblasti
lehkych a té2kych fetézcl F(ab),

]

J1

= . Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a té2kych fetézcl =
c

Tézké retézce

Obrazek 3: Schéma struktury protilatky - tvar pismene ,,Y* sloZeného ze dvou

identickych téZkych Fetézct a dvou identickych lehkych Fetézcua (Internet 2).

Klasicky tvar ,,Y*“ IgG se sklada ze dvou ramen, antigen-specifického
Fab ramena, které jsou rozhodujici pro skute¢nou vazbu antigenu, a Fc fragmentu, ktery
se vaze pomoci Fc receptori na povrch leukocytd (Obr. 3). Pocet Fab region
protilatky, koresponduje s jeho podttidou. Pfimo konjugované protilatky jsou znacené
enzymem nebo fluoroforem v oblasti Fc. Fc region se také vyuziva k upevnéni
protilatky k desce pro ELISA postupy. Protilatka muze byt $tépena na dva Fab a jeden
Fc fragment proteolytickym enzymem papainem, nebo na dvé casti: jeden F (ab')2

a jeden Fc ve spojovaci oblasti proteolyticky enzym pepsinem (Internet 1).

Protilatky délime do péti tiid: IgG, IgM, IgA, IgD a IgE na zaklad¢é poctu
jednotek ,,Y* a typu tézkého fetézce. Teézké tetézce IgG, IgM, IgA, IgD, a IgE jsou
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znamé jako y, u, a, 0 a ¢ v daném poradi. Lehké fetézce jakékoliv protilatky mohou byt
klasifikovany bud’ jako typ k nebo A (na zakladé¢ malého rozdilu polypeptidovych
struktur). Nicméné, t€zké fetézce urcuji podtiidu kazdé protilatky. Podtiidy protilatek se
lisi v poétu disulfidovych vazeb a v délce pantové oblasti mezi Fab a Fc fragmenty
protilatky. Nejcastéji pouzivané protilatky v imunochemickych postupech jsou ze tiidy

IgG (Jilek, 2014).

Vsechny druhy imunoprecipitace jsou zalozeny na interakci mezi antigenem
a protilatkou a mezi protilatkou a partikulemi. K imunoprecipitaci cilového proteinu
a jeho interak¢nich partner jsou vyuzivany protilatky imobilizované na sefarézovou
nebo agar6zovou matrici prostiednictvim proteinu A nebo G, které vazi
Fc fragment protilatky (Obrazek 3). Velmi dilezité je odstranéni nespecifickych
vazanych interagujicich proteint, které by mohly kontaminovat ziskané komplexy.
Tomu miZzeme zabranit pred¢isténim bunéénych lyzatti pomoci adsorbentu. Nasledné je
provedena koimunopreciptace. Ziskané komplexy protilatka-antigen s dalSimi
interagujicimi proteiny jsou nasledné uvolnény z adsorbentu pomoci elu¢niho pufru.
Interakce antigenu a protilatky pti vazb¢ na partikule mize byt provedena v libovolném
poradi, ale Casto dostaneme jasnéj$i vysledek, kdyz je komplex antigen-protilatka
(Durech et al. 2014).

1.2.1.3. Faktory oviiviiujici uspesnost koimunoprecipitace

Velmi dulezitym aspektem je volba lyza¢niho pufru. Iontova sila (koncentrace
soli), volba detergentu a pH lyzacniho pufru mohou vyznamné ovlivnit G¢innost
extrakce a integritu antigenu. Mirn¢ zasadité pH a nizka iontova sila jsou vyborné pro
solubilizaci, zatimco vysoka koncentrace soli a nizké pH mulze zpUsobit, Ze dojde
k denaturaci antigenu a jeho vysrazeni z roztoku. Obecné, neionogenni (napf.
Triton ~ X-100, NP40), nebo  obojetné  (napt.  3-[(chloramidopropyl)
dimethylammonio)]1-propansulfat - CHAPS ) detergenty maji sklon k zachovani
nekovalentni protein-protein interakci, zatimco iontové detergenty, dodecylsiran sodny
(SDS) nebo deoxycholat sodny, maji tendenci k vét$i denaturaci protein-protein
interakci a také mohou nepfiznivé ovlivnit schopnost protilatky rozpoznat cilovy
antigen. Lyza¢ni pufr by mél vzdy obsahovat inhibitory proteaz, slouzici jako ochrana

pred proteolyzou cilovych proteint. Dal§im dulezitym aspektem je doba inkubace
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antigen — protilatka, pokud neni inkubace dostatecné dlouha, nedojde k jejich interakci,
a tudiz nevznikne komplex antigen — protiladtka s navdzanymi cilovymi interakénimi

partnery (Internet 1).

1.2.1.4. Metody pouzivané pro vyhodnoceni koimunoprecipitace

o FElektroforéza

Jedna se o metodu zalozenou na pohybu nabitych ¢astic piisobenim elektrického
pole. Pohyblivost Castic zavisi na velikosti néboje, tvaru, velikosti molekuly, relativni
molekulové hmotnosti délené molekuly, na pH, iontové sile, napéti a proudu prostiedi.
Nejcastéji pouzivanym typem elektroforézy je elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti SDS (SDS-PAGE), pii které dochazi k déleni proteinti podle jejich
velikosti, proteiny se pohybuji gelem riiznou rychlosti. Mensi proteiny gelem postupuji
rychleji nez vétsi. S pouzitim vhodnych standardi lze touto technikou zjistit

molekulovou hmotnost studovaného proteinu (Platenik 2008).

Pfed nanesenim vzorku na SDS-PAGE je protein denaturovan zahfivanim
vzorku pii teploté 95-98 °C po dobu 3-5 minut v piitomnosti SDS a merkaptoetanolu
(ME), tim dojde k rozruseni disulfidovych mustkd a SDS proteiny obali a udéli jim
zaporny naboj. Dochdzi k naruSeni intermolekularnich a intramolekularnich interakci

a dany protein ztraci svoji tercialni a sekundarni strukturu.

SDS-PAGE tadime mezi metody diskontinudlni, kdy se polyakrylamidovy gel
odléva ve dvou vrstvach. Vzorek nejprve projde do vrstvy zaostfovaci, kde se proteiny
seskupi do tenké linie a déale pak pokracuji do separa¢niho gelu, kde se déli podle
velikosti. Po skonceni elektroforézy mizeme podrobit gel barveni pomoci Coomassie
briliantovou modii, anebo pokratovat metodou Western blotting (Internet 1).
Elektroforézu pouzivame pro detekci proteini o zndmé molekulové hmotnosti a pro

potvrzeni pfedem znamé interakce.

e Western blotting
Metoda oznacuje pienos proteind z elektroforetického gelu na povrch blotovaci
membrany. Pouzitim této metody jsme schopni identifikovat specifické proteiny ze

smési proteinti. Nejéastéj§i pouzivané blotovaci membrany jsou z nitroceluldozy
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a polyvinylidenfluoridu (PVDF). Pienos se provadi pomoci -elektrického pole,
orientovaného kolmo k povrchu gelu, coz zptisobuje, ze se proteiny pohybuji z gelu a na
membranu. Membréna spolu s gelem a filtraCnimi papiry vytvaii tzv. ,,sendvic*
(Yang et al. 2014). Po blokaci nespecifickych vazeb se pfida primarni protilatka
a molekuly imunoglobulinu hledaji sviij specificky epitop na antigenech. Po odstranéni
primarni protilatky se membrana omyje promyvacim pufrem a piidd se sekundarni
protilatka (Mahmood a Yang 2012). Sekundarni protilatkou se rozumi protilatka proti
primarni protilatce (Obr. 4).

Detekce signdlu (kolorimetricky nebo chemiluminiscenéné)

Enzym kovalentné pfipojeny e Enzymovy substrat
k sekundarni protilatce
Sekundarni protilatka proti

primérni protilatce

Primarni protildtka proti

T
studovanému proteinuy l

Membrana

Studovany protein

Obrazek 4: Oznacdeni cilového proteinu pomoci protilitek v metodé Western
blotting. Na cilovy protein se po inkubaci navaze specifickda primarni protilatka
zamé&fena proti cilovému proteinu a na primarni protilaitku se po inkubaci navaze
sekundarni  protilatka, ktera je zaméfena proti Fc fragmentu primdrni
protilaitky — sekundarni protildtka je konjugovana senzymem (napi. s kienovou
peroxiddzou), kterd se pouziva pro detekci celého komplexu a tedy i cilového proteinu

(Internet 6).

Vytvofeny imunokomplex detekujeme za pouziti znacky na sekundarni
protilatce s enzymem, napiiklad kienovou peroxidazou (HRP) nebo alkalickou
fosfatazou, ktery muze byt detekovan vizualné (kolorimetricky) nebo pomoci

chemiluminiscen¢ni metody. Metoda Western blotting naim umoznuje detekovat po
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koimunoprecipitaci nas cilovy protein i ze slozit¢jSich smési proteind

(Mahmood a Yang 2012, Thermo fisher, 2014).
e Hmotnostni spektrometrie (MS)

MS je dalsi metodou pro analyzu vysledki zmetod pro studium
protein-proteinovych interakci. Hmotnostni spektroskopie je fyzikalné-chemicka
metoda stanovujici hmotnost molekul a atomi po pievedeni na ionty. K produkci ionth
neboli kionizaci, se uziva ionizace elektronovym paprskem, chemicka ionizace,
ionizace rychlymi atomy a ionty, pusobenim elektrostatického pole, ionizace
elektrosprejem a desorpce laserem za pritomnosti matrice (MALDI — , matrix-assisted
laser desorption/ionization) a dal$i. Metoda se uziva jak k uréeni hmotnosti ¢astic, tak
ke stanoveni sloZeni vzorku a k objasnéni chemické struktury. Pfistroj pro hmotnostni
spektroskopii je sloZzen ziontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru, detektoru
a zrtidici paméti. Vysledkem je hmotnostni spektrum, které graficky znazornuje
zavislost Cetnosti iontd na hodnoté¢ m/Z, kdy ,,m* znézoriiuje hmotnost a ,,Z* naboj

iontl (Internet 3).

Pro studium peptidt a proteinti se nejcastéji pouziva MALDI ioniza¢ni technika,
Tato technika je charakterizovana tvorbou stabilnich iontli a absenci fragmentl. Pro
MALDI se nejcastéji uziva detektor doby letu (TOF) hmotnostni spektrometr nebo
spektrometry, umoznujici rozdéleni iontd o riznych hmotnostech. Zakladnim principem
TOF analyzatoru je extrakce ionti a meéfeni doby letu. lonty se pomoci napéti
vlozeného na extrakéni miizku urychli elektrickym polem a ziskaji rychlost v zavislosti
na jejich hmotnosti ,,m* a velikosti naboje ,,Z“. Ziskana kinetickd energie je pfimo
umérna naboji iontd a neptimo tmérna jejich hmotnosti. Vysledkem je rozdilna rychlost
iontll s riznym pomérem m/Z, a proto takto urychlené ionty dopadnou na detektor
Vrizném cCase, pokud urazi stejnou vzdalenost (Hoffmann a Stroobant 2007,
Thanh Huonga et al. 2014).

Pro ptipravu vzorkli na MS je dilezité rozStépeni proteinli na jednotlivé peptidy,
které jsou nasledné analyzovany MS. Pro pfipravu vzorkli na MS se vyuziva, bud’

Stépeni rozdelenych proteinti z elektroforetického gelu, nebo $tépeni ptimo z roztoku.
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1.2.2. Dalsi metody pro studium protein-protein interakei

1.2.2.1. Separace pomoci afinitnich ligandit (Pull-down analyza)

Separace pomoci afinitnich ligandd patfi spolu s imunoprecipitaci K metodam
afinitni purifikace. Studovany proteiny je imobilizovan na aktivni nosi¢. Nejéastéji
vyuzivanymi afinitnimi kotvami pro uchyceni cilového proteinu jsou hexahistidinova
kotva (6xHis), gluthation S-transferaza (GST), hemaglutinin (HA) a 8 aminokyselinovy
epitop FLAG, které¢ se vyskytuji na rekombinantnich proteinech. Cilovy protein je
purifikovan pomoci afinitnich nosict a slouzi jako ,,navnada“ pro proteiny v bunécném
lyzatu. Nosi¢ obsahujici navazany studovany protein je inkubovan s bunéénym lyzatem.
Interagujici proteiny se navazi na cilovy protein, komplex je promyt pro sniZeni
nespecifickych interakci a nasledné dochazi k eluci vhodnym pufrem (Obr. 5). Analyza
interagujicich proteinti probiha prostiednictvim SDS-PAGE s naslednou analyzou
pomoci Western blottingu nebo MS (Pierce 2010).

1. Imobilizace studovaného proteinu z lyzitu 2. Promyti nenavazanych protein( 3 cilového p na studovany protein
* 7
A%arose LI . 23 Bat Proton |
ead cg'a" "ete” " N
P - procen (O (
O o
* [ ~ . .
Baut Protemn- { °
Containing Solution Prey Protein-
° S i E Containing Lysate
"o % o ¥ l ,..:,o
L $
Ox® = ‘ l’ . Spin
 ¥o® - -
4. Promyti nenavézanych protein( 5. Eluce protein-protein interakéniho 6. Analyza protein-protein interakéniho
komplexu komplexu pomocl SDS-PAGE
7 D\.:m
>
o . J —_— —— | Ban
Huton
! O\’ —l | Prey
= Marker Purified Agarose  Punified
‘ | P cai Protea H Bait Gel Proten-Protein
g‘ Spin Displaced Interacting Complex Control  Interaction
. = Affinity Ligand (Glutathione, Co™ Chelate or Streptavidin)
>] =Fusion Tag {GST, polyHis or Biotin)

Obrazek 5: Princip metody separace pomoci afinitnich liganda. Proteiny jsou
imobilizovéany silnou afinitni interakci na aktivni nosi€. Lyzat je inkubovan s nosi¢em
nesoucim studovany protein, dojde k vazb¢ interagujiciho proteinu. Vytvoreny komplex

je pak eluovan a analyzovan (Internet 7).
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1.2.2.2. TAP

Metoda pro detekci protein-proteinovych interakci a izolaci proteinovych
komplexi, kdy jsou k N-konci nebo k C-konci cilového rekombinantniho proteinu
ptipojeny dvé nebo vice fuznich znacek. Studovany protein je purifikovan spolu
s interak¢nimi partnery pomoci jedné fuzni znacky, ktera je odstranéna pomoci
proteolytického Stépeni, nasledné dojde Kk odhaleni druhé fazni sekvence,
ktera je pak vyuzita v dalsi purifikaci (Obr. 6). Diky tomu ma metoda TAP méné
falesn¢ pozitivnich vysledkd na rozdil od metody separace pomoci afinitnich ligandt

(Srinivasa Rao et al. 2014).
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Obrazek 6: Princip metody TAP. Cilovy protein ve fiizi se dvéma fuznimi
sekvencemi, kalmodulin vazajicim proteinem (CBP) a proteinu A, navzajem
spojenych sekvenci obsahujici vazebné misto pro TEV proteazu. Komplexy fuznich
proteinill jsou izolovany s interakénimi partnery z bunécného lyzatu pomoci IgG nosice.
Sekvence proteinu A je odstranéna TEV protedzou. Nasleduje druhd purifikace

vyuZzivajici kalmodulinové nosice. (Wildova a Rumlova 2008).
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1.2.2.3. Metoda BRET a FRET

Metody FRET a BRET slouzi k identifikaci protein-proteinovych interakci na
bunéénych linii a jsou zalozené na jejich zviditelnéni pomoci excitace fluorescen¢nich
proteintl, svételné nebo enzymaticky. Zakladem metody FRET je pfenos energie mezi
dvéma fluorescenénimi molekulami (fluorofory), coz znamena z donoru na akceptor.
Fluorofory se li§i rozmezim vinovych délek svych emisnich a excita¢nich spekter.
Cilovy protein je ve form¢ fuzniho proteinu s jednim fluoroforem, zatimco vytipovany
interakéni partner je fizovéan s druhym fluoroforem. Po piiblizeni fluoroforti, tedy pfi
interakci proteinti a po excitaci donorové molekuly dojde k emisi svétla o vinové délce.
Tato uvolnéné energie ve forme svétla je zachycena akceptorem, dochazi k jeji excitaci
a nasledn¢ emisi svétla o jiné vlnové délce nez emise donoru. Svétlo
emitované z akceptoru je zachyceno a jeho intenzita je meéfena detektorem
(Matoulkovd a Vojtések 2014). Jednd se o velmi ucinnou metodu pro zjiSténi
konformace, asociace nebo disociace molekul a pro zachyceni inter- nebo
intramolekularnich interakci. Pro analyzu FRET mizeme pouzit proteiny jako je zeleny
fluorescenéni protein (GFP - green fluorescent protein) nebo jeho varianty,
modrozeleny fluorescenéni protein (CFP - cyan fluorescent protein), zlutozeleny
fluorescenéni protein (YFP - yellow fluorescent protein) nebo chemicky modifikované
proteiny pomoci kovalentniho pfipojeni k syntetickym fluoroforim (napt. k fluorescein

isothiokyanatu — FITC) (Wildova a Rumlova 2008).

Metoda BRET je na rozdil od metody FRET zahdjena enzymatickou reakci
katalyzovanou donorovou molekulou. Diky tomu umoznuje detekci az 40x menSiho
mnozstvi proteinu pii dosazeni stejné intenzity signalu. Jako donor se nej€astéji pouziva
luciferaza indukujici fluorescenci luciferinu v pfitomnosti ATP (adenosintrifosfat), jako

akceptory pouzivame GFP nebo YFP (Matoulkové a Vojtések 2014).

Ob¢ tyto metody slouzi k potvrzeni protein-proteinovych interakei, které jsou
pfedem uréeny jinou metodou, tedy musi byt pfedem dané, které proteiny je tieba

transfekovat do bunék.
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1.2.2.4. Detekce interakci s proteiny imobilizovanymi na membrané (Far western)

Far western analyza je alternativni metoda pro analyzu protein-protein interakci,
ktera je zalozena na testovani vazby na proteiny imobilizované po elektroforetickém
rozdéleni na membrané¢ (Wildova, Rumlova 2008). Cilovy protein na membrané
nechame interagovat s bunéénym lyzatem. Potencialni interakéni partner studovaného
proteinu musim byt pfeden stanoven nebo vytipovan jinou metodou pro detekci
proteinovych interakci. Na cilovy protein, ktery je imobilizovany na membrané, se
navaze interagujici partner (Obr. 7). Interagujici proteiny jsou nasledné detekovany
pomoci ruznych metod. S touto metodou analyzy, je mozné studovat vliv
posttranslaénich modifikaci na protein proteinové interakce, zkouma interakéni
sekvence za pouziti syntetickych peptidil jako sondy a identifikuje interakce proteind

bez pouziti protilatek specifickych pro antigen (Internet 4).

Imobilizovany protein X

/ A
- k4
Lol
Lo v -

. > >
+ Y protein Protilatka proti Y Vyvoj

Membrana

Obrazek 7: Popis metody Far western. Studovany protein se imobilizuje na
membranu, ktera se pak necha interagovat s interakénim partnerem. Interakéni partner
je identifikovan napf. pomoci protilatky proti interakénimu partnerovi a nasleduje

detekce proteinovych komplexu (Internet 8).
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2. DHRS7

DHRS7, neboli dehydrogenaza/reduktiza (SDR rodina) ¢len 7 (retSDR4,
SDR34C1), je lidsky enzym z proteinové nadrodiny dehydrogendz/reduktaz s kratkym
fetézcem (SDR). Uroveit poznani tohoto enzymu je dosud pomérné nizkd, i kdyz
v posledni dobé se objevuje fada novych informaci, tak jeji fyziologicka role

v organismu nebyla doposud popsana.

2.1. Nadrodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym retézcem (SDR)

SDR nadrodina obsahuje vice nez 679520 cleni a ptredstavuje jednu
z nejvétsich a nejstarSich rodin ze vSech (Jornvall et al. 2014). Tyto enzymy byly
zatazené do samostatné skupiny oxidoreduktaz v 80. letech 20. stoleti a nazev SDR byl
vytvoren v roce 1991. Zatim bylo popsano 464 rodin a charakterizovano Sest skupin.

Clenové SDR skupiny maji nizkou sekvenéni identitu, kolem 20-30 %, ale
sdileji nékolik spolecnych vlastnosti, jako je délka proteinového fetézce
(250-350 aminokyselinovych zbytkll), Rossmanntiv zahyb obsahujici 6 - 7 centralné
paralelné slozenych [ listi, které jsou obklopené dvéma a-helix (Obr. 8),
aminokyselinovou sekvenci dilezitou pro vazbu kofaktoru (Thy-Gly-x-x-x-Gly-x-Gly)
a aktivni misto, které je formovano katalytickou tetrddou ze zbytkli obsahujicich
Thy, Lys, Ser a Asp (Stambergova et al. 2014, Bhatia et al. 2015).

Charakterizovano bylo celkem Sest typi SDR enzymt, oznacovanych pismeny
»A“ (atypical), ,,C*“ (classical), ,,D* (divergent), ,,E*“ (extended), ,,I (intermediate)
a,, X (complex), (Skalova et al. 2011).

Vétsina  ¢lend SDR  nadrodiny katalyzuje ~ NAD(P)(H)-dependentni
oxidaci/redukci Siroké ftady substratii, zahrnujici predevSim steroidy a retinoidy,
a nékteti clenové se zapojuji do biotransformace cizorodych latek jako je doxorubicin,
daunorubicin, ketoprofen, nabumeton, a dalSich. SDR nadrodina obsahuje jak
cytosolické, tak 1 zdstupce vazané na membrany mitochondrii, endoplasmatického

retikula a lysosomu. (Heaseleer a Palczewski 2000).

19



Obrazek 8: Struktura zastupce SDR nadrodiny. - skladané listy jsou oznaceny

modrou barvou, a-Sroubovice ¢ervenou (Internet 5).

2.2. Vlastnosti DHRS7

Gen pro lidsky enzym DHRS7 je kdédovan na chromozomu 14 a koduje dvé
izoformy. Izoforma 1 se sklada =z 339 aminokyselin (38 kDa) a izoforma
2 obsahuje 289 aminokyselin (32 kDa). DHRS7 enzym je svou sekvenci ptibuzny
senzymy DHRS7B a DHRS7C, a vykazuje tuzkou homologii také
s 11B-hydroxysteroiddehydrogenazou 1 (11B8-HSD1) ucastnici se redukce kortizonu na
aktivni kortizol, ktery pak aktivuje glukokortikoidni receptor. Zatim byla mRNA
DHRS7 prokazana ve tkéanich prostaty, ve zlazach nadledvinek, v jatrech, v kosternim
svalstvu, vsitnici a ve stievé. Enzym DHRS7 je membranové véazany protein
endoplazmatického retikula sméfujici do lumen. (Stambergova et al. 2016).

Enzym byl pfipraven v rekombinantni formé¢, in vitro se chova jako
NADPH-dependentni reduktaza s katalytickou aktivitou pro nékteré endogenni slozky
obsahujici karbonylovou skupinu, zahrnujici steroidni hormony (androstendion,
kortison) a retionoidy (all-trans-retinal) (Heaseleer a Palczewski 2000,
Kavanagh et al. 2008).

20



2.3. Role DHRS7 v organismu

SDR enzymy se ucastni fady funkci v organismu. Naptiklad, enzym DHRS2 se
podili na chronickych onemocnéni, mezi které fadime aterosklerozu nebo diabetes
melitus (Gabrielli a Tofanelli 2012) dale pak enzym DHRS6 se tGcéastni na utilizaci
ketolatek v organismu (Guo et al. 2006). Role DHRS7 enzymu v lidském organismu je
doposud neznama, ale predpoklada se, Ze se ucastni v onemocnéni, mezi které fadime
karcinom  prostaty nebo inzulinova rezistence (Seibert et al. 2015,
de Wit et al. 2008). Mnoho SDR enzymi hraje dulezitou roli v konverzi aktivnich nebo
neaktivnich forem steroidi a retinoidu. Steroidy a retinoidy fadime mezi zakladni
endogenni substraty Gcastnici se regulace fyziologickych funkci véetné energetického

metabolismu, déleni bunék, diferenciace (Stambergova et al. 2016).

DHRS7 enzym ma katalytickou aktivitu pro slozky obsahujici karbonylovou
skupinu, androstendion, kortizon nebo all-trans-retinal. Byla také pozorovana vyznamna
katalyticka aktivita DHRS7 k 1,2-naftochinonu, reaktivni metabolit naftalenu, ktery je
soucasti latek zneciStujici ovzdu$i ze spalovani nafty a ztabakového koure,
a 9,10-fenantrenchinonu, dal$i slouceniny Skodlivé pro lidské zdravi. ZvySena exprese
tohoto enzymu byla nalezena také u pacientll s onemocnénim diabetes melitus druhého
typu, kde ma urcitou tlohu v inzulinové rezistenci, hraje ur¢itou tlohu v metabolismu

lipidii a podili se na jaterni steatoze (Stambergova et al., 2016).

Dalsi uloha DHRS7 je zaznamenana v rakoviné prostaty. Rakovina prostaty je
jednou z nejvétSich malignit u muzi na celém svété. Klinicky se rakovina prostaty
projevuje jako multifokdlni a heterogenni onemocnéni. Zpocatku vznikaji premaligni
léze, které jsou pficitany genetickym zménam v jedné nebo vice bunikach. Nasledné se
geneticka zména mulZe vyskytnout v dalSich bunikach, coZ ma za nasledek zmény

signalni drahy, maligni rist a vytvofeni primarniho nadoru.

Androgenni receptor (AR) je ligand-dependentni transkripéni faktor, potfebny
pro normalni sam¢i reprodukci. AR vaze testosteron a dihydrotestosteron (DHT)
s vysokou afinitou zprostfedkovanou androgen-dependentni transkripci gent
(Askew et al. 2007). AR je exprimovan béhem vsech fazi rakoviny prostaty a zvySeni
jeho transkrip¢ni aktivity je charakteristickym znakem nemoci. Predpoklada se, ze

AR signalni drahy podporuje v€asny rozvoj rakoviny prostaty, coz ma dulezitou roli
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V rozvoji kastraci rezistentni rakoviny prostaty (CRPC), kterd nereaguje na hormonalni
terapii. Ve svych pocatecnich fazich je rakovina prostaty 1éc¢itelnd, ale i pfesto u mnoha
pacient dochazi k relapsu onemocnéni. Dnesni 1é¢ba rakoviny prostaty je 1ékova nebo
chirurgicka kastrace. Bez ohledu na to, po kastraci muze rakovina piejit na CRPC
a u pacienta se mohou vyvinout metastize V raznych organech, predevsim

v lymfatickych uzlinach a v jatrech (Seibert et al. 2015).

Udaje za tii nezavislych studii tykajicich se rakoviny prostaty ukazaly, Ze
hladina SDR enzymu DHRS7 se v nadoru ¢asto méni. Z analyzovanych vzorku je
DHRS7 exprimovana asi v 81 % normalnich prostatickych buiikach. Pti karcinomu
prostaty dochazi k poklesu koncentrace tohoto proteinu, az je jeho hladina v nékterych
pfipadech zcela mizivd. DHRS7 m4 pravdépodobné vyznamnou tumor-SUpresorovou

funkci, ovsem mechanismus jeho regulace je zatim neznamy (Seibert et al. 2015).
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C. (il

Cilem této prace bylo provést pilotni studii proteint interagujicich s lidskym
enzymem DHRS7 pomoci metody koimunoprecipitace. Cile prace lze rozdélit do

nékolika dil¢ich cilu:

e Testovat funkcnost imunoprecipitace DHRS7 pomoci dostupni specifické
protilatky

e Testovat funkénost imunoprecipitace DHRS7 z biologického materialu

e Optimalizovat imunoprecipita¢ni postup pro dané ucely

e Provést samotnou koimunoprecipitaci za optimalizovanych podminek

e Vyhodnotit MS analyzu elucnich frakci, vytipovat potencidlni interak¢ni

partnery DHRS7
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D. Experimentalni ¢ast

3. Material

3.1. Pomiicky a pristroje

Pomicka

Automatické pipety, $picky (0,5um-5ml)

Kazeta na vyvolani fotografického filmu

Skla pro elektroforézu

Fotofilm Thermo Scientific CL-X

Nitrocelulosova membrana (0,45um)

Piistroj
Analytické vahy
Blotovaci systém
Centrifuga

Dokumentacni systém

Desti¢ka OPTI-TOF 384 well

Hlubokomrazici box
Koncentator

Kyvacka

Magneticka michacka

pH metr

Model

Scaltec SBC22

Vyrobce

Biohit

Amersham Biosciences
Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific

GE Healthcare

Vyrobce

Sartorius

Trans-Blot Turbo Transfer Systém Bio-Rad

miniSpin plus

GelDoc

OPTI-TOF 384 well

Herafreeze

Concentrator 5301

Unimax 1010
Color Squid

Orion 410A

24

Eppendorf
Bio-Rad
Applied
Biosystems
Herabus
Eppendorf
Heidolph
IKA

Thermo



Predvazka PT310
Thermomixer Compact
Elektroforéza MiniProtean
Vortex MS 3 basic
Vyrobnik ledové tristé AF 80

Zdroj pro elektroforézu PowerPac Universal

3.2. Chemikalie

Nazev

2-Merkaptoethanol

Acetonitril

Akrylamid

Blokovaci mléko pro Western blotting
Chlorid draselny

Chlorid sodny

Chlorovodikova kyselina

Commassie Briliant Blue G-250
Dodecylhydrogensulfat sodny (SDS)
Glycin

Glycerol

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosfore¢nan didraselny bezvody, p.a.

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodecylhydrat, p.a.
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Sartorius
Eppendorf
Bio-Rad
IKA
Scotsman

Bio-Rad

Vyrobce
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma- Aldrich
Bio-Rad

Penta

Penta

Penta

Sigma- Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Kulich Pharma,s.r.o.
Sigma-Aldrich
Penta

Penta



Hydrogenuhlic¢itan amonny

Isobutanol, p.a.

Jodacetamid

Magnetic Bead Protein G

Methanol, p.a.

Mocovina, p.a.

Persiran amonny

Ponceau S

SIMAG partikule

TEMED

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), p.a.
Tween 20 pro molekularni biologii
Trifluoroctova kyselina

Trypsin

Univerzalni rychloustalova¢, FOMAFIX

Vyvojka, Fomadon LQN

3.3 Standard molekulovych hmotnosti
Nazev

Precision Plus Protein Standards, All Blue
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Merck

Penta
Sigma-Aldrich
NEB

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma- Aldrich
SIMAG
Sigma-Aldrich
Penta
Sigma-Aldrick
Sigma-Aldrich
Promega

Foma Bohemia

Foma Bohemia

Vyrobce

Bio-Rad



3.4. Protilatky a Proteiny

Nazev Vyrobce
Mysi protilatka proti DHRS7 (ab69348) Abcam
Krali¢i protilatka proti mysi protilatce (Dako P0217) Dako
Normalni mysi protilatka (SC-2027) SantaCruz

Biotechnology
Cisty DHRS7 enzym (c = 104,3 pg/ml), (c = 100,8 pg/ml) KBV FaFUK

Mikrosomalni frakce s DHRS7 (c = 15mg/ml) KBV FaFUK

3.5. Lyzaty bunéénych linii

Nase testovani jsme uskutecnili na osmi bunéénych liniich. Trypsinizované
buiikky byly pfipraveny na katedie Biochemickych véd, Farmaceutické fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4. Metodika
4.1. Zasobni roztoky

e 30 % akrylamid (AA) + 0,8 % bis-akrylamid (bis-AA)

Akrylamid 30,09
Bis-akrylamid 0,89
Destilovana voda 100 mi
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e 15M Tris-HCI, pH 8.8

Tris
Destilovana voda

Hodnota pH upravena konc.HCI na hodnotu 8,8

e 05M Tris-HCI, pH 6,8
Tris

Destilovana voda

Hodnota pH upravena konc. HCI na hodnotu 6,8

e 10 % SDS
SDS

Destilovana voda

e 0.5 % bromfenolova modr

Bromfenolova modf

Destilovana voda

e 5x zasobni elektrodovy pufr
Tris

Glycin

SDS

Destilovana voda

Hodnota pH upravena konc. HCI na hodnotu 8,3

e 1x koncentrovany elektrodovy pufr

5x konc. elektrodovy puftr, pH 8,3

Destilovana voda
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18,59
100 ml

6,09
100 ml

10,0 g
100 ml

5049
10 ml

1519
72,09
5049
1000 ml

70 ml
230 ml



e Vzorkovy pufr

Destilovand voda

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
Glycerol

SDS

0,5 % BFB

e Vzorkovy pufr s 2-merkaptoethanolem

10 ul 2-merkaptoetanolu na 200 ul zasobniho vzorkového pufru

e 0,1 M sodno-fosfatovy pufr, pH 7.4

0,1 M Na2HPOs . 12H20
0,1 M NaH2POs3 .2 H20

e 10 % Kkyselina octova

Kyselina octova

Destilovana voda

e Fixacni roztok

Konc. kyselina octova
Metanol

Destilovana voda

e Barvici roztok Blue Silver

Destilovana voda

85 % kyselina fosforecna

Siran amonny

Coomassie Briliant Blue G
Doplnit 80 ml destilované vody

Metanol
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1,2 ml
5,0ml
3,4 ml
10g

0,4 ml

100 ml
25 ml

10,1 ml
100 ml

10 ml
40 ml
50 ml

10 ml
8 ml

10,0 ¢
0,12 ¢

20 ml



e 10 % Persiran amonny (APS)
APS 0,01g

Destilovana voda 100 pl

e |Isobutanol nasyceny vodou

Isobutanol libovolnég

Destilovana voda libovolné

e Lyzacni pufr
50 mM Tris

150 mM NaCl
10% glycerol,
1mMDTT

1 % Triton X-100

pted pouzitim pfidané inhibitory proteaz (1:1000), inhibitory fosfataz (1:50) a 50 mM
PMSF

e PBS pufr

NaCl 8,049
KCI 0,29
Na2HPOs3 . 12H20 3,58 ¢
KH2PO3 0,29
Destilovana voda 1000 ml
e TBS pufr

Tris 2409
NaCl 88,09
Destilovana voda 1000 ml

pH upravena konc. HCI na hodnotu 7,6
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e Blotovaci pufr
25 mM Tris

192 mM Glycin
20 % metanol

Destilovana voda

e Promyvaci pufr 0.1 % PBS-T (TBS-T)

PBS (TBS) pufr
Tween 20

e Promyvaci pufr pro koimunoprecipitaci

25 mM Tris

75 mM NaCl

5 % glycerol

0,5 % Triton X-100
Destilovana voda

Hodnota pH upraveno konc. HCl na 7,4

e Promyvaci pufr pro koimunoprecipitaci bez Tritonu

25 mM Tris
75 mM NacCl
Destilovana voda

Hodnota pH upraveno konc, HCl na 7,4

e 0.2 M Glycinovy pufr
0,2 M Glycin

Destilovana voda

Hodnota pH upravena konc. HCI na hodnotu 2,5

e Barvici roztok 0.1 % Ponceau S

Ponceau S

Destilovana voda
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151¢g
7,219
100 ml
500 ml

1000 ml
1 ml

0,3027 g
0,4383 g
5,75 ml

100 ml

0,3029 g
0,4383 g
100 ml

0,3754 g
25 ml

0,1g
100 ml



¢ Blokovaci pufr 5 % mléko v TBS-T

Susené odtu¢néné mléko nebo BSA

PBS-T (TBS-T)

e 3 % roztok suSeného mléka nebo BSA v TBS-T

Susené odtu¢néné mléko nebo BSA
PBS-T (TBS-T)

¢ 8 M mocovina

Mocovina

Destilovana voda

e Vyvojka
Fomadon LQN

Destilovana voda
e Ustalovac¢
Fomafix

Destilovana voda

o Detekéni systém (pripravit v ¢as potieby)

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

Roztok A smichan s roztokem B v poméru 1:1

e Roztok 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného

Hydrogenuhli¢itan amonny

Ultracista voda

e Roztok 10 mM dithiotreitolu (DTT)
Dithiotreitol (DTT)

Ultracista voda
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5049
100 ml

300
100 ml

8,8048 g
10ml

6 ml
84 ml

15 ml
75 ml

39,53 mg
10 ml

0,154 mg
100 pl



e Roztok 55 mM jodacetamidu

Jodacetamid 1,017 mg
Ultracista voda 100 pl

e Pufr A —5 % Acetonitril (ACN) + 0,1 % trifluoroctova kyselina (TFA)

ACN 5ml
TFA 0,1 ml
Ultradista voda 94,9 ml

e PufrB—80% ACN+0,1% TFA

ACN 8mil
TFA 0,1 ml
Ultracista voda 1,99 ml
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4.2. Priprava bunéénych lyzatia

Trypsinizované buiikky byly dvakrat oplachnuty 10 ml PBS pufru
a centrifugovany pii 1000 rpm po dobu péti minut. PBS pufr byl odstranén a k peleté
bunék byl ptidan lyzacni pufr v objemu 300 ul az 1000 ul dle velikosti pelety. Bunky
byly s lyza¢nim pufrem inkubovany po dobu 30 minut na ledu, za ob&asného protiepani.

Poté byla smés centrifugovana pii 12 000 rpm po dobu 20 minut pii 4 °C.

4.3. Stanoveni koncentrace ve vzorcich pomoci metody dle Bradfordové

Koncentrace proteinli ve vzorcich byla stanovena metodou dle Bradfordové za
pouziti BSA jako standardu. Stanoveni bylo provadéno v 96-jamkové mikrotitracni
desticce a absorbance byla métena pii 596 nm.

Nejdiive byla ptipravena kalibra¢ni fada BSA (Tab. 1). Pro vytvofeni kalibra¢ni
fady byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci Img/ml rozpusténim 1,5 mg BSA

v 1,5 ml 10x zfedéném lyza¢nim pufru.

Tab. 1: Koncentrace roztoku BSA pouZitych pro vytvoreni kalibraé¢ni Fady pro

stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich.

Koncentrace Objem BSA Objem lyzacniho pufru
(ng/ml) (1) (1)
100 25 225
200 50 200
400 100 150
600 150 100
800 200 50
1000 250 0

Vzorky v objemu 5 pl byly nafedény 45 pl vody na kone¢ny objem 50 pl. Na
mikrotitracni desti¢ku bylo naneseno vzdy 5 pul kazdého vzorku do tripletu (kalibra¢ni
1 stanovovany). Jako slepy vzorek bylo pouzito 5ul 10x zfedéného lyzac¢niho pufru.

Ke kazdému vzorku v jamkach bylo ptidano 235 ul Bradfordova ¢inidla. Vzorky
byly inkubovany po dobu 15 min pfi laboratorni teploté. Absorbance se métila pomoci

spektrofotometru v absorbénim maximu 596 nm. Ze ziskanych namétenych hodnot byla

34



sestavena kalibra¢ni ktivka a rovnice regrese, diky niz se stanovila koncentrace proteinu

ve vzorcich.

4.4. SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
4.4.1. Priprava polyakrylamidového gelu

Na ptipravu polyakrylamidového gelu byla pouzita elektroforeticka skla pro
ptipravu 0,75 mm silného gelu a kryci sklo. Skla se nejdiive omyla vodou a jarem,
nasledné destilovanou vodou, lihomethanolem a umistila se do nalévaciho stojanu. Na
separaci proteini byl pouzit 12% separacni gel a 4% zaostiovaci gel (Tab. 2, 3).
Tetramethylethylendiamin (TEMED) a 10% persiran amonny (APS) byly pfidany pro

zahajeni polymerace a roztok byl nasledné dobte promichan.

Tabulka 2: SloZeni separa¢niho gelu o koncentraci 12%.

Slozky Objem
Ultracista voda 1,6 ml

1,5M Tris-HCI, ph 8,8 1,25 ml
10% SDS 50 ul

30% roztok akrylamidu 2,1 ml
10% APS 50 pl
TEMED 2,5 pl
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Tabulka 3: SloZeni zaostiovaciho gelu o koncentraci 4%.

Slozky Objem
Ultradista voda 953 ul
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 391 pl
10% SDS 16 ul

30% roztok akrylamidu 203 ul
10% APS 32 ul
TEMED 1,6 pul

Roztok na separaéni gel se po jeho pripraveni ihned nalil mezi skla, do % vysky
a prevrstvil se 300 pl nasyceného isobutanolu. Po ¢tyficeti minutach polymerace, se slil
isobutanol a pfipravil se roztok pro zaostiovaci gel. Roztok byl opét promichan a ihned
se nalil mezi skla, dokud hladina nedoséhla horni ¢asti kryciho skla. Poslednim krokem
bylo vlozeni hiebinku a gel se nechal polymerovat devadesdt minut pii pokojové

teploté. Po ztuhnuti byl vyjmut hiebinek a jamky proplachnuty destilovanou vodou.

4.4.2. Priprava vzorki a elektroforéza

Vzorky byly doplnény destilovanou vodou na stejny objem a pfidal se vzorkovy
pufr sME (10 ul ME na 200 ul vzorkového pufru) v poméru 1:4. Vzorky byly
inkubovany na teplotu 95 °C po dobu 3 minut.

Skla s gelem byla vyjmuta z drzaku a vlozena do elektroforetické cely. Namisto
druhého gelu byla vlozena plastova nahrada. Vnitini ¢ast cely se naplnila zfedénym
elektrodovym pufrem, tak aby hladina pufru byla vyse nez kryci sklo. Déle jsme nanesli
jednotlivé vzorky do jamek, jako prvni bylo naneseno 5 pl markeru. Prazdné jamky
byly doplnény vzorkovym pufrem. Cela se vloZila do elektroforetické nadoby a dolil se
vzorkovy pufr po znaCku na nadob€. Aparatura byla piekryta vikem a pfipojena ke
zdroji stejnosmeérného napéti. Pro separaci proteinii v zaostfovacim gelu bylo nastaveno

napéti 100 V po dobu 20 minut, a pro separaci proteint v separacnim gelu 150 V po
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dobu 75 minut. Elektroforéza skoncila, jakmile pas bromfenolové modii doputoval ke

spodni ¢asti gelu.

4.4.3. Barveni gelu pomoci Blue Silver

Po probéhnuti gelové elektroforézy a odstranéni zaostfovaciho gelu, byl gel
ponofen do fixa¢niho roztoku na dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté byl
nékolikrat promyt destilovanou vodou a ponoien do barviva Blue Silver. Gel byl barven
pies noc za laboratorni teploty a poté byl odbarvovan destilovanou vodou do ¢irého

pozadi.

4.5. Western blotting

Elektroforeticky gel byl vlozen do nadoby s blotovacim pufrem. Do
elektroforetického pufru byla vlozena také nitrocelulosova membrina a dva silné
filtraéni papiry stejnych rozmérii jako gel. VSechny komponenty byly ponechany

Vv pufru po dobu alespoii 15 minut.

Prvnim krokem je pfenos proteintll z elektroforetického gelu na nitrocelulosovou
membranu. Do blotovaci kazety se postupné naskladaly filtracni papir, membrana,
elektroforeticky gel a nakonec filtrani papir, doslo k vytvofeni tzv. ,,sendvice*. Vzniklé
bubliny se odstranily pomoci valecku. Piebytek blotovaciho pufru se odsal buni¢inou.
Blotovaci kazeta se pfiklopila vikem a byla vloZena do blotovaciho pfistroje. Pienos
proteini z gelu na membranu trval 20 minut pfi konstantnim napéti 10 V. Po dokonceni

procesu byla provedena kontrola ptenosu proteinti a blokace membrany.
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4.5.1. Barveni gelu pomoci Briliant Blue po pFenosu proteint z gelu na

nitrocelulosovou membranu

Barveni gelu se wuskute¢nilo po procesu pienosu proteini zgelu na
nitocelulosovou membranu, z divodu kontroly elektroforetické proteinové separace

a ucinnosti prenosu (viz kap. 4.4.3).

4.5.2. Barveni nitrocelulosové membrany pomoci Ponceau S

Barveni se uskutecnilo po procesu pienosu proteinti z gelu na nitrocelulosovou
membranu, jako kontrola ptfenosu separovanych proteinti. Do nadoby s membranou
bylo pfidano barvivo 0,1 % Ponceau Sa barvilo se do objeveni prouzku, zhruba
I minutu. Barvici roztok se slil zpét do ladhve a membrana se odbarvovala
10 % kyselinou octovou. Po odbarveni se membrana proplachla TBS-T. Nésledoval

krok blokace membrany.

4.5.3. Blokace membrany

Po oplachnuti membrany TBS-T, se membrana ponofila do 5 % blokovaciho
pufru po dobu 90 minut. Nadoba s membranou byla umisténa na orbitalni tfepacku na
cca 80 rpm. Po ukonéeni procesu nasledovalo proplachnuti membrany TBS-T a proces

aplikace protilatek.

4.5.4. Aplikace protilatek

4.5.4.1. Aplikace primarni protilatky

K membrané byla pfidina mysi protilatka proti DHRS7 zfedéna v poméru
1:1000 v 15 ml 3 % BSA. Nadoba s membranou a pfidanou protilatkou se nechala pies

noc na orbitalni ttepacce (80 rpm) Vv chladici mistnosti.
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4.5.4.2. Aplikace sekundarni protilatky

Po né¢kolika oplachnuti membrany TBS-T byla aplikovana krali¢i sekundarni
protilatka proti mysi protilatce zfedéna v poméru 1:20000 v 15 ml 3 % BSA, a nadoba

byla ponechdna na orbitalni tfepacce pti laboratorni teploté po dobu 90 minut.

Membrana byla nékolikrat promyta TBS-T, poté byla ponechédna v TBS-T

a nasledoval krok vizualizace.
4.5.5. Vizualizace a vyhodnoceni

Vizualizace byla provedena v temné komote. Membrana byla vyjmuta z TBS-T
a poté se aplikoval detekéni systém, kompatibilni k sekundarni protilatce konjugované
S HRP. Detekéni systém byl pfipraven smisenim roztoku A a roztoku B v poméru
1:1, tak aby na 1cm? membrany pfipadalo 0,05 ml roztoku. Membrana byla inkubovana
dle poteby, od 3 minut az po dobu 15 minut, poté se nechala okapat a vlozila se do
folie. Folie s membranou byla vlozena do osvitové kazety a prilozil se fotofilm.
Fotofilm se exponoval po dobu 5 az 15 minut. Vyvolani filmu probéhlo pomoci

vyvojky a ustalovace.

4.6. Stanoveni exprese DHRS7 v bunéénych linii

Jako vychozi mnozstvi pro kazdy vzorek bylo zvoleno 25 pg proteinu a 100 ng
pro mikrozomy Sf9 s DHRS7 (Tab. 4). Vzorky byly smichany s SDS vzorkovym
pufrem s ME. Nasledovala SDS elektroforéza (viz kap. 4.4.) a metoda Western blotting
(viz kap. 4.5.).

39



Tabulka 4: Pirepocet vzorku pro elektroforézu s ohledem na koncentraci proteint.

Vzorek Koncentrace Objem vzorku (ul)
HeLa 5206,7 pg/ml 4,80
T-47D 2692,5 pg/ml 9,29
MDA-MB-231 13442 pg/ml 18,59
MCF 7 2829,2 ng/ml 8,83
HCT 116 3090,0 pg/ml 8,09
Ea.hy926 2220,83 pg/ml 11,26
DHRS7 104,3 pg/ml 0,90
Mikrosomy Sf9 s DHRS7 15 mg/ml 1,67

4.7. Test funk¢nosti imunoprecipitace

Pro ovéteni funkEnosti imunopreciptace bylo pouzito 500 ng protilatky proti
DHRS?7, resp. 750 ng a 1 ng, a 500 ng DHRS7 enzymu, resp. 750 ng a 1 ug. Partikule
SIMAG Protein G (20 ul) se promyly tiikrat 1 ml 0,1 M sodno-fosfatovym pufrem,
pH 7,4. Do mikrozkumavky byla napipetovana smés dle tabulky ¢. 6. Mikrozkumavka
se umistila po dobu dvou hodin do chladici mistnosti a nechala se rotovat. Po dvou
hodinach bylo odebrano 20 ul ptivodniho vzorku (PVZ) a ptidalo se 20 pl SIMAG
Protein G partikuli, které byly pfedem promyty 3x 1 ml 0,1 M sodno-fosfatového pufru,
pH 7,4. Vzorek s partikulemi byl ponechan dalsi hodinu na rotatoru v chladici mistnosti.
Nasledovala odebrani 20 pl povazebné frakce (PV) a vzorek se promyl tiikrat 500 ul
promyvaciho pufru (W1,W2 a W3). Jako posledni krok bylo promyti partikuli 50 pl
eluéniho pufru (vzorkovy SDS pufr). Po protiepani byla odebrana E1, pfidano dal$ich
50 pl eluéniho pufru a mikrozkumavka byla vloZena na tfi minuty na termostatu pfi
96 °C a doslo k debrani E2. Nasledné byla provedena SDS elektroforéza a barveni gelu
pomoci Briliant Blue (viz kap. 4.4.3.).
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Tabulka 5: SloZeni smési pro imunoprecipitace pro 500 ng, 750 ng a 1 png.

DHRS7 Protilatka Lyzaéni pufr | Destilovana
proti DHRS7 voda
(c=104,3 (c=05
pg/ml) mg/ml)
500 ng 4,80 pl 1,0 pl 295,2 ul 299,0 pl
750 ng 7,20 pl 1,5 ul 142,8 pl 148,5 pl
1ng 9,59 ul 2,0 ul 140,4 ul 148,0 pl

4.7.1. Optimalizace elu¢niho pufru

Na zacéatku procesu se pouzival jako elu¢ni ¢inidlo SDS vzorkovy pufr s ME.
Poté bylo zkouseno pouziti Setrnéjsiho zplisobu eluce, a sice glycinovy pufr. V prib&hu
experimentll se ukazala potieba eluce 8 M mocovinou, tak i tento zpisob eluce byl

testovan.

4.7.1.1.. Glycinovy pufru jako elucni cinidlo

Cely proces koimunoprecipitace byl zopakovan stejné jako v kapitole 4.7.
Celkové mnozZstvi proteinu a protilatky bylo pfepocitdino na 1 pg a dosSlo ke zméné
partikuli. Bylo pouzito 15 pul partikuli Magnetic Bead Protein a byl zvolen promyvaci
PBS-pufr. Po promyti partikuli a odebrani W1,W2,W3, bylo pfiddno 100 pl
glycinového pufru, vzorky byly protiepany po dobu 1 minuty a doslo k odebrani eluci
(E1, E2), poté bylo pfidano 20 pl Tris pro upravu pH. K partikulim bylo napipetovano
100 pl vzorkového SDS pufru s ME, odebrali jsme E3. Tyto vzorky se pouzily pro
SDS elektroforézu (viz kap. 3.4.).
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4.7.1.2. 8 M mocovina jako elucni pufr

Vychozi mnozstvi DHRS7 enzymu a protilatky byl 1 pg. Do prvni zkumavky
bylo vlozeno 9,9 ul Cist¢tho DHRS7, 2 pul mysi protilatky proti DHRS7, 138,1 pul
destilované vody a 150 ul lyza¢niho pufru. Do druhé zkumavky se ptidalo 9,9 ul
DHRS?7, 2,5 ul kontrolni protilatky, 137 ul destilované vody a 150 pl lyzaéniho pufru.
Cely proces byl zopakovan (viz kap. 4.7.). Jako elu¢ni ¢inidlo bylo zvoleno 50 ul
8 M mocoviny (Evzl, Ek1) a poté 50 ul SDS vzorkového pufru. Poté byla provedena
SDS elektroforéza (viz kap. 4.4.).

4.8. Test funkénosti imunoprecipitace s bunéénymi lyzaty

4.8.1. Glycinovy pufr jako eluéni ¢inidlo

Pro imunoprecipitaci s bunéénymi lyzaty byl zatazen krok piedc¢isténi lyzatu,
ktery byl proveden pomoci partikuli. Bylo odebrano dvakrat po 15 pl partikuli Magnetic
Bead Protein G do 2 mililitrové mikrozkumavky a byl pfidan 1 ml PBS pufru. Partikule
byla nasledné umistény na rotator po dobu 5 minut, pufr byl poté odebran, promyvani
bylo tfikrat zopakovano. Do obou mikrozkumavek s promytymi partikulemi bylo
ptidano 1000 pg HelLa lyzatu (odpovida 150 pl) a 150 ul destilované vody. Odebral se
puvodni vzorek (PV1). Mikrozkumavky se umistily na rotator do chladici mistnosti po

dobu 1 hodiny a tak bylo provedeno pted¢isténi.

Mikrozkumavky se umistily na magneticky stojan, odebralo se 5 pl pivodniho
vzorku pred¢isténého lyzatu (PV2), a lyzat se vlozil do novych mikrozkumavek.
Do mikrozkumavky oznacené vzorek bylo piidano 2 pl mysi protilatky proti DHRS7
a do kontrolni mikrozkumavky 2,5 pl kontrolni mysi protilatky. Mikrozkumavky byly
umistény na dvé hodiny na rotator do chladici mistnosti. K partikulim pouzitych pro

precisténi lyzatu bylo ptidano 50 ul SDS-pufru s ME (Evzl a Ek1).

Byly promyty nové partikule stejnym principem jako v prvnim kroku.
Z mikrozkumavek umisténych na rotitoru jsme po dvou hodindch odebrali 20 pl
pivodniho vzorku (PVvz3, PVk3). Vzorek i1 kontrola se pfidala k novym partikulim

a ob¢é mikrozkumavky byly umistény na dvé hodiny na rotator do chladici mistnosti.
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Po dvou hodinach a umisténi na magneticky stojan se odebrala povazebna frakce
(PVZvz, PVZK) a vzorek i kontrola se Sestkrat promyly 300 upl PBS pufru
(Wvz1l-Wvz6, WK1-Wk6). Eluci byla ziskana piidanim 100 ul glycinového pufru a pH
se upravilo 20 pl Tris, odebrana elu¢ni frakce (Evz2, Ek2).

Poté byla provedena SDS elektroforéza (viz kap. 4.4.) a Western blotting
(viz kap. 4.5.). Jako primarni protilatka pro western blotting byla pouzita mysi
protilatka proti DHRS7 zfedéna 1:4000 v 3 % BSA v objemu 20 ml a jako sekundarni
protilatka krali¢i proti mysi protilatce ziedéna 1:20 000 v 3 % BSA.

4.8.2. 8 M mocovina jako elu¢ni ¢inidlo

Cely postup zopakovan (viz kap. 3.7.1.2.) za pouziti bunécného lyzatu Hela
0 € = 6825,85 png /ml. Do prvni zkumavky se ptidalo 146,5 pul bunééného lyzatu, 3,5 pl
lyza¢niho pufru, 148 pl destilované vody a 2 pl protilatky proti DHRS7 a do druhé
zkumavky 146,5 ul bunécného lyzatu, 3,5 ul lyza¢niho pufru, 2,5 ul krali¢i protilatky
a 147,5 pl destilované vody. Byla provedena SDS elektroforéza a nasledné Western

blotting (viz kap. 4.4. a 4.5.).

4.9. Optimalizace imunoprecipitace DHRS7 z bunééného lyzatu

Probéhla koimunoprecipitace s pred¢isténim bunééného lyzatu HelLa. Do dvou
mikrozkumavek bylo napipetovano 150 pl bunééného lyzatu a 150 pl destilované vody.
Postup byl proveden dle kapitoly 3.2.8. s tim rozdilem, ze inkubace buné¢éného lyzatu
a protilatky prott DHRS7 byla pfes noc (16 hodin) a jako elu¢ni €inidlo bylo pouZito
50 ul vzorkového SDS pufru s ME. Detekce byla provedena pomoci metody Western
blotting.

Primarni mysi protilatka proti DHRS7 pro metodu Western blotting byla
pfipravena v poméru 1:2000 v 20 ml 3 % BSA a sekundarni krali¢i protilatka proti
primarni protilatce v poméru 1:1000 v 20 ml 3 % BSA.
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4.9.1. Optimalizovana koimunoprecipitace a priprava vzorku na MS — $tépeni

trypsinem z gelu

Byla provedena optimalizovana koimunoprecipitace s modifikaci ¢asu inkubace
a eluce (viz kap. 4.9). Inkubace bunécného lyzatu Hela s protilatkou proti DHRS7
trvala 16 hodin a jako elucni pufr bylo zvoleno 50 pl 5x ziedéného SDS pufr. Nasledna
SDS elektroforéza byla provedena za Cistych podminek, tak aby vzorky byly vhodné

pro naslednou MS analyzu.

Po probéhnuti elektroforézy byl gel roziezan v oblasti eluce vzorku a eluce
kontroly. Dohromady bylo ziskano $est mikrozkumavek vzorku a Sest mikrozkumavek
kontroly. Pti piipravé vzorki na MS je potieba dbat zvySené Cistoty, aby nedoslo ke

kontaminaci vzorkt keratiny.

4.9.1.1. Stépeni trypsinem

Césti elektroforetického gelu se roziezaly na kosticky (cca 1 mm?). Do
mikrozkumavek se piidalo 60 pl 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného a 40 ul 40 %
acetonitrilu. Vzorky se nechaly michat pfi 30 °C v termomixéru po dobu 30 minut
a poté se roztok odstranil. Cely krok se zopakoval, dokud nedoslo k Gplnému odbarveni.
Poté se pridalo 100 ul ACN a vzorky se potadné promichaly v termomixéru. ACN byl
po promichani odebran. Pro redukci cysteini bylo ptfidano 100 pl 10 mM DTT
v 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonném a vzorky se nechaly michat v termomixéru
45 minut pii 57 °C. Roztok se odstranil a pro blokaci cysteini bylo ptidano 100 pl
55 mM jodacetamidu v 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonném, vzorky byly umistény
do termomixéru po dobu 25 minut pii teploté 25 °C ve tmé a nasledné byl roztok opét
odstranén. Poté bylo ptfidano 100 pl hydrogenuhli¢itanu amonného a mikrozkumavky
byly umisténo do termomixéru po dobu 15 minut pii laboratorni teploté. Cely krok se
tiikrat zopakoval. Poslednim krokem pied pridanim $tépiciho enzymu byl piidavek
100 pul ACN, po 5 minutach vortexovani byl roztok odstranén. Proces $tépeni byl
zahajen pfidanim 10 pl roztoku trypsinu (1,0 pl trypsinu a 9,0 ul stépiciho pufr).
Vzorky byly ptevrstveny 20 ul 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného, aby kosticky

gelu béhem stépeni nevyschly. Vzorky se nechaly stépit pres noc pii 37 °C za
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obCasného michani v termomixéru. Druhy se vzorky vlozily kratce na cetrifigu
a extrahovaly se na tfi vytfepky. Nejdiive s 40 ul ACN + 1 ul TFA, pak s60 ul
ACN + 1 ul TFA a nakonec s 80 ul ACN + 1 ul TFA. Vytiepky se spojily a byly
odpaieny pii 45 °C dosucha.

4.9.1.2. Odsoleni vzorku

Odsoleni vzorku bylo provedeno pomoci kolonek Empore C18-SD SPE
Cartriges. Kolonky byly promyty pomoci 500 ul metanolu. Po jeho odkapani byly
promyty 500 ul pufrem A (5 % ACN + 0,1 % TFA). Dale se nanesly vzorky a kolonky
se doplnily pufrem A az po okraj. Po odkapani se kolonka znovu naplnila pufem A az
po okraj pro lepsi odsoleni. Odsoleny vzorek se nasledné eluoval 300 pl pufru
B (80 % ACN + 0,1 % TFA). Eluat byl jiman do nové zkumavky a nechal se odpafit na
odparce do sucha.

4.9.1.3. Naneseni na desticku

Odparek byl rozpustén v 25 ul pufru A a bylo odebrano 5 pl, ktery byl nasledné
smichan v poméru 1:1 s matrici (a-Kyano-hydroxyskoticova kyselina 5 mg/ml v 50 %
ACN + 0,1 % TFA). Tato se sm¢s byla nanesena po 0,8 ul na desticku OPTI-TOF
384 well a desticka byla odevzdana na MS analyzu, ktera byla provedena

PharmDr. Jurajem Lendem, Ph.D., FVZ HK Ustav molekularni patologie.

4.9.2. Optimalizovana koimunoprecipitace a priprava vzorku na MS — §tépeni

trypsinem v roztoku

Pro tento proces byla vyuzivana bunééna linie HeLa v koncentraci 14095 pg/ml.
K promytym partikulim se pfidalo 150 pl lyza¢niho pufru, 70,94 pl bunééného lyzatu
HeLa (1000 pg), objem byl doplnén lyza¢nim pufrem do 150 ul (viz kap. 4.9.).
K odebranému piedcisténému lyzatu byly pfidany protilatky, 2 pl mysi protilatky proti
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DHRS7 (¢ = 055 mg/ml) ke wvzorku a 2,5 pl kontrolni krali¢i protilatky
(c =200 pg/0,5 ml).

Tabulka 6: SloZeni vzorku a kontroly pro optimalizovanou koimunoprecipitaci

a priprava vzorku na MS — §tépeni trypsinem v roztoku.

SloZeni Vzorek Kontrola
HelLa 70,94 pl 70,94 nl
H20 77,06 pl 76,56 pul
Protilatka anti-DHRS7 2 ul -
Kontrolni protilatka - 2,5 ul
Lyzaéni puf 150 pl 150 pl

Po odebrani promyvacich frakci bylo ke vzorku a kontrole pfiddno 50 pl
8 M mocoviny. Mikrozkumavky jsme 5 minut nechaly rotovat, poté jsme umistili na
magneticky stojan za laboratorni teploty a odebrali elu¢ni frakci (Evz2, Ek2). Eluce

(50 pl) se ptipravily na MS analyzu $tépenim v roztoku.
4.9.2.1. Priprava vzorku na MS analyzu - Stépeni v roztoku

Pii pfipravé vzorkli na MS je potieba dbat zvySené Cistoty. Je proto nutno
pracovat v rukavicich a pouzivat béhem prace na pracovni plochu lihometanol tak, aby

byla omezena kontaminace keratiny.
o Stépeni trypsinem

Bylo odebrano 50 pl eluce ze vzorku a z kontroly. Ke vzorku bylo pfidano 1,2 pl
10 mM DTT v hydrogenuhlic¢itanovém pufru ptipravené¢ho vcas potieby a vzorky byly
umistény do termomixeru na jednu hodinu pfi 37 °C. Dale bylo pfidano 6,4 pl
40 mM IAA pripraveného vcas potieby. Vzorky byly inkubovany tficet minut za
laboratorni teploty bez pfistupu svétla. Po inkubaci byl pfidan 8 pl 40 mM DTT
a vzorky byly inkubovany za laboratorni teploty za nepiistupu svétla po dobu jedné
hodiny. Pfed =zacatkem S$tépeni byl ke vzorkim  pifidan 210  pul

25 mM hydrogenuhli¢itanu sodného. Po pfidani téchto surovin klesla vysledna
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koncentrace mocoviny na 0,8 M. Ke vzorku se pridalo 10 pl trypsinu (koncentrace
0,2 ug/ul) a mikrozkumavky se inkubovaly pies noc (16 hodin) pfi teploté 37 °C za
obCasného michani. Po inkubaci byly vzorky kratce stoCeny a bylo piidano

2,5 ul TFA a vzorky se odpafily dosucha pii 45 °C na odparce.
e QOdsoleni vzorku

Odsoleni vzorku bylo provedeno pomoci kolonek Empore C18-SD SPE
Cartriges (viz kap. 3.2.9.3.), poté bylo pfedano k analyze na LC-MS ve FNHK, ktera
byla provedena PhamDr. Jurajem Len¢em, Ph.D.
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E. Vysledky

5. Souhrn vysledki koimunoprecipitace a pripravy vzorki na MS

5.1. Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorcich

Koncentrace proteinu byla stanovena ve vzorcich bunéénych lyzatd Hela.,
T-47D, MCF-7, MDA-MB-231, HCT116, Ea-hy926 a HL-60 pomoci metody podle
Bradfordové. Vypocital se pramér kalibracnich vzorkia v tripletech, byla sestavena
kalibra¢ni kiivka (Obr. 9) a rovnice regrese, diky které byly vypocitany koncentrace

proteint V jednotlivych bunéénych lyzatech (Tab. 7).
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Obrazek 9: Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci BSA
V bunéénych lyzatech linii HelLa, T-47D, MCF-7, MDA-MB-231, SK-MEL-28,
HCT116, Ea.hy926 a HL-60.
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Tabulka 7: Stanoveni koncentrace proteinu Vv lyzatech bunéénych linii.

Vzorek Koncentrace (ng/ml)
HelLa 5206,70
T-47D 2692,50
MDA-MB-231 1344,20
MCF 7 2829,20
HCT 116 3090,00
Ea.hy926 2220,83
SK-MEL-28 1010,83
HL-60 1345,83
HelLa 1 4741,94
HelLa 2 6442,94

Hela 3 14 095,00

Tyto bunécné lyzaty byly vyuzity pro dal$i experimenty.
5.2. Stanoveni exprese DHRS7

Stanoveni exprese DHRS7 bylo provedeno v lyzatech bunéénych linii Hela,
T-47D, MCF-7, MDA-MB-231, SK-MEL-28, HCT116, Ea.hy926 a HL-60, které byly
dostupné na Katedie biochemickych véd. Bylo davkovano 25 pg proteinu, jednotlivych

bunéénych lyzath.

Obrazek 10: Stanoveni exprese enzymu DHRS7 vV lyzatech bunéénych linii.
Legenda: 1 - MCF7, 2 - HCT116, 3 - MDA-MB-231, 4 -T47D, 5 - HelLa, 6 — Ea.hy926,
7 - HL-60, K - Sf9 mikrozomy obsahujici rekombinantni lidskou DHRS7.
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Jako kontrola byly pouzity mikrozomy Sf9 bunék obsahujici rekombinantni
formu lidské DHRS7. Ta byla pfipravena ve form¢ fazniho proteinu s His a FLAG
znackou, tudiz jeji molekulova hmotnost je vy$$i neZ u nativni formy. Enzym DHRS7 je
exprimovan ve vSech pouzitych bunéénych liniich mimo HL-60 (Obr. 10). Nejsilngjsi
exprese enzymu DHRS7 byla v bunéénych liniich odvozenych z nadoru prsu, tedy linie
MCF-7, T-47D a MDA-MB-231, je nejsilngjsi exprese v T-47D. Exprese DHRS7 byla
prokazana také v bunécné linii odvozené od nadoru dé€lozniho Cipku HeLa, lyzaty této

linie byly vybrany pro dalsi studium protein-protein interakci enzymu DHRS7.

5.3. Test funkénosti imunoprecipitace DHRS7

Na zacatku prace bylo tieba zjistit, zda je zvolena metoda imunoprecipitace
funkéni s dostupnou protilatkou. Na trhu v dobé experimentli nebyla protilatka, ktera by
byla vyrobcem garantovand pro imunoprecipitaci. Pro test funk¢nosti byl zvolen co
mozna nejjednodussi systém — Cisty protein DHRS7 a anti-DHRS7 protilatka. Pro
uvodni experiment bylo pouZzito 500 ng DHRS7 a 500 pg protilatky (viz kap. 4.7.)

Obrazek 11: Test funkénosti procesu imunoprecipitace enzymu DHRS7 pomoci
500 ng ¢istého proteinu a 500 ng protilatky proti DHRS7. Legenda: M - standard
molekulovych hmotnosti, PVZ - pivodni vzorek, PV - povazebnd frakce,
W1 W2W3 - promyvaci frakce, E1, E2 - ecluéni frakce, 1 - exprese DHRS7
(cca 37 kDa), 2 - tezky tetézec protilatky proti DHRS7, 3 - lehky fetézec protilatky proti
DHRS7.
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Obrazek 12: Test funk¢nosti procesu imunoprecipitace enzymu DHRS7 pomoci
750 ng Cistého proteinu a 750 ng protilatky proti DHRS7. Legenda: M - standard
molekulovych hmotnosti, PVZ - pivodni vzorek, PV - povazebnd frakce,
W1W2W3 - promyvaci frakce, E1, E2 - elu¢ni frakce, 1 — exprese DHRSY
(cca 37 kDa), 2 - tézky tetézec protilatky proti DHRS7, 3 - lehky fetézec protilatky proti
DHRS7.

Eluce byla provedena nespecificky, pomoci 5x ziedéného vzorkového pufru na
SDS elektroforézu (Obr. 11, 12). Doslo k denaturaci a eluci vSech proteinti zachycenych
na partikulich, tedy jak DHRS7 (cca 37 kDa), tak protilatky, ktera po denaturaci tvofi
tézké (cca 50 kDa) a lehké fetézce (cca 25 kDa). Keluci DHRS7 stacilo 50 pl
vzorkového pufru (E1), v druhé eluci (E2 - 50 pl vzorkového pufru, inkubace 3 min na
95 °C) doslo k uvolnéni jen zbytku protilatky. V povazebné frakci (PV) je také ptitomna
DHRS7 a tézké a lehké fetézce protilatky, tudiz se zda, Ze inkubace vytvoieného
komplexu antigen-protilatka s protein G SIMAG partikulemi po dobu jedné hodiny neni
dostatecnd. Experimenty byly provedeny s riznym mnozstvim ¢ist¢tho DHRS7 proteinu
(0,5 ng - 1 pg) a protilatky (0,5 pug - 1 ug) a vysledky byly obdobné. Bylo prokazano, ze
dostupna protilatka je pouzitelna pro imunoprecipitaci a bude mozné ji pouzit v dalSich

experimentech.
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5.4. Optimalizace elu¢niho pufru
5.4.1. Glycinovy pufr jako elué¢ni ¢inidlo

Bylo prokazano, ze eluce vytvoieného komplexu antigen-protilatka ze SIMAG
protein G partikuli je mozny pomoci vzorkového SDS pufru pro elektroforézu
(viz kap. 4.7.1.1.). Nicméné tento postup denaturuje také Protein G na partikulich
a partikule neni mozné pouzit opakované. Proto byl testovan jemnégjsi zptsob eluce,

a sice 100 pl glycinového pufru pH 2,5 po dobu 1 minuty.
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Obrazek 13: Imunoprecipitace c¢isttho DHRS7 a protilaitky proti DHRS7
s pouzitim glycinového pufru jako elu¢niho ¢inidla. Legenda: M - standard
molekulovych hmotnosti, PVZ - ptavodni vzorek, PV - povazebna frakce,
W1,W1,W3 - promyvaci frakce, E1 - eluce glycinovym pufrem, E2 -eluce glycinovym
pufrem, E3 - eluce SDS-pufrem s ME, 1 — exprese DHRS7 (cca 37 kDa), 2 - tézky
fetézec protilatky proti DHRS7, 3 - lehky fetézec protilatky proti DHRS7.

Eluce glycinovym pufrem pH 2,5 je také pouzitelna. Doslo Kk eluci jak antigenu
(DHRSY), tak protilatky (lehkého a tézkého fetézce) uz pti prvni eluci (E1). V druhé
eluci glycinovym pufrem (E2) a findlni eluci pomoci 5x ziedéného vzorkového pufru
neni pfitomna ani protilatka, ani DHRS7. Glycinovy pufr je tedy ucinné elucni ¢inidlo,

dana metoda i postup funguje a neni tieba ani vicenasobné eluce (Obr. 13).
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5.4.2. 8M mocovina jako elu¢ni pufr

V pribéhu prace nastala jesté potfeba eluce pomocim 8 M mocoviny
(viz kap. 4.7.1.2.). Tento zpusob eluce byl opét testovan na systému Cisty DHRS7
enzym a protilatka proti DHRS7 (Obr. 14). V eluci je pfitomna jak protilatka proti
DHRS7, tak i enzym.
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Obrazek 14: Imunoprecipitace ¢istého DHRS7 a protilatky proti DHRS7 s pouziti
8 M mocoviny jako elu¢niho ¢inidla. Legenda: M - standard molekulovych hmotnosti,
PVZ - ptivodni vzorek, PV - povazebna frakce, E1 - eluce vzorku 8 M mocovinou,
E2 - eluce vzorku 1x konc.SDS pufrem, 1 — exprese DHRS7 (cca 37 kDa), 2 - tézky
tetézec protilatky proti DHRS7, 3 - lehky fetézec protilatky proti DHRS7.

5.5. Test funkénosti koimunoprecipitace s bunéénymi lyzaty

Z ptedchozich vysledkii je ziejmé, Ze v jednoduchém modelovém systému
imunoprecipitace DHRS7 funguje. Bylo ale tfeba vyzkouset, zda se enzym DHRS7
bude vazat se specifickou protilatkou také z biologického materialu, tedy z bunécného

lyzatu HeLa, kde je DHRS7 pfirozené exprimovan v nativni formé.
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Obrazek 15: Koimunuprecipitace DHRS7 z bunééného lyzatu HeLa s pouzitim 100
ul glycinového pufru jako elu¢niho ¢inidla. Legenda: M- standard molekulovych
hmotnosti, PV1- pivodni vzorek, PV2- Cisty lyzat, Elvz- eluce vzorku SDS-pufrem,
PVZvz - povazebna frakce vzorku, W1vz,W2vz- promyvaci frakce vzorku, Evz- eluce

vzorku glycinovym pufrem, Ek- eluce kontroly glycinovym pufrem.

Obrazek 16: Koimunuprecipitace DHRS7 bunééného lyzatu HeLa S pouzitim
100 pl glycinového pufru jako elu¢niho ¢inidla (WB). Legenda: Evz - eluce vzorku
glycinovym pufrem, Ek - eluce kontroly glycinovym pufrem, 1 — tézky fetézec

protilatky, 3 - lehky fetézec protilatky.

54



Podle expozice fotofilmu nedoslo k vyskytu enzymu DHRS7, objevily se pouze
lehké a tézké tetézce protilatek. (Obr. 16). Zda se, ze doba inkubace enzymu a protilatky
(2 hodiny) nebyla dostateéna a nedoslo k vytvofeni komplexu antigen — protilatky
(Obr. 15, 16).

5.6. Ovéreni funk¢nosti koimunoprecipitace DHRS7 z bunééného lyzatu

Po piedchozich vysledcich, kdy doba inkubace buné¢ného lyzatu HelLa a mysi
protilatky proti DHRS7 nebyla dostate¢na, doslo k prodlouzeni doby inkubace antigenu
a protilatky, a jako elu¢ni Cinidlo byl pouzit opét denaturaéni vzorkovy SDS pufr

(Obr. 17).

Evz Ex

Obrazek 17: Ovéieni funkénosti koimunoprecipitace DHRS7 z bunéénych lyzat.
Legenda: Evz - eluce vzorku SDS pufrem, Ek - eluce kontroly SDS pufrem,
37 - exprese enzymu DHRS7, 1 - tézky fetézec protilatky proti DHRS7, 2 - lehky
fetézec protilatky proti DHRS7.

Diky metodé Western blotting jsme prokazali, ze protilatka je schopna po
inkubaci pifes noc vazat a precipitovat cilovy protein DHRS7 z bunééného lyzatu HeLa.
Vytvoreny komplex je pak mozné vazat na partikule s proteinem G a nasledné eluovat
(Obr. 18). V eluci vzorku ptitomny DHRS7 (37 kDa) a fetézce protilatky, zatimco
v kontrole se DHRS7 nevyskytuje. Optimalizovany postup bude pouzit dal pro
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identifikaci proteint, které interaguji s enzymem DHRS7 a mohou byt koprecipitovany

pomoci specifické protilatky.

5.7. Koimunoprecipitace a MS analyza vzorku pripravenych $tépenim z gelu

Po optimalizaci a ovéteni funkénosti dané metody (viz kap. 5.6.) byl cely postup
zopakovan za pouziti bunéfného lyzatu HeLla, ale tentokrat za podminek, kdy je
omezena kontaminace vzorkl keratiny kviili nasledné analyze vzorku pomoci MS. Pro
MS analyzu byly pouzity dva posledni prouzky elektroforetického gelu, eluce vzorku
a eluce kontroly. Kazdy byl rozfezan na Sest dild (Obr. 18) a ty byly pfipraveny
k analyze MS $tépenim proteinu trypsinem v gelu dle postupu v kapitole 4.9.1.
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Obrazek 18: Optimalizovana koimunoprecipitace DHRS7 bunécéného lyzatu HeLa

THITT

a priprava vzorki na MS §tépenim gelu. Stdpeni proteind piitomnych v gelu pomoci

trypsinu. Legenda: Evz- eluce vzorku, Ek-eluce kontroly.

I pfesto, ze byl cely postup ptipravy vzorka proveden za podminek, které
omezuji kontaminaci vzorkd keratiny ¢i jinymi necistotami, byly vzorky zneciStény
latkou polymerniho charakteru. Diky tomu byla sniZena citlivost a vypovidajici hodnota
MALDI-TOF analyzy, ze které nebylo mozné udé¢lat zaddné zéavéry tykajici se

interak¢nich partnert DHRS7. Nebylo mozni identifikovat ani samotnou DHRS7 v ¢asti
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treti. Navic vyuziti MALDI-TOF analyzy v tomto uspofaddni (roziezani gelu na vétsi
useky s naslednym Stépenim v gelu) bylo vyhodnoceno jako ne zcela vhodné. Vhodnéjsi
by byla analyza pomoci LC-MS, kdy jsou ziskané peptidy chromatograficky rozdéleny
a pak teprve analyzovany. Pro takovou analyzu bude tfeba pfipravit vzorky pomoci

Stépeni v roztoku.

5.8. Ovéreni funk¢nosti koimunoprecipitace DHRS7 z bunééného lyzatu

pomoci 8 M mocoviny

Vzhledem k zavéram z ptedchozi analyzy a nutnosti piipadného $tépeni proteint
trypsinem v roztoku, je tieba vyzkouset funk¢nost jiné eluce, a sice eluce
8 M mocovinou, protoze SDS pufr neni kompatibilni s LC-MS. Funk¢nost byla
provedena na systému Cisty enzym a protilatka (viz kap. 4.7.1.2.).

Byve. Ek

Obrazek 19: Koiminoprecipitace DHRS7 z bunééného lyzatu HelLa s pouziti 8 M
mocoviny jako elu¢niho ¢inidla. Legenda: Evz- eluce vzorku glycinovym pufrem,
Ek- eluce kontroly glycinovym pufrem, 1- exprese DHRS7 v poloze 37 kDa, 2 - tézky
fetézec protilatky proti DHRS7, 3 - lehky fetézec protilatky proti DHRS7.
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Z obrazku 19 bylo zjisténo, ze i 8M mocovina je schopna eluovat komplex

antigen-protilatka z protein G partikuli. Je tedy mozné pouzit i tento zptsob eluce.

5.9. Koimunoprecipitace a MS analyza vzorki pripravenych §tépenim

v roztoku

Pro zisk relevantnich vysledki po MS analyze bylo tieba provést Stépeni eluci
po koimunoprecipitaci v roztoku a analyzovat je pomoci LC-MS, tudiz bylo tfeba
Z eluce vyradit SDS, které s LC-MS stanovenim interferuje. Byl tedy proveden postup
koimunoprecipitace (viz kap. 4.9.) a eluce byla provedena pomoci 8 M mocoviny. Jeji
ucinnost a vhodnost pro eluci byla predem testovana (viz kap. 4.8.2.). Proteiny elu¢ni
frakce ze vzorku i kontroly byly §tépeny v roztoku (viz kap. 4.9.2.1.) a analyzovany
pomoci LC-MS. Ziskané vysledky pro vzorek a kontrolu byly vzijemné porovnany,
proteiny, které se nachazi pouze ve vzorku, mohou byt potencialni interakéni partnefi
DHRS7. Ve vzorku byl samoziejmé identifikovan studovany protein DHRS?7.
Vyhodnoceni komplikuje fakt, ze diky pfitomnosti mySich protilatek v eluci vzorku
i kontroly, musela byt mimo databaze lidskych proteinii pouzita pro vyhodnoceni
vysledkl z hmotnostniho spektrometru i databaze mySich proteint a ve vysledcich byly
identifikovany mysi proteiny, které maji v n¢kterych ptipadech vysokou sekvencni
shodu s lidskymi proteiny, a neni tedy jisté, zda jde ve skute¢nosti o lidsky nebo mysi

protein.
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Tabulka 8: Potencialni interak¢ni partneri lidského enzymu DHRS?.

Cislo Nazev Funkce
P51114 Protein souvisejici Embryonalni a postnatalni
s mentalni retardaci vyvoj svalové tkane¢.

zpusobenou se syndromem

fragilniho X (FXR1)
QINVA2 Septin-11 (SEP11) Tvorba cytoskeletalni
GTPazy, role v cytokinezi.
060341 Lysin-specificka Regulace proteinu p53,
histondemetylaza koaktivator androgenniho
(KDM1A) receptoru.
Q9H7S9 Protein se zinkovymi prsty | Regulace bunééné adheze,
703 (ZN703) migrace a proliferace.
043251 RNA vazajici fox 1 Regulace v erytropoéze.
protein, homolog 2
(RFOX2)
P11310 Acyl-CoA dehydrogenaza Katalyzuje prvni krok
specificka pro stiedné B-oxidace MK.

dlouhé mastné kyseliny

(ACADM)
P25398 40S ribozomalni protein Strukturalni slozka
S12 (RS12) ribozomd, ucast na genové
expresi, iniciaci, elongaci
a terminaci translace
P25786 Proteazomova ATP-dependentni

podjednotka typu alpha 1 proteolyticka aktivita.
(PSAL)

Protein FXR1 se kromé tlohy v embryonalnim vyvoji svalové tkan¢ podili na

vzniku syndromu fragilniho X diky genu FMR1. Mutace v tomto genu zptisobi mentalni
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retardaci narozen¢ho ditéte. Role tohoto proteinu se nadale zkouma a zda se, ze se
vyskytuje nejenom ve svalové tkani a v mozku. (Internet 9, Siomi et al. 1995). SEP11
vykazuje také urcitou podobnost s y-aminomaselnou kyselinou (GABA) a piedpoklada
se jeho role ve stavbé neurond (Hanai et al. 2004). KDM1A fadime mezi enzym
zodpovédnych za koaktivaci androgenniho receptoru a mimo to, zpusobi stabilizaci
DNA-metylazy DNMT1, ktera je zodpovédna =za tvorbu gastruly v pribéhu
embryogeneze (Metzger et al. 2005). U ZN703 a RFOX2 byly publikovany prace,
popisujici jich ulohu v karcinomu prsu, kdy RFOX2 se podili na negativni regulaci
ER-apha, zodpovédnou =za spravnou bunéfnou regulaci a diferenciaci
(Holland et al. 2011, Norris et al. 2002). ACADM se ucastni v B-oxidaci mastnych
kyselin, pfi které vznika acetylkoenzym A podilejici se na metabolismu sacharida, tuki

a bilkovin. RS12 a PSAT se i¢astni translace bilkovin a regulace genové exprese.
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F. Diskuze

Imunoprecipitace je metoda zalozend na interakci antigenu a protilatky, pfi niz
dochazi ke vzniku detekovatelnych komplexii. Princip imunoprecipitace se vyuziva
viadé metod, jak k diagnostickym (napf. imunodifize), tak 1 Kk vyzkumnych.
(napf. chromatinova imunoprecipitace — ChIP). Metoda imunoprecipitace se da také
vyuzit pro identifikaci vazebnych partneri proteinil, pak se nazyva koimunoprecipitace.
Jde o jednoduchou metodu a predevsim kvili tomu, Ze prostifednictvim této metody
muzeme vytipovat nékteré interakéni partnery, i kdyz piesné nevime, které hledame.
Miuizeme tedy tvrdit, ze metoda imunoprecipitace je univerzalni a antigeny interaguji
s protilatkou ve svém nativnim stavu, ktery je dilezity pro jejich naslednou
separaci.(Internet 10). Jejim problémem je delsi doba zpracovani a také musime dbat na

vybéru vhodné protilatky, aby byl vysledek pozitivni (Kaboord a Perr 2008).

Velmi dulezitym krokem celé Kkoimunoprecipitace, byl vybér vhodnych
partikuli. V této praci byly zvoleny magnetické partikule, u nichz se ptredpoklada
schopnost navazat velké proteinové komplexy. Agaréozové partikule maji sice veEtsi
vazebnou kapacitu, ale maji problém s vazanim vétSich komplext. Vétsi vazebna
kapacita muze vést k vys$si pravdépodobnosti vyskytu nespecifickych interakei.

(Alber et al. 2007).

Nevyhodou metody koimunoprecipitace jsou nespecifické interakce
doprovazené faleSné pozitivnimi vysledky. Pro jejich odstranéni je tfeba zafadit krok
predc¢isténi bunééného lyzatu (Moser et al. 2010), kdy se biologicky vzorek inkubuje
S partikulemi, které se pozd&ji pouzivaji k vychytavani komplexu antigen — protilatka.
Dal8i mozZnosti je pouziti kontrolni protilatky, protoze musime pocitat s tim, Ze 1 na
samotnou protilatku se mohou vézat interakcni partnefi. Predcisténi bunééného lyzatu se
uskutecnilo pted vlastnim provedeni procesu koimunoprecipitace s cilem sniZit pocet
nespecifickych interakci (Harlow, Lane 2006). Bunécny lyzat je smés rtiznych proteint,
nukleovych kyselin a cukrii, a proto vyskyt nespecifickych interakci musime
predpokladat. Tento krok je dualezity pfedevsim pii pouziti agar6zovych partikuli, které
maji velkou vazebnou kapacitu a tedy vetsi pravdépodobnost nespecifickych interakei.
V této studii byl proces pifedcisSténi zarazen z diivodu odstranéni proteind, které se
nespecificky vdZou na partikule. Nasledn¢ na partikulich ziistalo vice volnych proteint

G vychytani komplexu antigen-protilatka (Internet 11).
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Po eluci vytvofenych komplexti z ¢astic je mozné pouzit SDS pufr nebo
glycinovy pufr. Na systému Cisty enzym DHRS7 a protilatka proti tomuto enzymu byl
nejdiive pouzivan vzorkovy SDS pufr. Tento pufr je povazovan za silné denaturujici
a je velmi ucinny a efektivni (Pirici et al. 2009). Dale 1ze pouzit glycinovy pufr jako
eluéni Cinidlo, jedna se o nedenaturujici pufr, takze oproti vzorkovému SDS pufru jde
o jemngjsi zpusob eluce. Problém toho pufru ale je, Ze ma pfili§ nizké pH, takze

v n¢kterych ptipadech nedojde k disociaci protilatky a antigenu (Internet 12).

Detekce komplexii probiha SDS elektroforézou, ktera slouzi k separaci proteinti
na zéklad¢ velikosti s detekci pomoci molekulového standardu, diky kterému mutizeme
urcit velikost detekovaného proteinu. Dalsi metodou detekce v tomto vyzkumu byla
metoda Western blotting. U této metody pouzivame protilatky namifené proti
konkrétnimu proteinu, coz je velmi dulezité, bez vhodné protilatky nema Western
blotting vyuziti. Po prvni analyze potencidlnich interakénich partnerd pomoci
MALDI-TOF byl pro ziskani eluci pouzivan vzorkovy SDS pufr a piiprava vzorku po
koimunoprecipitaci prob&hla pomoci S$tépeni trypsinem z gelu. Bohuzel, S$tépeni
trypsinem z gelu a analyza vzorki pomoci MALDI-TOF byla pro nase studium
nevhodnd, z diivodu velkych kusti gelu obsahujici velké mnozstvi proteint, proto byla
pro naslednou analyzu vyuzita LC-MS. V tomto piipad¢ bylo ale potfeba pouzit jako
eluéni pufr 8 M mocovinu, jelikoz vzorkovy SDS pufr s LC-MS interferuje
(ten Have et al. 2011). Pouziti 8 M mocoviny bylo vhodné, jelikoz vzorek muze byt
Stépen proteolytickymi enzymy. LC-MS je velice ndkladna a drahd metoda, proto byla
volena jako druhd mozZnost, je ale vice citlivd a schopna na rozdil od MALDI-TOF

nejdiive chromatograficky rozdélit peptidy a nasledné je analyzovat (Berna et al. 2007).

Vyzkum interak¢énich partnerti enzymu DHRS7 nebyl doposud proveden. Tento
enzym byl pouze prokazan jako interakéni partner transkripéniho faktoru c-myc
(Cheng et al. 2010). V databazich BioGRID nebo STRING jsou piitomny rizné
vysledky tykajicich se proteind interagujicich s DHRS7 (Internet 13, Internet 14). Tyto
databaze zobrazuji zejména vysledky velkych interaktomickych nebo bioinformatickych
studii bez ovéfovani jednotlivych interakci. Zadny s nami identifikovatelnych proteini
se vV uvedenych databazich nenachéazi jako potenciondlni interakéni partner DHRS7.
Nicméné podobné jako v naSich vysledcich 1ze nalézt v databdzi STRING jako mozné

interak¢ni partnery DHRS7 enzymy, které¢ se ucastni metabolismu mastnych kyselin
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(napf. trans-2,3-enoyl-CoA reduktaza). U strukturné blizkého enzymu DHRS7, enzymu
11B-HSD1 tcastnici se pfemény kortizonu na aktivni kortizol, byl jako interakcni
partner prokazana gluk6zo-6-fosfatdehydrogenaza, ktera tomuto enzymu dodava
NADPH (Walker et al. 2007). Analyza potencialnich interak¢nich partnerii enzymu
DHRS7 nam muize pomoct popsat jeho funkci in vivo. Vysledky ziskané v této pilotni
studii je nutné ovéfit 1 jinou metodou pro studium protein-protein interakci. Vhodnou
volbou by mohla byt metoda separace pomoci afinitnich ligand, na které se jiz v ramci
této diplomové prace Castecné pracovalo, ale proces zavedeni a optimalizace postupu

nebyl zatim dokoncen.
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G. Zavér

V ramci studia této prace doslo k optimalizaci metody koimunoprecipitace pro
studium interakci lidského DHRS7 enzymu v buné¢ném lyzatu HeLa. Byly stanoveny
podminky i doba inkubace daného enzymu s protilatkou a doslo pomoci metody
LC-MS elucnich frakci k nalezeni potencialnich interakénich partneri enzymu DHRS?7,
kteti nam mohou objasnit jeho funkci v organismu. Vysledky v této praci jsou pouze
prvotni, proto by bylo vhodné pti dalSich studiich potvrdit tyto vysledky jinou metodou

pro studium protein-protein interakci.
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