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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Valéria Marini¢ova

Veduca diplomovej prace: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Purifikdcia membranovo viazaného enzymu DHRS7B

Membranovo viazany enzym DHRS7B, pochadzajuci z nadrodiny SDR
(dehydrogenazy/reduktaz s kratkym retazcom), patri medzi malo preskimané proteiny
ludského organizmu. Aj napriek nedostatku informacii o jeho vlastnostiach bol
pozorovany u mysi, kde sa oznaluje ako PexRap s lokalizaciou v peroxizomoch
a endoplazmatickom retikule (ER). Ide teda o peroxizomalny redukujuci protein, ktory
ako kofaktor vyuziva NADPH. V mySacom organizme sa prejavila jeho aktivita na
biosyntéze peroxizomalnych éterovych lipidov po€as adipogenézy. O ulohe ludského
DHRS7B v bunke, a pripadne niektorych ochoreniach, sa doposial iba Spekuluje a preto
sa stava predmetom vyskumov.

Cielom prace bolo ziskat C&isty rekombinantny [udsky enzym DHRS7B
pripraveny v Sf9 bunkach. KedZe je to membranovy protein bolo potrebné najst vhodny
detergent, ktory dokaze enzym DHRS7B vynat z fosfolipidickej membrany a zarover
zachovat jeho aktivitu. NajvhodnejSim sa javil detergent DDM v koncentracii 1:1 (w/w)
protein:detergent. Dal$imi krokmi bola purifikacia, afinitna chromatografia pri ktorej
sa ziskal Cisty protein DHRS7B, ktory mal aktivitu voci ketotifénu 62 nmol/mg/min. Tento

Cisty enzym bude sluzit dalSiemu vyskumu na Farmaceutickej fakulte v Hradci Kralové.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Valéria MariniCova
Supervisor: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.
Title of diploma thesis: The purification of the membrane-bound enzyme DHRS7B

The membrane-bound DHRS7B enzyme, from the SDR (short-chain
dehydrogenase/reductase) superfamily, is one of poorly characterized protein of the
human organism. Despite the lack of information about its properties, it was observed in
mice, where it is named to as PexRap, localized in peroxisomes. It is a peroxisomal
reducing protein that uses NADPH as a cofactor. Its participates in biosynthesis of
peroxisomal ether lipids during adipogenesis in mice. The role of human DHRS7B in
cells or evantually in diseases has been only speculated and therefore it is in the focus
of research.

The aim of this work was to obtain the pure recombinant human DHRS7B
enzyme prepared in Sf9 cells. It is a membrane protein, so it was necessary to find a
suitable detergent that is able to remove the DHRS7B enzyme from the phospholipid
membrane while preserving its activity. The most suitable detergent was DDM 1:1 (w/w)
protein:detergent. Further step was its purification by affinity chromatography, the pure
DHRS7B protein with a ketotifen reducing activity of 62 nmol/mg/min was obtained. This
pure enzyme will be used for further research at the Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové.
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1 UVOD

Poznanie niektorych proteinov dopomohlo k mnohym medicinskym
pokrokom a rozvoju vedy. Enzymy z nadrodiny dehydrogenazy/reduktazy s kratkym
retazcom (SDR) boli prvykrat identifikované v roku 1980 v baktériach a neskér bola ich
pritomnost potvrdena tiez v cicavCej bunke (Bahtia et al., 2015). Ide o rychlorastucu
nadrodinu proteinov, ktora mala v roku 2000 asi 1600 ¢lenov (Opperman et al., 2001) no
v roku 2012 uz bolo uvedenych 160 000 zaznamov o tejto nadrodine (Persson and
Kallberg, 2013) a neskér sa tento udaj rozsiril na €islo 670 000 zdznamov (Jornvall et
al.,, 2015). Niektoré l[udské enzymy z nadrodiny dehydrogenaz/reduktadz s kratkym
retazcom su dobre opisané a zohravaju délezitu ulohu v rozvoji niektorych ochoreni ako
je nadorové bujnenie alebo v spojeni s metabolickym syndromom.

Mnohé z tychto ludskych zastupcov su stale velmi malo opisané alebo nie
sU opisané vbbec. VSeobecne ide o enzymy viazané do membran subcelularnych
podjednotiek. Jednym z nich je aj membranovo viazany enzym DHRS7B, nachadzajuci
sa v endoplazmatickom retikule. Jeho uc€ast sa predpoklada na metabolickych dejoch
a mozno ma podiel aj na patologickych stavoch. Pre zakladnu charakteristiku je preto
potrebné najprv ich ziskanie v stave, ktory nam umozni dalSi vyskum, teda

v purifikovanom stave.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Membranové proteiny

Zivi bunku mozno charakterizovat ako ststavu délezitych molekul drzanych
uprostred obalu. Tym je biologicka membrana, ktora je potrebna pre vznik a funkciu
zivého organizmu. Je to bariéra medzi vonkaj$im a vnuatornym prostredim, zodpovedna
za prijem zivin a zaroven brani Uniku obsahu bunky. V suasnych predstavach je
charakterizovana ako fluidna mozaikova $truktira (Spajdelova et al., 2013). Tvorena je
z lipidov, proteinov a sacharidov, pricom zakladnu stavbu tvoria fosfolipidy a sfingolipidy.

Lipidy maju hydrofilna hlavi¢ku, ktorda smeruje von z membrany a jeden alebo dva

hydrofébne konce, paralelne usporiadané do vnutra membrany (Obr. 1).

pohfad cez glektronovy mikroskop
Obrazok 1: Struktura biomembrany (Spajdelova et al., 2013).

Tekuty charakter zabezpecuje fluidna dvojvrstva. KedZe je membrana polotekuta
neustale sa meni jej stav, presuvaju sa zloZky, ale ako celok si stale drzi Strukturu.
Okrem zakladnych zloziek sa v membrane nachadza aj podiel cholesterolu a jeho pomer

k mnoZstvu fosfolipidov udava fluiditu membrany.
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Zakladnu stavbu vsetkych bunkovych organel sice tvori lipidova dvojvrstva,

ale za Specifické funkcie uz su zodpovedné membranoveé proteiny. Takéto proteiny maju

v organizme rézne postavenie v ramci fyziologickych procesov a dnes su ¢asto aj ciefom
farmakologickej lieCby (Alberts et al., 2005, Seddon et al., 2004). M6zu mat’ ulohu ako

re

ceptory, enzymy, transportéry &i antigény. Rozdeluji sa do dvoch skupin, ato na

integralne membranové proteiny, ktoré prechadzaju skrz membranu. Od tejto membrany

ich m6Zeme oddelit’ iba naruSenim lipidovej vrstvy. Druhou skupinou su proteiny lahko

oddelitefné jednoduchymi postupmi (Alberts et al., 2005). Analyza genomovych

sekvencii predpoveda, Ze asi 30% vSetkych proteinov produkovanych Homo sapiens,

Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae su integralne membranové proteiny

(Seddon et al., 2004). Integralne proteiny interaguju s lipidmi prostrednictvom slabych

vodikovych mostikov, Van der Wallsovych sil i iénovych interakcii. Membranove

proteiny teda m6zu byt asociované s membranou tromi réznymi spésobmi (Obr. 2):

a)

b)

Transmembranové proteiny umiestnené naprie¢ membranou. Cast polypeptidového
retfazca transmembranovych proteinov je hydrofébna a je umiestnena v membrane.
Tieto proteiny mézu prechadzat membranou raz alebo viackrat.

Membranové proteiny s lipidovou kotvou k membrane. U takychto proteinov je ich
polypeptidovy retazec pripojeny k membrane jednou alebo viacerymi kovalentnymi
vazbami.

Periférne proteiny, ktoré su viazané k membrane slabymi nekovalentnymi vazbami.
Mo6Zzu to byt interakcie s negativne nabitymi lipidmi €i inymi proteinmi (Alberts et al.,
2005).

Protein s lipidovou
kotvou k membrane

\ Fosfolipidova vrstva

Integralny membranovy protein Periférny membranovy protein

Obrazok 2: Rézne spdésoby interakcii proteinov s membranou

(Internet 1).
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2.2 Detergenty

Pre Studium membranovych proteinov v Cistej forme je potrebné ich najprv
uvolnit z dvojvrstvyy membrany. Po€as toho dochadza k poruSeniu lipidovej
vrstvy a uvolneniu membranovych proteinov. Tento proces uvolnenia z fosfolipidického
priestoru sa nazyva solubilizacia a pre ziskanie konkrétneho proteinu zo zmesi
uvolnenych proteinov je potrebna purifikacia. Na solubilizaciu membranovych proteinov
sa najCastejSie vyuzivaju detergenty, ktorym tiez mdézeme hovorit aj tenzidy. Su to
chemické zlu¢eniny amfifilnej povahy, obsahuju teda hydrofilna aj hydroféobnu €ast. Od
membranovych fosfolipidov sa liSia tym, Ze maju iba jeden hydrofébny koniec
a s proteinom vytvaraju komplex protein — detergent tiez nazyvany micela. Tieto utvary
tvoria detergenty aj bez pritomnosti proteinu. Vytvorenie tohto komplexu a uvolnenie
enzymu z membrany zavisi od koncentracie pridaného detergentu (Obr. 3) (Alberts et
al., 2005).

Fosfolipidova membrana

rRolmm
il

VRN

Nizka koncentracia detergentov Vysoka koncentracia detergentov

Jil V) 9
bl o o
WL

\l./r '

./’fj:.

Obrazok 3: Znazornenie vplyvu roéznej koncentracie detergentov
(Internet 2).

Pri nizkej koncentracii sa detergent viaze iba na membranu a rozrudi lipidovu vrstvu. Pri
nadbytku pridaného detergentu sa jeho hydrofébne konce naviazu na membranovu cast
transmembranového proteinu a tak ho uvolnia z prostredia fosfolipidov. Druhy koniec
tenzidu je hydrofilny a zabezpeci transport proteinu v roztoku. Pri vysokej koncentracii
detergentu sa tak vytvoril komplex protein — detergent (Alberts et al., 2005).
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2.2.1 VsSeobecné vlastnosti detergentov

Medzi jednu zo zakladnych charakteristik detergentov patri kriticka
dochadza k tvorbe micely (Janson et al., 2011, Walls et al., 2011). Pri vytvarani micely
tvoria "chvosty" tenzidov (hydrofébne konce, zvy&ajne uhlovodikové retazce) jadro
podobné olejovej kvapd&ke a ich ionizované (alebo asporn polarne) "hlavy" tvoria
vonkajsi obal, ktory udrZuje kontakt s vodnym prostredim (Obr. 4). Pogas vytvarania
micelarneho komplexu dochadza k nahlej zmene povrchového napatia a fyzikalnych
vlastnosti. Hodnota CMC je charakteristikou daného detergentu a meni sa v zavislosti
od podmienok, vratane pH, idnovej sily, teploty, pritomnosti bielkovin, lipidov a inych
detergentnych molekul (Seddon et al., 2004). Va¢3inou sa nachadza v rozmedzi az 10-

5az 10° mol.dm=.

Hydrofilna hlava

CMC

Micela

Hydrofébny chvost

Obrazok 4: Tvorba micely pri dosiahnuti CMC (Internet 3).
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CMC klesa s dizkou alkylového retazca a zvySuje sa s podtom dvojitych
vazieb v molekule detergentu (Seddon et al., 2004). Pri nizkych teplotach su detergenty
nerozpustné a tak sa postupne so zvySovanim teploty stupriuje rozpustnost detergentu,
zvysuje sa jeho koncentracia, az kym nedosiahne CMC. ZvySovanie teploty detergentu,
a tym jeho rozpustnosti, prebieha az do bodu kritickej micelarnej teploty (CMT), ked
monomeérne jednotky tenzidu zaénu formovat micelu. Teplota, pri ktorej su vSetky tri fazy
— kry&talicka, monomérna a micelarna — v rovnovahe, sa nazyva Kraftov Bod (Sigma-
Aldrich, 2017). Pre mnohé detergenty je CMT rovné Kraftovmu bodu (Obr. 5). Pocet

monomérov obsiahnutych v micele je znamy ako agregacné €islo (Seddon et al., 2004).

CMT

Krystalicka Micelarna
faza faza

Kraftov
bod

CMC

Monomérna

Koncentracia detergentu, mM

faza

Teplota °C

Obrazok 5: Grafické znazornenie zavislosti koncentracie detergentu a
teploty. Kraftov bod je rovny CMC (Sigma-Aldrich, 2017).
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2.2.2 Skupiny detergentov

1) I6nové detergenty — detergenty, ktoré obsahuju skupinu s nabojom, ktory méze byt
bud katibnovy alebo aniénovy a taktiez hydrofébny uhlfovodikovy retazec alebo
steroidnu kostru. Jednym z najucinnejSich je anionicky detergent dodecyl sulfat sodny
(SDS), ktory je z chemickej stranky zvy€ajne zmes sodnych alkylsulfatov, najma
laurylsulfatu (Obr. 6) (Internet 4). Efektivny je aj pri solubilizacii membranovych
proteinov, ale takmer vzdy do urcitej miery denaturuje protein. Niektoré proteiny mézu
byt opat’ renaturované odstranenim denaturujuceho prvku SDS. Medzi dalsi z ibnovych
detergentov patri cetyl trimetyl-amonium bromid (CTAB), ktory narozdiel od SDS je
kationickym typom (Seddon et al., 2004, Internet 5).

DODECYLSULFAT SODNY (SDS)

3

Hydrofobna cast

Hydrofilna cast

Obrazok 6: Dodecylsulfat sodny (SDS).

2) Neidnové detergenty obsahuju nenabitu hydrofilnu skupinu, bud polyoxyetylénovych,
alebo glykozidickych skupin. Neidnové detergenty sa vSeobecne povaZzuju za mierne a
relativne nedenaturujuce, pretoZze narusaju interakcie lipid-lipid a interakcie lipid-protein
skor, ako interakcie protein-protein. To nam umoznuje solubilizaciu v neidnovych
detergentoch bez ovplyvnenia Strukturdlnych a funk&nych vlastnosti proteinu, takze
bude protein izolovany vo svojej biologicky aktivnej forme. Patri sem napriklad n-
dodecyl-b-maltozid (DDM) (Obr. 7). Niektoré kratkoretazové neiénového detergenty, ako
je n-oktyl-h-d-glukopyranozid (OG) méZu spdsobit deaktivaciu proteinu. Dal$im
prikladom neiénovych tenzidov je napriklad Triton X-100, C12ES8, Digitonin, Igepal CA-
630, C8E4, C8ES5 (Le Maire et al., 2000, Seddon et al., 2004).

15



Hydrofobna cast Hydrofilna cast

Obrazok 7: Stuktira detergentu n-Dodecyl — B — maltozidu (DDM).

3) Zwitterionové detergenty kombinuju viastnosti ionovych a neiénovych detergentov a
vo vSeobecnosti viac deaktivuju proteiny ako neionové detergenty. Tieto zlu€eniny na
baze steroidov, ako su Zzl¢ové soli a 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propansulfonat (CHAPS), tvoria oddelenu triedu relativne jemnych detergentov.
Charakterizované su nizkou idnovou silou zavislou od agrega¢ného Cisla (Le Maire et
al., 2000). Maju vyuzitie aj v Strukturalnych studiach membranovych proteinov (Seddon
et al., 2004). Dalej sem patri aj ZWITTERGENT 3-X.

16



2.2.3 Odstranenie detergentu

Detergent, ktory sa pouzije na zabezpecenie solubilizacie, aby sa dostatocne
povolili vazby medzi zloZkami v membrane a dostali sme protein mimo prostredia
membrany, je obvykle v pomerne vysokej koncentracii. Takyto nadbytok ale méze
skomplikovat dalSiu pracu. Existuju rézne metddy ako nadbytok detergentu odstranit
a zaroveh zachovat vhodné prostredie pre dalSiu pracu s proteinom. Tieto metddy

vyuZivaju vlastnosti detergentu ako CMC alebo agregacne Cislo (Seddon et al., 2004).
a) Dialyza :

Pri dialyze sa nachadza zmes proteinu a detergentu v systéme tzv.
dialyzagnej trubicky, ktora je tvorena polopriepustnou membranou. Systém je ponoreny
do tlmivého pufru bez detergentu a za nizkej teploty a staleho mieSania prepusta
membrana malé molekuly, az kym sa nevyrovna rovnovaha v oboch roztokoch.
Studovany protein ostava uzavrety vo vnutri dialyzaéného systému (Obr. 8). Zriedenie
detergentu na koncentraciu nizSiu ako je CMC spbsobi rozlozenie micel az na
monomeéry, ktoré mézu byt bezpetne odstranene dialyzou. Technika je najlepSia pre
detergenty s vysokou CMC a nizkou molekulovou hmotnostou a nie je vhodna pre

detergenty s nizkou hmotnostou (Seddon et al., 2004).

, rekombinantny
prolei n

\ i : o " detergent
roztok proteinu [ o 1 T

‘“‘-—-ﬂ:

timivy roztok _—1 l' K
(pufor) ”f

Dialyza€na trubicka

N _.,.- ~

na zadiatku rovnovaha
dialyzy

Obrazok 8: Priebeh odstranenia detergentu pomocou dialyzy
(Internet 6).
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b) Hydrofébna adsorpcia :

Pri tejto metéde sa amfifiiné detergenty viazu na hydrofébne matrice
(hydrofébne gulicky). Po ich spoloénom zmieSani sa nechaju stat’ a nasledne mézu byt
odstranene filtraciou alebo centrifugaciou. Tento pristup je vhodny na odstranovanie
detergentov s nizkym CMC (Seddon et al., 2004).

c) Gélova chromatografia :

Pracuje na zaklade velkostnych rozdielov medzi detergentom a bielkovinou,
detergentom a micelami alebo detergentom, lipidmi a micelami. Gél umiestneny v koléne
funguje ako sito, pretoZe obsahuje péry. Malé molekuly ostanu zachytené v péroch,
zatial o velké preteCu koldénou rovnako rychlo ako mobilna faza a objavia sa vo
vyslednom eluate. Gélova chromatografia sa ¢asto pouziva na vymenu detergentu za
iny (Seddon et al., 2004).

d) I6n-vymenna chromatografia :

Vyuziva rozdielny naboj medzi bielkovinovo-detergentnymi micelami a
homogénnymi detergentnymi micelami. Tato metdda sa pouziva pre odstranenie
nadbytku neionickych a zwitterionovych detergentov. Protein sa z chromatograficke;j
kolény potom eluuje zmenou iénovej sily, alebo zmenou pH, alebo premytim ibnovymi
detergentami (Seddon et al., 2004).
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2.3 Solubilizacia membranovych proteinov

Solubilizacia je dej, ktorého vysledkom je rozruSenie vazieb medzi
membranovym proteinom a ¢astami membrany, pri ktorom dochadza k uvolneniu
membranového proteinu do vodného roztoku. To nastava vdaka pridaniu amfifilnej latky,
ktorou je prave detergent (tenzid). Tenzid uzatvara protein do micely, pri€om svojimi
hydrofilnymi skupinami je v kontakte s roztokom. Hydrofébne Casti proteinu, ktoré
doposial interagovali s membranou sa viazu s hydrofébnymi koncami detergentu.
V tomto stave ho tenzid dokaze preniest do iného prostredia. Tak je proteinu doCasne
zabezpeCené nahradné lipidické prostredie, v ktorom doposial existoval (Seddon et al.,
2004). Vysledkom je hydrofébny protein uvofneny do roztoku, vdaka Comu s nim
mdzeme dalej pracovat. Napriek tomu ale solubilizadcia mnohymi detergentami ¢asto
vedie k inaktivacii proteinov. To plati najmd pre detergenty s kratkym (C7-C10)
uhlovodikovym retazcom, napr. oktylglukozid a C8E4 alebo C8ES5, ktoré su Casto viac
inaktivujuce ako efektivne detergenty so strednou dizkou (C12-C14) uhlovodikového
retazca (Le Maire et al., 2000).

Lipidy zmembranového do micelarneho prostredia prechadzaju
v trojfazovom priebehu: 1. etapa je, ked Casti detergentov zacinaju byt prijimané
lipidovou fazou, v 2. etape zacina detergent vytvarat v membrane tzv. membranové
fragmenty obklopené molekulami detergentu, ale eSte nedochadza k solubilizacii
a predpoklada sa, Ze takto koexistuju spolu pri rovnovaznych termodynamickych
podmienkach. V etape 3 uz pomaly zacinaju byt lipidické a proteinové jednotky
solubilizované ako nejaké malé mnozstvo nesedimentujucich objektov alebo ako
zmieSané micely, a napokon v etape 4 su vytvorené micely detergent-lipid a detergent-
protein (Obr. 9) (Le Maire et al., 2000).

Detergent

OJJJ Hrydrophiic group

J’D Hydrophobic tail

I +
_,,a" fJLlﬂghle:k g

HLOH

CHy— (CH,l = CHy

Hydrophilic group  Hydrophabic tail
Obrazok 9: Membranové proteiny solubilizované detergentom OG
(Internet 7).
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2.4 Purifikacia proteinov

Purifikaciou sa oznacuje viacero procesov, pri ktorych je ziskany konkrétny
cielovy protein v Cistej forme. Pri tomto procese dochadza k odstraneniu zloziek, ktoré
nie su potrebné pre dalSiu pracu, resp. by spbsobili nespravne vysledky. Proteiny
obvykle izolujeme z buniek, tkaniva alebo z extraceulularnych tekutin. Pre zakladnu
charakterizaciu a blizSie Stadium proteinu je potrebné mat’ cielovy protein v Cistej forme.
Jedine takto mbzeme zistené vlastnosti pripisat danej molekule — mézeme Studovat jeho
Struktaru, funkciu, a v pripade enzymu jeho substratovu Specifickost, atd. V mnohych
pripadoch je dolezitd vysoka uroven Cistoty, a preto prebieha purifikacia v niekolkych
postupnych krokoch (Obr. 10). Kazdy stuperi ale zaroven spdsobi istu stratu produktu,
a preto je najlepsi postup ten, pri ktorom sa dosiahne najvy3Sia kvalita Cistenia

v najmensich krokoch (Internet 1, Zubgay et al., 1988).

Approx.
P 120-160 min

aOmin | 40-80 min | 40 min

Obrazok 10: Kroky purifikacie (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2010).
1. Material pre purifikdciu — bunky, tkaniva; 2. Homogenizacia materialu; 3.
Centrifugacia; 4. Zber vhodnej subcelularnej frakcie; 5. Filtracia vzorky; 6. Purifikacny

proces — chromatograficka separacia, jeden z purifikacnych krokov.
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2.4.1 Priprava vzorky na purifikaciu

2.4.1.1 Dezintegracia buniek predchadza solubilizacii

Na zaciatku je potrebné pripravit homogenat z buniek zdrojového materialu
pre zisk cielového proteinu. K dezintegracii buniek sluzi proces homogenizacie. Existuje
mnozstvo homogenizacnych technik a ich pouzitie zalezi na type buniek, ktoré sa
dezintegruju. K homogenizacii dochadza metédami mechanickymi, chemickymi alebo
enzymatickymi. Medzi fyzikalne-chemické metddy patri rozbitie buniek ultrazvukom, a ak
to nestadi, tak sa pouzije kombinacia detergentu s ultrazvukom (Alberts et al., 2005).
Medzi mechanické spbsoby patri Elvehjem-Potterov homogenizator, pouzitie
guléckového mlynu a homogenizacia vysokym tlakom. Z chemickych metdéd sa
vyuZivaju organické rozpustadla, ale tie denaturuju, takze ich vyuZitie v purifikacii

proteinov je minimalne (Tzannis et al., 1991).

2.4.1.2 Centrifugacia

Po rozrueni buniek homogenizaciou vznikne homogenat. Pre purifikaciu je
potom nutné pripravit vhodnu subcelularnu frakciu, kde sa ciefovy enzym nachadza. Na
to sa vyuziva centrifugacia (Obr. 11). Pri centrifugacii dochadza k separacii ¢astic na
zaklade rozdielnej sedimentacnej rychlosti. 1zolované frakcie sa mdzu pouzit na dalSiu

pracu (Internet 6, Jeremy MB et al., 2002).

Armoured casing

Rapidly rotating rolor

Obrazok 11: Znazornenie vzorky pred centrifugaciou a po

centrifugacii (Internet 8).
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2.4.2 Proces purifikacie

Pre purifikaciu proteinov sa najCastejSie vyuzivaju rdzne typy
chromatografie, ked vzorka interaguje s matricou v koléne. Separované su podla
rozdielov ich vlastnosti (Tab. 1). Pévod matrice urCuje, ¢i separacia zavisi na rozdieloch
hmotnosti, ndboja alebo afinity. RozliSujeme gélovu, idnovo-vymennu, hydrofébnu i

afinitnu chromatografiu (Bilkova et al., 1999).

Tabulka 1: Vyuzitie vlastnosti proteinov pri purifikacii. Jednotlivé techniky nie st

vhodné pre vsetky fazy purifikacie.

Vlastnost proteinu Technika
Hydrofobicita | Reverzna faza

Velkost | Gélova filtracia
Naboj | l6novo vymenna chromatografia
Specifickost ligandu | Afinitna chromatografia

Efektivne funguju iba niektoré metédy. Casto je pri tomto kroku purifikacie
problémom to, Ze proteiny nie su do takej miery vhodne upravene, aby vykazovali vysoku
afinitu a substratovu Specifickost. Jednou z chromatografickych metdd, doposial
najpouzivanejSou, je afinitha chromatografia. Touto metédou dokazeme separovat
biologické molekuly, ktoré su inak tazko separovatelné, pretoze rozdiely v ich fyzikalno-

chemickych vlastnostiach su velmi malé (Churacek et al., 1990 , Mikes et al., 1980).
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2.4.2.1 Afinitna chromatografia (AC)

Jej podstatou je schopnost biologicky aktivnych latok sa $pecificky
a reverzibilne viazat na komplementarnu zlu€eninu (afinitny ligand) imobilizovanu na
matrici v chromatografickej kolone. Afinitna chromatografia sa Casto vyuziva pre
purifikaciu rekombinantnych proteinov. Tie su vo vacSine exprimované so sekvenciou
aminokyselin (AMK), ktoré vykazuju Specificku vazbu k matrici v kolone. Tato sekvencia
AMK je na N- alebo C- terminalnom konci proteinu nazyva aj a ako - tag alebo kotva
(Linder et al., 1997, Terpe, 2003, Young et al., 2012).

Vyuzitie takychto tagov dopomohlo efektivnejSej purifikacii rekombinantnych
proteinov (Soto-Rodriguez et al., 2017). Prave jednou z najpouzivanejsich je napr.
Histidinova kotva (his-tag), €o je sekvencia 6-10 histidinov, ktora ma malu velkost
a slaby naboj (0,8 -1 kDa). Hoci sa predpoklada, ze histidinova kotva neovplyviuje
Struktdru a funkciu proteinu, tak tato skutoénost nie je ¢asto experimentalne overovana.
Carson et al. (2007) tak previedli niekolké porovnania Struktir s kotvou aj bez nej
s vysledkom, Ze histidinova kotva nema velky vplyv na samotnu Struktdru proteinu
(Carson et al., 2007). Zistenie o jej vplyve na aktivitu proteinu sa ale neda zovSeobecnit,
pretoze zavisi individualne od konformacie a aminokyselinovej sekvencie daného
proteinu (Navratil H., 2014). Medzi dalSie pouzivané kotvy patri glutathion—S—
transferaza (GST-tag), maltézu viazuci protein (MBP), c-myc znacka (c-myg tag), FLAG

peptidova znacka (FLAG-tag) (Internet 9).

Histidinova kotva je afinitnd k ionom Cu?*, Ni?*, Co?*, Zn?*, ktoré maju
funkciu ligandu a su viazané na pevné fazy (polymérny nosi¢ — kolona) chalatovym
komplexom. Délezitym aspektom uUspesSnej afinitnej chromatografie je prave aj vyber
vhodného ligandu, ktory je kovalentne viazany na povrch stacionarnej fazy. M6zu byt
totiz vysoko selektivne a viazat sa iba na jeden, ¢i malu skupinu proteinov (Hedhammar
et al.,, 2006). Okrem spominanych ibnov sa pouzivaju v pripade inych tagov napr.

protilatky, steroidné hormdny, vitaminy ¢&i inhibitory proteinov.
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Obrazok 12: Postupné kroky afinitnej chromatografie (upravené podla
Emri et al., 2011). Po naneseni vzorky na kolénu sa proteiny Specificky viazu na
ligandy, ktoré su ukotvené na matrix. Nasleduje premytie frakcie, odstranenie necistét

a napokon elucia a ziskanie Cistého purifikovaného proteinu.

Pocas vlastného procesu AC je afinitny nosic€ inkubovany so vzorkou, a vtedy
dochadza k reverzibilnej vazbe medzi cieflovou molekulou (proteinom) a ligandom.
Molekuly, ktoré sa nenaviazali a pésobili by ako ne istoty, sa odstrania premyvacim
pufrom (Obr. 12). Elucia cielového proteinu potom prebieha uz Specificky, a to zmenou
pH alebo pouZitia elu¢ného pufru s nadmernym mnozstvom kompetetivheho ligandu

napr. pufr s imidazolom alebo histidinom (Zatloukalova, 2004).
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2.5 Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym retazcom (SDR)

nadrodina

Nadrodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym retazcom (SDR) je jednou
z najvacésich proteinovych nadrodin, ktora zahffa heterogénnu skupinu enzymov. lde
o nadrodinu prevazne oxidoredukénych enzymov, ktoré boli prvykrat identifikované
v roku 1980. Najprv boli najdené len v baktériach a jednoduchych eukaryotoch, a az
neskér sa zistilo ich zastupenie aj vo vysSich triedach (Bahtia et al., 2015). SDR enzymy
sa nachadzaju v bunkovych jednotkach ako je membrana ER, mitochondrie a
v cytoplazme. Okrem oxidoreduktaz sa medzi nimi nachadzaju aj izomerazy, syntetazy

¢i enzymy bez dokazanej katalytickej aktivity (Kallberg et al., 2002).

2.5.1 SDR ako stale sa rozrastajuca rodina

Z poslednych vyskumov je zname, Ze v sucCasnosti asi 25% vSetkych
dehydrogenaz patri prave do skupiny SDR. Asi polovica SDR rodin je iba v baktériach.
V ludskom gendéme bolo najdenych 47 SDR rodin, zahriujucich 82 génov. V 90.rokoch
nadrodina obsahovala iba par zastupcov. Na zaklade udajov od Person et al. (2009)
z daného roku sa v sekvenénych databazach vtedy nachadzalo asi 47000 primarnych
Struktur. Znamych bolo viac ako 300 krystalickych Struktur (Persson et al., 2009), no
z poslednych vyskumov je znamy udaj 680 000 ¢lenov (Jornvall et al., 2015). Dékazom,
Ze ide o naozaj velmi rozmanitu nadrodinu je sekvencna zhoda medzi jednotlivymi

zastupcami, ktora je iba 15 — 30% (Oppermann et al., 2001).

2.5.2 Aminokyselinovy ret'azec SDR enzymov

Polypeptidovy retazec SDR enzymov je tvoreny z 250 aminokyselin ale
neplati to pre vSetky enzymy. Existuju aj typy s rozSirenym C-koncom retazca
a obsahom az 350 aminokyselin. Okrem monomérnych typov pozname aj oligoméry

s homodimérnou alebo homotetramérnou kvartérnou Strukturou (Kananagh, 2008).
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2.5.3 Struktura dehydrogén/reduktaz s kratkym retazcom

Podkladovym Strukturnym prvkom pre SDR je Rosmanov zahyb zlozeny zo
siedmych paralelne usporiadanych B-listov a niektoré z nich su obklopené troma a-
helixmi z kazdej strany (Obr. 13). Retazec obsahuje miesto bohaté na glycin, vysoko
konzervativne (t.j. nemenné), kde sa mdze viazat’ kofaktor (obvykle NAD* ¢i NADPH).
Aktivne miesto vykazuje urcitu variabilitu a viaZe substrat (Bray et al., 2009). Z celej
nadrodiny SDR je najviac konzervovany zbytok tyrozin (Tyr), a zaroven je sucastou
konzervovaného sekvenéného motivu nachadzajuceho sa v aktivnom mieste. Ide o ¢ast
tvorenu tetraédrou aminokyselin Tyr-Lys-Ser-Asn. Jednotlivé enzymy katalizuju rozlicné
substraty, substratova Specifickost SDR enzymov je rozmanita, obsahuje alkoholy,
cukry, retinoidy, steroidy, lipidy a xenobiotika. Enzymy z SDR nadrodiny su zodpovedné
za metabolické procesy €i signalnu regulaciu.

Pre enzymy ztejto nadrodiny je typicky usporiadany katalyticky
mechanizmus dvojsubstratovej (tzv. bi-bi) reakcie, ked sa kofaktor viaze ako prvy

a odpaja sa ako posledny.

Obrazok 13: Struktura SDR (short-chain dehydrogenases/reductases).
Modrou farbou st znazornené (-skladané listy, a-helixy st oznacené Cervenou farbou

a kofaktory su zakreslené pomocou konformacnych vzorcov (Internet 10).
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2.5.4 Sedem typov SDR enzymov

SDR enzymy sa delia do typov. Podla charakteristickych motivov
rozliSujeme sedem zakladnych SDR typov. NajfrekventovanejSie zastupenie je

v klasickom type (C = classical) — 285 rodin a nasledujucou je kategoria rozSireného

typu (E = extended) — 81 rodin. Dalej je to atypicky typ (A = atypical), stredny (I

intermediate), rozdielny (D = divergent), komplexny (X = complex) a neprideleny (U
unassigned) (Obr. 14) (Persson et al., 2013).

- pocet ¢lenov
- pocet rodin

Oxido- | Epimerases i
reductases || Dehydratases : ADH reductases

6/ AoiGroch /A

TErxxGXE TGxXGXxXE . GHXHXKEXA
: Y oK

Obrazok 14: Znazornenych sedem typov SDR. Velké pismeno vyjadruje typ
SDR, pod nim je ¢islo uvadzajuce pocet ¢lenov a pocet rodin. V spodnych ramcekoch je
uvedena enzymova aktivita a Specificka sekvencia aktivneho miesta (Persson et al.,
2013).

Prvé tri rodiny (C, E, A) zahffiaju enzymy SDR ludského typu. Klasicka sa
dalej €leni na tri zakladné klastre (zvazky) C1, C2 a C3 (Obr. 15). C1 obsahuje proteiny,
ktoré sa nenachadzaju v membranach a zahffia 18 &lenov, ktoré katalyzuju reakcie
mnohych zlu€enin ako koenzym A, prostaglandiny a molekuly podobné chinénu.
V klastroch C2 (19 ¢lenov) a C3 (17 &lenov) su typické membranové enzymy, ktoré
enzymaticky premienaju retinoidové a steroidové substraty. Od Clenov v C1 sa liSia
pritomnostou N-koncovej trasmembranovej S$pirdly. DetailnejSie rozdelenie v
jednotlivych klastroch je podla sekvencii aminokyselin a tieZz podla toho, aky substrat
enzym dokaze enzymaticky premenit.

Toto rozdelenie bolo vyuzité pre navrhnutie algoritmu znameho ako Hidden
Markov Model (HMM), ktory bol pouzity pre najdenie podobnych sekvencii v SDR. Na

zaklade toho boli dalej SDR roztriedené a bolo zavedené nazvoslovie (Bray et al., 2009).
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Obrazok 15: Ludské SDR enzymy rozdelené na typy a klastre. Schematické
zobrazenie jednotlivych klastrov v klasickom, rozSirenom a atypickom type pre ludské
enzymy SDR. Kréatke dizky zobrazuji homologné proteiny a dlhsie zasa vyjadruju
vzdialenejsi evoluény vztah. Kazdy ¢len superrodiny je anotovany pomocou symbolu
génu. Symbol hviezdiCky (*) alebo ¢ervena bodka oznacuje jednu alebo viacero Struktur,

ktoré su k dispozicii pre doménu SDR (Bray et al., 2009).
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2.6 Nomenklatura SDR

SDR nadrodina bola rozdelend na rodiny a podrodiny. Plati systém
udrzatelnej a usporiadanej nomenklatiry kazda ludska SDR rodina ma svoje jedinecné
gislo od 1 po 48. Dalej su &islované rodiny z cicavcov a eukaryot, za nimi nasleduju
rodiny pritomné v baktériach a archaeach. Posledné dostavaju Cislo tie, ktoré su iba
v baktériach. Predpoklada sa neustaly narast SDR rodiny, a s tym spojeny aj u ich Cisel
(Persson et al., 2009).

2.6.1 Cislovanie jednotlivych élenov rodiny:

Na zaciatku je v nomenklatire vzdy nazov nadrodiny (SDR) a nasleduje
Cislo rodiny (1-47) spolu s pismenom, ktoré charakterizuje konkrétny typ (klasicky — C,
rozsireny — E, atypicky — A) (Obr. 16). Cislo na konci vyjadruje daného zastupcu, a tak
su oddelené jednotlivé rodiny napr. SDR1E1. Nespracované pseudogény su oznacené
individualnym ¢islom s pridavkom “'P"", napr. SDR14E1P. Ak sa v enzyme vyskytuju

polymorfizmy oznacujeme to hviezdi¢kou (*) , napr. SDR11E1*1 (Persson et al., 2009).

nadrodina SDR rodina typ (klasicky —C)

!
SDR 32 C 1 wcwen

Obrazok 16: Nomenklatura SDR nadrodiny.
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2.7 DHRS7B

2.7.1 Lokalizacia a parametre

DHRS7B je ludsky enzym z nadrodiny SDR, patri do klasického typu C a
nachadza sa vklastri C3 (Bhatia et al., 2015). Jeho gén je lokalizovany je na
chromozéme 17p21. Protein sa sklada z 325 aminokyselin a ma molekulovd hmotnost
35,1 kDa (Bray et al., 2009).

2.7.2 Vlastnosti a funkcia

Ludska forma DHRS7B ma svoj gén na chromozéme 17p12 (Bray et al.,
2009) ale viac informacii o jeho funkcii v ludskom organizme doposial nie je znamych.
Predpokladanym kofaktorom je NADPH.

Doposial bol DHRS7B skumany iba u mysi a opisany bol ako membranovy
(Stambergova et al., 2014) a peroxizomalny redukény protein (PexRap).

Pri jeho neaktivite i nedostatku sa prejavil u mySi pokles hladiny
leukocytov, lymfocytov az takmer uplné vymiznutie neutrofilov (Lodhi et al., 2012).
Identifikacia PexRap interagujucich proteinov dokazala, Ze ich pritomnost' zasahuje do
lipidického systému, ¢o bolo dokazené prave v mySacom organizme (Lodhi et al., 2012).
Bolo preukazané, Ze sa zucastiiuje syntézy éterovych lipidov, ktoré su ligandmi pre
PPARy, ktoré maju spojitost s adipogenézou. PexRap zasahuje prave do regulacie
PPARYy receptorov. No to, ako sa podiefa PPARYy na rozdielnej tvorbe hnedého a bieleho

tuku nie je doposial zname (Lodhi et al., 2017).
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3 CIEL PRACE

Cielom prace bolo ziskat purifikovany fudsky rekombinantny enzym
DHRS7B v aktivnej forme. Zakladnym materialom boli Sf9 mikrozomy obsahujuce

ludsky rekombinantny protein DHRS7B.

Ciel prace mbézeme rozdelit :

e Screening solubilizaénej uc&innosti réznych detergentov na uvolnenie
DHRS7B z mikrozomalnej membrany

e Stanovenie aktivity DHRS7B po solubilizacii r6znymi detergentami

e Vyber najvhodnejSieho detergentu pre solubilizaciu DHRS7B

e Solubilizéacia  vacSieho  mnozZstva Sf9  mikrozomalnej  frakcie
s rekombinantnym DHRS7B vybranym detergentom

e Purifikdcia DHRS7B zo solubilizovanych mikrozOmov pomocou afinitnej
chromatografie

e Vyhodnotenie purifikatného postupu a uspeSnosti ziskania purifikovaného

rekombinantného enzymu DHRS7B
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material

411 Pomécky

Automatické pipety a Spicky (0,5ul — 5ml) Biohit

Elektroforeticky systém Bio — Rad

Fotofilm Thermo Scientific CL-X Thermo Fisher Scientific
Kazeta na vyvolanie fotografického filmu Amersham Biosciences
Multikanalova pipeta a Spicky (0,5ul — 5ml ) Biohit

Nitrocelul6zova membrana ( 0,45 pm) GE Healthcare
Ultracentrifuga¢né skumavky Amicon ultra — 4 Merck Milipore

Laboratorne sklo : kadicky, odmerné valce, lyzi¢ky, mieSadlo

4.1.2 Pristroje

Analytické vahy Scaltec SBC22 Sartorius
Blotovaci systém Trans-Blot Turbo Transfer Systém Bio - rad
Centrifuga WX ultra 80 Thermo
Centrifuga Biofuge Heraeus
Dokumentacny systém GelDoc Bio —rad
HIbokomraziaci box Herafreeze Heraeus
Chromatograf Akta purifier Amershaam Biosciences
Kolona Histrap 1 ml GE healthcare
Kyvacka Unimax 1010 Heildoph
Magneticka mieSacka Hyrtel ATR 8068 IKA

MieSacka Vortex Genius 3 IKA
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Predvazka PT310
Rotator
Thermomixer comfort

Spektrofotometer Tecan Infinite M2000

41.3 Chemikalie

2-merkaptoethanol (ME)
0,1% Ponceau S
10% kyselina octova

Akrylamid pre elektroforézu

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent

Blokovacie mlieko pre Western blotting
Chlorid sodny

Chlorid draselny

Chlorovodikova kyselina

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

Glycin pre elektroforézu

Hovadzi albumin (BSA)

Hydrogenfosfore¢nan didraselny bezvody,p.a.

Hydrogenfosfore€nan sodny dodekahydrat,p.a.

Isobutanol, p.a.
Methanol, p.a.
TEMED

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), p.a.

Sartorius
Biosan
Eppendorf

Tecan

Sigma-Aldrich
Sigma- Adrich
Penta
Sigma- Adrich
GE Healthcare Life Sciences
Bio-Rad
Penta
Penta
Penta
Sigma — Aldrich
Merck
Kulich Pharma,s.r.o.
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Penta
Penta
Penta
Penta
Sigma- Aldrich

Penta
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Tween 20 Sigma-Aldrich
Univerzalny rychloustalovac Foma Bohemia

Vyvojka Foma Bohemia

Pouzité substraty s karbonylovou skupinou :

e Kketotifen Sigma-Aldrich

Detergenty :

oktaethylen glykol monododecyl eter (C12E8) Sigma- Aldrich

¢ n-Dodecyl —  — maltozidu (DDM) Acros Chemicals

e n-Octyl-B-D-Glucopyranoside (OG) Sigma

e 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]- 1-propansulfonat (CHAPS) Sigma
e Digitonin Sigma
o oktylfenoxy poly(ethylenoxy)ethanol (Igepal CA — 630) Sigma

¢ polyethylen glykol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl ) fenyléter (Triton X-100) Sigma
e dodecylsulfat sodny (SDS) Sigma

4.1.4 Protilatky

Primarna zajacia anti-FLAG protilatka Sigma -Aldrich

Sekundarna prasacia protilatka proti zaja&im protilatkam Dako

41.5 Enzymy

Mikrozomalna frakcia Sf9 obsahujuca fudsku rekombinantnd DHRS7B (c= 5,49 mg/ml
a c=9,930 mg/ml) KBV, FaF UK
Mikrozomalna frakcia Sf9 pre meranie aktivity (¢ = 12,79 mg/ml) KBV, FaF UK

4.1.6 Molekulové markery

Precision Plus all blue standards 161-3073 (Bio-Rad, USA)

34



4.1.7 Roztoky a pufry

10% Persiran sodny (APS):

0,010 g APS rozpustit v 100 pl ultradistej vody.

10 % SDS :

10 g SDS, 80 ml ultracistej vody do 100 ml

10% kyselina octova:

Kyselina octova 10,1 ml, destilovana voda 100 ml

1,5 M Tris-HCI, pH8.8 :

18,5 g Tris, 75 ml ultracistej vody, upravit pH n 8.8 pomocou 4 M HCL

0,1 M fosfatovy pufer ,pH 7.4 :

1000 ml 0,2 M Na;HPO4+2H,0 (hydrogen fosforeénan disodny, dihydrat),
250 ml 0,2 M NaH2PO4+H>0 (dihydrogen fosforeCnan sodny, monohydrat)

upravené na pH 7,4

1x koncentrovany elektrodovy pufer :

5x konc. elektrodovy pufr, pH 8,3 70 ml, 230 ml ultradistej vody

5x zasobny elektrodovy pufer :

15,1 g Tris, 72,0 g glycin, 5,0 g SDS, 900 ml ultracistej vody, upravit pH na 8,3
pomocou 4 M HCI
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Blokovaci pufr 3% miéko v TBS-T :

SuSené odtu¢nené mlieko 1,2 g ,TBS-T 40 ml

Blotovaci pufer:

25 mM Tris 1,51 g, 192 mM Glycin 7,21 g, 20% metanol 100 ml, ultraCista voda 500 ml

Detekény systém (pripravit’ v ¢ase potreby):

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent ,roztok A zmieSany s

roztokom B v pomere 1:1

Farbiaci roztok 0,1% Ponceau na odfarbenie nitrocelulézovej membrany :

0,1 g Ponceau S, 100 ml ultracistej vody

Farbiaci roztok Blue Silver :

Destilovana voda 10 ml, 85% kyselina fosfore¢na 8 ml, siran amonny 10,0 g,

Coomassie Briliant Blue G 0,12 g doplnit 80 ml destilovanej vody, metanol 20 ml

Fixacny roztok :

Koncentrovana kyselina octova 10 ml, metanol 40 ml, destilovana voda 50 ml

Isobutanol nasyteny vodou :

Zmiesasat isobutanol s ultragistou vodou

Pufer A pre purifikaciu :

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 30 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM (Mr=510,62)
pH 7,4 (HCI)
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Pufer B pre purifikaciu :

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 60 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM, pH 7,4 (HCI)

Pufer C pre purifikaciu :

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 500 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM, pH 7,4 (HCI)

Premyvaci pufer 0,1% TBS-T :

TBS pufr 1000 ml, Tween 20 1 ml

Resuspendaény pufer pre solubilizaciu a purifikaciu :

0,1 M Fosfatovy pufer zmieSany s 0,05 M KClI a20% glycerolom rozpustené

v destilovanej vode

Resuspendacny pufer pre meranie aktivity :

Resuspendacény pufer pre solubilizaciu a purifikaciu, 5 mM NADPH, pufr

Roztok akrylamidu :

30% akrylamid (AA) + 0,8% bis-akrylamid (bis-AA) rozpusteny v destilovanej vode

Roztok NAD(P)H — kofaktor DHRS7B — meranie aktivity :

5 mM NAD(P)H rozpusteny v 10 mM NaOH

Roztok ketotifénu pre meranie aktivity :

5 mM ketotifén v 96% etanole

Solubilizaény pufer:

50 mM Tris a 300 mM NaCl rozpusteny v destilovanej vode
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TBS pufer 10x :

Tris 24,0 g, NaCl 88,0 g, destilovana voda 1000 ml ,pH upravena konc. HCI na hodnotu
7,6

TBS — 1x T pufer :

100ml 10x zasobny TBS pufer doplnit do 1000 ml ultragistou vodou, 1,0 ml TWEEN 20

Ustalovac :

Fomafix 15 ml, ultracgista voda 75 ml

Vymenny pufer :

50mM NaHPOQO4.12H20, 25mM KCI, 20% glycerol, pH 7,4 (H3sPO4)

Vyvojka :

Fomadon LQN 6 ml, ulttracista voda 84 ml

Vzorkovy pufer pre elektroforézu :

Destilovana voda 1,2 ml, 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 5,0 ml , Glycerol 3,4 ml, SDS 1,0 g
0,5 % BFB 0,4 ml

Vzorkovy pufer s 2-merkaptoetanolom :

50 ul 2- merkaptoetanolu v 1 ml vzorkového pufra
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4.2 Metodika

4.2.1 Screening uc¢innosti detergentov na solubilizaci DHRS7B z Sf9

mikrozémov

Pred samotnou solubilizaciou bolo potrebné pripravit' pufre, ktoré vytvorili
vhodné prostredie pre solubilizaciu detergent+enzym. 2% roztoky detergentov — C12ES8,
Igepal CA- 630, Triton X-100, DDM, OG, CHAPS, Digitonin — boli pripravené nariedenim
so solubilizaénym pufrom. Sf9 mikrozémy s DHRS7B (5,49 mg/ml) boli vybraté
z mrazniCky a nasledne boli zmieSané s resuspendaénym pufrom a so zasobnymi
roztokmi detergentov v troch pomeroch (1:1, 1:2, 1:3) s dodrzanym objemom 100 ul
(tab.1).

Tabulka 2: Priprava roztokov detergentu s DHRS7B zmieSanim s

resuspendaénym (RP) a solubilizaénym pufrom (SP) v troch pomeroch.

DHRS7B + Detergent +
Resusp.pufr Solubil.pufr

1:1 18,2 pl + 31,8 pl 5l + 45yl

1:2 18,2 ul + 31,8 i 10ul + 40yl

1:3 18,2 pl + 31,8 pl 15ul + 35ul
Kontrolna vzorka 18,2 pl + 31,8 ul 50ul Sol.pufr

Takto pripravené ependorfky s roztokmi detergentov sa nechali 45 minut na rotatore
v chladiacom boxe. Pridala sa knim aj ependorfka s kontrolnou vzorkou, ktora
obsahovala vSetky zlozky okrem detergentu. Po 45 minutach sa obsah 100 pl preniesol
z ependorfiek do ultracentrifugacnych skumaviek. Vzorky boli centrifugovane 60 minut
pri otackach 36 000 rpm a teplote 4°C. Po uplynuti jednej hodiny a presunuti skimaviek
na lad sa z kazdej skumavky odobral supernatant pre dalSie experimenty, ato pre

elektroforézu (viz kap.4.4.2) a stanovenie enzymovej aktivity (viz kap.4.2.5).
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4.2.2 SDS polyakrylamidova gélova elektroforéza (SDS — PAGE)

Vzorky boli zmieSané vzorkovym pufrom merkaptoetanolu (10 pl
merkaptoethanol na 200 yl vzorkového pufru) v pomere 1:4 a doplnené do rovnakého

objemu destilovanou vodou. Nasledne sa zohriali pri 95°C po dobu 4 minut.

4.2.2.1 Priprava gélov pred elektroforézu

Na prevedenie elektroforézy bolo najprv potrebné pripravit 1,5 mm
polyakrylamidovy gél. Gél bol nalievany medzi elektroforetické a krycie skla, ktoré bolo
pred jeho pripravou nutné umyt vodou a jarou, destilovanou vodou a liehometanolom,
a az po dokladnom vyschnuti sa umiestnili do nalievacieho stojanu. Pre separaciu
proteinov bol pouzity 12,5% separacny a 4% zaostrovaci gél (Tab. 3). TEMED a 10%
APS boli pridané do roztoku gélu tesne pred zaciatkom polymerizacie. Tento roztok bol

dokladne premieSany.

Tabulka 3: Zlozenie 10% separa¢ného a 4% zaostrovacieho gélu.

Separacny gél 1,5mm Zaostrovaci gél 1,5mm
(12,5%) (4%)
ddH20 6,4 ml 3,3ml
0,5 M Tris - HCI - 1,25ml
pH 6,8
1,5 M Tris - HCI 5mi -
pH 8,8
10% SDS 100yl 50ul
30% akrylamid 8,4 mi 500pl
Pred zaCiatkom do
roztoku
10% APS 200ul 100 pl
TEMED 10l 5ul

Ako prvy bol naliaty roztok pre separaény gél medzi skld viac ako do
polovice, a zvySok az po vrch skla sa prevrstvil isobutanolom. 40 minat prebiehala
polymerizacia, potom sa isobutanol zlial a na jeho miesto sa nalial roztok pre zaostrovaci
gél. Don sa vlozil hrebienok na vytvorenie jamiek pre aplikaciu vzoriek a nechal sa stat

90 mindt.
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4.2.2.2 Priebeh elektroforézy

Zatuhnuté gély sa vybrali zo stojanov a vlozili do elektroforetickej cely, ktora
sa naplnila 1x zriedenym elektrédovym pufrom, ktorého hladina prekryvala vrch skla. Do
prvej jamky sa nanieslo 5 pyl markeru molekulovych hmotnosti, a do dalSich jamiek boli
nanesené pripravené vzorky. Prazdne jamky sa doplnili rovnakym mnozZstvom
vzorkového pufru ako bol v upravenych vzorkach. Cela sa vioZila do elektroforeticke;j
nadoby a dolial sa elektrodovy pufer do nadoby, aj do vnutornej cely (Obr. 17). Po
uzavreti systému sa celé zariadenie pripojilo k napatiu. Elektroforéza prebiehala 20
minut pri 100 V v zaostrovacom géle a pre delenie v separaénom géle sa napatie zvysilo
na 200 V po dobu 75min.

Po skonéeni elektroforézy sa gély vybrali, odstranil sa vrchny zaostrovaci gél
a separacny gél bol bud pouzity pre western blotting (4.2.3) alebo ponoreny na 30 minut
do fixaéného roztoku. Parkrat sa premyl destilovanou vodou a pocas noci sa ponechal

vo farbive Blue Silver.

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

plastova komora

Obrazok 17: Nanasanie vzoriek do jamiek gélu pomocou
automatickej pipety. Stuhnuty gél medzi sklami, vioZeny do elektroforetickej

cely, ktorej priestor vypiria elektrodovy pufer (Alberts et al., 2005).
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4.2.3 Western blotting

Pred zaliatkom celého procesu bola nitrocelulzova membrana a dva
filtracné papiere nastrihané podla rozmerov gélu z elektroforézy. 15 minut bol filtracny
papier, membrana a gél ponechané v blotovacom pufre. Po uplynuti asu sa postupne
na seba do kazety ulozil papier, membrana, gél a na vrch druhy papier (Obr. 18). Takto
vytvoreny ,sandwich“ bol ulozeny medzi paralelne ulozené elektrédy. Spolu sa to jemne
preslo valcom, aby neostali ziadne bubliny, ktoré by mohli rusit proces prenosu. ZvySok
blotovacieho pufru sa odstranil buni¢inou. Blotovacia kazeta sa uzavrela, vlozila sa do
blotovacieho pristroja a cely proces trval 30 minut pri napéti 10 V. Cas potrebny na tento
Specificky prenos je zavisly od podmienok, metédy a velkosti prenasanych proteinov. Ku
gélu prechadzal v pravom uhle prud a to spbsobilo transfer separovanych proteinov

z gélu na membranu.

e
. . /[ 'I
FiltraCné papiere t < Membrana
\: ] — Gél

! J

Obrazok 18: Western blotting sandwich. Opatrné, postupné ulozenie gélu na

filtraCny papier, na gélovi membranu a na niu druhy filtracny papier (Internet 11).
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4.2.4 Zobrazovanie po WB

Pre kontrolu, i sa proteiny naozaj preniesli bolo potrebné membranu
zafarbit. To sa vykonalo pomocou farbiva 0,1% Ponceau S, v ktorom sa membrana
ponechala na kratku chviflu a potom bola odfarbovana s 10% kyselinou octovou. Na
zaver sa membrana premyla TBS-T pufrom. Po dbékladnom premyti sa membrana
ponechala v 5% blokovacom mlieku a cely proces blokovania prebiehal na orbitalnej
trepacke (80 rpm), kde bol 90 minut. Po zliati mlieka boli na membranu pridané zajacie
primarne protilatky proti FLAG peptidu. Pri koncentracii 1 : 16 000 boli pridané anti-FLAG
protilatky k 3% suSenému mlieku v TBS-T. Tato inkubéacia prebiehala po¢as noci
v chladiacom boxe na orbitalnej trepacke (80 rpm). Na druhé rano bola membrana opat
premyta 3x s TBS-T a aplikovali sa naf sekundarne prasacie protilatky proti zajacej
protilatke zriedené v pomere 1:20 000 v 3% roztoku mlieka. Po 90 minutach na trepacke
sa membrana niekolkokrat premyla s TSB-T a nechala na orbitalnej trepacke v TBS-T

az do kroku vizualizacie.

4.2.4.1 Vizualizacia

V temnej komore prebiehal cely proces vizualizacie. Na membranu bol
aplikovany detekény systém, ktory sme pripravili zmieSanim roztoku A a B z detekéného
systému v pomere 1:1. Roztok bol naneseny tak, aby po jeho aplikacii na 1 cm?
membrany pripadalo 0,05 ml roztoku. Po aplikacii na membranu sa nechal pbsobit’ 3-5
minut. Vopred bolo potrebné pripravit fotopapier rovnakého rozmeru ako membrana. Po
skonCeni pésobenia detekéného systému bola membrana vybrata pinzetou a vlozena
medzi dve fdlie. Pripravend membrana sa vloZila do kazety na fotopapier a kazeta sa
uzavrela. Po skon&eni expozicie sa uz iba samotny fotopapier premyval striedavo vo

vyvojke, vode, ustalovaci a vo vode a nechal sa vyschnut na vzduchu.
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4.2.5 Meranie enzymovej aktivity DHRS7B

Testovanie prebiehalo spektrofotometrickym stanovenim, pri ktorom sa
sledoval pokles absorbancie nikotinamidového kofaktoru NADPH v reakénej zmesi pri
vopred nastavenej vinovej dizke 340 nm.

Na prevedenie reakcie bol pouzity modelovy substrat s karbonylovou
skupinou — ketotifén (1 mM) rozpusteny v metanole. Objem celej reakcnej zmesi
pozostaval zo 100 pl, pric¢om koncentracia ligandov bola 50 uM a koncentracia kofaktoru
NADPH bola 200 uM. DéleZitou su€astou reakcie boli supernatanty po solubilizacii
v pomeroch 1:1, 1:2 a 1:3 (vid 4.2.1). Z kazdej vzorky roztoku sa odobrali 3 ul do
ependorfky ku 4 ul kofaktoru a 88 pl pufra. Takto pripravena zmes sa nechala
preinkubovat po dobu 5 minut pri 37°C. Potom sa tato zmes pridala k ligandu, ktory bol
uz na mikrotitracnej dosticke v objeme 5 ul a doplnila tak objem 100 ul (Tab. 4). Ako
kontrola boli pouzité pévodné Sf9 mikrozomy s DHRS7B a Cisté Sf9 mikrozomy. Medzi
tymito vzorkami v jamkach mikrotitracnej dosti¢ky bol ako kontrola resuspendacny pufer

(Tab. 5). Meranie prebiehalo v tripletoch v spektrofotometri Tecan Infinite M2000.

Tabulka 4: Pripravené zmesi ha meranie enzymovej aktivity.

100 pl Detergent+ Detergent NADPH Ketotifén Pufer
(objem enzym bez enzymu (200 pM) (50 mM) (0,1 M)
zmesi) (1:1,1:2,1:3)  (1:1,1:2,1:3)
SP DHRS7B ‘ 3ul 4 pl 5ul 88 ul
Bez SP 3ul 4 ul 5ul 88 ul
DHRS7B

Tabulka 5: Pripravené zmesi na porovnanie pri merani enzymovej aktivity.

100 pl Sf9 Sf9 R.P. NADPH Ketotifén Pufer
(objem DHRS7B prazdne (200 (50 mM) (0,1 M)
zmesi) mikrozomy  mikrozémy puM)
(5,49 mg/ml) (12,79
mg/ml)
1.kontrola 0,55 ul 4 ul 5ul 90,45 ul
2 kontola 0,23 pl 4 pl 5l 90,77 pl
RP 0,55 4 pl 5l 90,45 pl
k 1.kontrole i
RP 0,23 4 pl 5l 90,77 pl
k 2.kontrole I
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4.2.6 Purifikacia DHRS7B

4.2.6.1 Solubilizacia mikrozomov pre AC

Ako pociato¢ny material bol pouzity objem 2 ml Sf9 mikrozOmov
obsahujucich rekombinantny DHRS7B s koncentraciou 9,93 mg/ml, ktoré sa zmiesali
so solubilizatnym pufrom a5% roztokom detergentu DDM v pomere 1:1
protein:detergent. Takto pripravena zmes rotovala na rotatore po dobu 45 minut
v chladiacom boxe. Potom nasledoval proces centrifugacie pri 36 000 rpm pocas 1
hodiny (Obr. 19).

Obrazok 19: Centrifuga WX Ultra pouzivana pocas centrifugacie

vzoriek.

4.2.6.2 Postup AC

Pred spustenim metédy sa na chromatografe nastavila vinova dizka 280 nm
— C&o je ziarenie, ktoré enzym absorbuje. Ako koléna bola pouzita Histrap 1 ml (GE
healthcare). Chromatograf a koléna sa najprv premyli 20% etanolom, vodou a potom
pufrom A (nanasaci pufer). Na celt metédu bol pouZity chromatograf Akta Purifier (Obr.
20). Davkovacia smyc¢ka Superloop 10 ml bola 3x premyta ultracistou vodou a pufrom A,
ktorym sa naplnila a jej objem doplnila vzorka zo solubilizacie. Vzorka sa najprv zmieSala
s imidazolom (30 mM) a potom sa nadavkovala do davkovacej smyCky. Nasledovalo
nastrieknutie vzorky na kolénu, ta bola potom premyta pufrom A, dalej pufrom B vyS3ej

koncentracie imidazolu (60 mM) a potom prebehla eltcia pufrom C (obsahuje 500 mM
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imidazolu). Elucia bola zachytena do skumavky. Vo vzorke bol potom pomocou
ultracentrifugacnej skimavky vymeneny pufr B za vymenny pufr. Ziskana vzorka by mala
obsahovat disty enzym DHRS7B atato vzorka bola dalej analyzovana pomocou
elektroforézy. Dalsim krokom bolo stanovenie aktivity. Zbytok nepouzitej vzorky bol

zmrazeny na — 20 °C.

::::::::::

a1

Obrazok 20: Akta Purifier chromatograf.
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4.2.7 Stanovenie koncentracie bielkoviny

Na stanovenie koncentracie bielkoviny vo vzorkach solubilizovanych
mikrozémoch DHRS7B a vo vzorke Cistého DHRS7B bola pouZzita spektrofotometricka
metdda kyseliny bicinchoninovej (BCA). Polas reakcie dochadza k redukcii mednatého
ionu na medny, ajeho chelataciou s kyselinou bicinchoninovej nastupuje fialové

sfarbenie.

Pre metédu BCA sa pouzili roztoky A a B z BCA kitu v pomere 2:50. Zo
vzorky solubilizovanych mikrozémov, ktoré boli pripravené pre purifikaciu sa odobralo 5
pl. Z eluatu, ktory sa ziskal po purifikacii sa odobralo 20 ul a vzorka s Cistym DHRS7B

vo vymennom pufre poskytla 20 pl.

Standard, pomocou ktorého sa vytvorila kalibraéna krivka bol roztok
albuminu s koncentraciou 1 mg/ml (BSA) (Tab. 6). Albumin bol rozpusteny v troch
réznych pufroch, ato 1. vo vymennom pufri pre stanovenie koncentracie proteinu vo
vzorke purifikovaného enzymu, 2. v solubilizaCnom pufri pre stanovenie koncentracie
proteinu v solubilizovanych mikrozémoch, 3. v pufri B pre stanovenie koncentracie

proteinu v eluate. Stanovenie bielkoviny bolo v rozmedzi koncentracii 0 — 1000 pg/ml.

Tabulka 6: Kalibraéna krivka roztoku albuminu 1 mg/ml.

Koncentracia Roztok BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 ul 500 pl
2 200 pg/mi 10 pl 490 pl
3 400 pg/mi 20 ul 480 pl
4 600 pg/mi 30 ul 470 pl
5 800 pg/mi 40 pl 460 pl
6 1000 pg/mi 50 pl 450 pl

Na mikrotitraénu dostiCku sa nanieslo po 5 ul vzorky €i kalibraénych roztokov
BSA, 200 pl ¢inidla (A+B). Nasledovala inkubacia pri 37°C po dobu 30 minut a potom sa
zmerala absorbancia pri 562 nm proti destilovanej vode. Od vzoriek bol napokon
odcitany priemer slepych vzoriek. Potom boli porovnané hodnoty absorbancie vzoriek

s kalibraénou krivkou a urcila sa koncentracia vzoriek.
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5 Vysledky

5.1 Screening u€innosti detergentu na solubilizaciu DHRS7B

Prvym krokom pre ziskanie €istého, membranovo viazaného proteinu bolo
jeho uspesné oddelenie z membrany, pomocou solubilizaéného procesu. Sf9 mikrozomy
s rekombinantnym DHRS7B boli solubilizované pomocou Siestich
neionogénnych detergentov (C12E8, DDM, OG, Digitonin, Igepal CA — 630, Triton X -
100) a jednym zo skupiny zwiter-ionovych (CHAPS) v troch pomeroch protein:detergent
(1:1,1:2,1:3). Pre analyzu uspes$nosti solubilizacie sa vyuzila SDS — PAGE elektroforéza
a western blotting. Podla vysledkov western blottingu sa odsledovalo, ¢&i doslo
k solubilizacii enzymu z membrany detergentom. Cielom bolo zistit, v akom mnozstve
sme ziskali DHRS7B. Vysledky, ktoré presahovali hranicu 50% sa povazovali za

prijatelne uspesné.

5.1.1 Vizualizacia solubilizacie DHRS7B s DDM a C12E8

Na zaklade zobrazenych vysledkov (Obr. 21) sa urcilo, Ze najlepSie sa z tejto
dvojice (DDM a C12ES8) uplatnil detergent DDM v koncentracii 1:3, ktory solubilizoval
protein z91%. Detergent C12E8 solubilizoval DHRS7B horSie ako DDM ato len
z najviac 54%.

" DDM | DDM | DDM | C12E8 | C12E8 C12E8
1:1 1:2 | 1:3 1:1 1:2 1:3

Obrazok 21: Solubilizacia rekombinantnej ludskej DHRS7B z Sf9
mikrozomov pomocou detergentov DDM a C1E8. M — pbévodné mikrozomy.

DHRS7B zobrazena vdaka detekcii pomocou flag kotvy a anti-FLAG protilatok.
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5.1.2 Vizualizacia solubilizacie DHRS7B s OG a CHAPS.

Na obrazku (Obr. 22) je zretelné, ze celkom uspokojivy vysledok nad
pozadovanu hranicu 50% dosiahol iba detergent CHAPS v koncentracii 1:1
protein:detergent. CHAPS solubilizoval enzym zo 63%. Vyrazne menej ucinny bol

detergent OG, ktorého najvysSia dosiahnuta hodnota bola iba 46%, ¢o sa neda hodnotit

ako vyhovujuci vysledok.

CHAPS | CHAPS | CHAPS
1:1 1:2 1:3

Obrazok 22: Vyhodnotenie efektivity solubilizacie [ludského
rekombinantného DHRS7B z Sf9 mikrozémov pomocou detergentov OG

a CHAPS v pomeroch 1:1,1:2,1:3. M — pbvodné mikrozémy.

5.1.3 Vizualizacia solubilizacie DHRS7B a Triton X-100 (TRX) a Igepal CA —
630 (IG)

Pri solubilizacii s detergentmi TRX alG sa vhodne uplatnili oboje
s dosiahnutymi vysledkami: TRX 1:1 — 64%, TRX 1:2 - 116%, TRX 1:3 -102% , IG 1:1
—102%, 1G 1:2 —69%, IG 1:3 — 81 %. Z tejto kombinacie sa najucinnejSie prejavil Triton
X-100 v pomere 1:2 detergent: protein. Aj na zaklade obrazku (Obr. 23) je viditelné, ze
IG bol menej vyrazny. Tuto dvojicu detergentov je mozné povazovat za najuspesnejSiu

spomedzi zvySnych piatich detergentov v procese solubilizacie.

Obrazok 23: Vyhodnotenie efektivity solubilizacie [lFudského
rekombinantného DHRS7B z Sf9 mikrozémov pomocou detergentov

TRX alG v pomeroch 1:1,1:2 a 1:3. M — pbévodné mikrozémy.

49



5.1.4 Vizualizacia solubilizacie DHRS7B s Digitoninom (Dig).

V zmesi Sf9 mikrozémy s DHRS7B a detergent Digitonin 1:1 sa v procese
solubilizacie (Obr. 24) uspeSne ukazali iba dva pomery protein:digitonin. Dig 1:2
s vysledkom 100% bol efektivnejsi ako Dig 1:3 73%.

Obrazok 24: Vyhodnotenie efektivity solubilizacie [ludského
rekombinantného DHRS7B z Sf9 mikrozémov pomocou detergentu

Digitonin v pomeroch 1:1, 1:2 a 1:3. M — pévodné mikrozomy.
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5.2 Vplyv solubilizacie detergentov na aktivitu enzymu DHRS7B

Po zobrazeni vysledkov solubilizacie proteinu je zrejmé, ze viaceré
detergenty dokazu G&inne uvolnit DHRS7B z Sf9 mikrozémov. Dal$im krokom je zistit,
Ci detergenty svojim pdsobenim na protein ovplyvnili jeho aktivitu. Preto bola
v jednotlivych solubilizovanych mikrozémoch stanovena aktivita DHRS7B vo i ketotifénu
ako modelovému substratu. Sledoval sa pokles ¢€i zachovanie aktivity, ktory sa porovnal
s vysledkom Specifickej aktivity Sf9 mikrozomov s DHRS7B ako pdvodnej vzorky (Tab.
7). Pre stanovenie boli pouzité iba tie solubilizované mikrozomy, kde bol DHRS7B

uvolneny z viac ako 50%.

Tabulka 7: Vysledky merania enzymovej aktivity, s uspesSnostou nad 50%,
solubilizovaného DHRS7B v zmesi s detergentom vo¢€i substratu ketotifenu.

Aktivita
(nmol/mg/min)

Sf9 DHRS7B 18,19
DDM 1:1 10,84
DDM1:2 4,19
DDM 1:3 4,17

C12E8 1:1 10,05
C12E8 1:2 0,00
C12E8 1:3 0,00
TX 1:1 0,81
TX1:2 6,31
TX 1:3 0,00
IG 1:1 0,00
IG 1:2 2,06
IG 1:3 2,85
DIG 1:2 0,00
DIG 1:3 0,00

Z danych vysledkov je zrejmé, ze pritomnost niektorych detergentov mala vyrazny vplyv
na aktivitu proteinu vogi ketotifénu. Ziadna aktivita nebola namerana v pritomnosti OG,
CHAPS a Dig. Velmi nizke hodnoty sa zaznamenali u Tritonu X-100 a Igepal CA-630 vo
vSetkych pomeroch, ¢o plati aj pre DDM a C12E8 v pomeroch 1:2 a 1:3. NajlepSia
aktivita bola u DDM 1:1 a C12ES8 1:1.
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5.2.1 Porovnanie zachovania aktivity a u€innosti pri procese solubilizacie
detergentom

Pre uplne vyhodnotenie ucinnosti detergentu je potrebné skombinovat
a porovnat' aktivitu solubilizovanych mikrozémov a efektivity uvolnenia DHRS7B
z membrany (Tab. 8). V sekcii o vplyve detergentu na aktivitu proteinu (vid' 5.2) boli
urcené DDM 1:1 a C12E8 1:1 ako bezpecné detergenty pre zachovanie aktivity enzymu
voci ketotifénu. C12E8 sice pomerne dobre zachovava aktivitu DHRS7B no jeho
schopnost’ uvolnit enzym z membrany je horSia ako u DDM. Ako najvyhodnejsi

detergent pre solubilizaciu DHRS7B bol teda zvoleny DDM v koncentracii 1:1.

Tabulka 8: Percentualne vyjadrenie Specifickej aktivity voci pévodnej vzorke Sf9
mikrozémov s DHRS7B a porovnanie s efektivitou solubilizacie DHRS7B.

Aktivita Solubilizacia
(% pbdvodna) (%)
DDM 1:1 59,6 106,3
DDM 1:2 23,0 66,6
DDM 1:3 22,9 76,7
C12E8 1:1 55,3 47,9
C12E8 1:2 0,0 35,3
C12E8 1:3 0,0 57,1
TX 1:1 4,4 61,3
TX 1:2 34,7 126,0
TX1:3 0,0 128,1
IG 1:1 0,0 94,3
IG 1:2 11,3 59,8
IG1:3 15,7 80,2
DG 1:2 0,0 99,2
DG 1:3 0,0 62,8
0G 1:1 0,0 6,0
0G 1:2 0,0 24,8
0G 13 0,0 15,0
CHAPS 1:1 0,0 15,0
CHAPS 1:2 0,0 23,1
CHAPS 1:3 0,0 22,3
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5.3 Purifikacia DHRS7B

V pripade, ze bol ako najvhodnejsi detergent pre solubilizaciu DHRS7B
z mikrozémov vybrany DDM, sa mohlo pristupit’ k purifikacii DHRS7B. Detergent DDM
bol v koncentracii odpovedajucej CMC pridany do purifikaéného pufru, atak sa
zachovalo vyhovujuce prostredie pre membranovy protein poc€as purifikacie.
Solubilizované Sf9 mikrozomy s DHRS7B boli nadavkované do purifikacného systému,
ktory obsahoval kolénu HisTrap. V tomto kroku bola vyuzita purifikacia prostrednictvom
histidinovej kotvy enzymu DHRS7B. Priebeh procesu purifikacie znazorfuje

chromatogram (Obr. 25).
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Obrazok 25: Zaznam z priebehu purifikacie DHRS7B.

Zo znazornenych vysledkov na chromatograme (Obr. 25) vyplyva, Ze oblast
A1 ukazuje zaCiatok procesu, ked boli solubilizované mikrozémy nadavkované do
systému s kolénou. V tejto frakcii sa nachadzaju proteiny, ktoré sa na kolénu neviazu.
Pre purifikaciu bola vyuzita His-tag kotva na konci rekombinantného enzymu DHRS7B,
ktora zaruci vy$8iu Specificki vazbu k Ni?* iGnom na koléne. Tie su afinitné nielen

k histidinom ale aj k imidazolu. Imidazol pridany do eluéného pufru prerusi vazbu medzi
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histidinom a Ni?* ionmi, spdsobi uvolnenie proteinu z kolény. Prave frakcia A3 a A4
obsahovala obsah s uvolnenym purifikovanym DHRS7B z kolény. V tejto vzorke bol
vymeneny pufer, kedy doSlo k vymytiu imidazolu a Cistda vzorka bola analyzovana

elektroforézou (vid 5.5) a nasledovne bola aj stanovena aktivita (vid 5.7).
5.4 Stanovenie koncentracie bielkoviny

Na stanovenie koncentracie bielkoviny bola pouzitd metdda s kyselinou
bicinchonionovou (BCA), ako Standard bol pouZity hovadzi surovy albumin (BSA).
Koncentracia vychodzich Sf9 mikrozémov s DHRS7B bola vopred znama 9 930 ug /ml.
Pre ostatné vzorky meranie prebiehalo v tripletoch, pri€om boli pouzité tri rbzne vzorky

proteinu.

5.4.1 Koncentracia vo vzorke solubilizovanych mikrozémov pred

purifikaciou

Stanovila sa koncentracia proteinu pre vzorku solubilizovanych mikrozémov
(SM) s DHRS7B a detergentom DDM 1:1 pred tym, ako bola nanesena na
chromatograficku kolénu. Vypocital sa priemer kalibranych vzoriek v tripletoch, bola
zostavena kalibracna krivka (Obr. 26), rovnica regresie, atak sa urcila vysledna

koncentracia. Finalna koncentracia bielkoviny v SM bola 1928,9 pg/ml.

Kalibracéna krivka SM DDM 1:1
0,4
0,35 y = 0,0003x + 0,0133
0,3 R? = 0,9942
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Obrazok 26: Kalibraéna krivka pre stanovenie koncentracie bielkoviny
vo vzorke SM s DHRS7B a DDM 1:1. Znazornena je zavislost absorbancie na

koncentracii BSA.
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5.4.2 Koncentracia vo vzorke purifikovaného DHRS7B

Dalej bola stanovena koncentracia purifikovaného DHRS7B z eluatu po AC,
kde vzmesi obsahovala aj podiel imidazolu. Ten sa nachadzal v eluénom pufri.

Kalibracnou krivkou (Obr. 27) bola stanovena koncentracia bielkoviny v tejto zmesi bola

129 pg /ml.
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Obrazok 27: Kalibraé¢na krivka pre stanovenie koncentracie bielkoviny

vo vzorke purifikovaného DHRS7B v eluate s imidazolom.

55



5.4.3 Koncentracia vo vzorke ¢istého DHRS7B vo vymennom pufri

Posledné stanovenie koncentracie bielkoviny prebehlo vo vzorke

Cisttho DHRS7B vo vymennom pufri. Purifikovany DHRS7B bol pomocou

vymenneho pufru zbaveny imidazolu, ktorého primes obsahoval po purifikacii.

Sledovana bola vzorka uz bez pritomného imidazolu. Vysledna koncentracia

bielkoviny bola stanovena 49 pg/ml. Tato hodnota bola vypo€itana pomocou
kalibracnej krivky (Obr. 28).

Absorbancia

Kalibrac¢na kriva Cistého DHRS7B vo VP
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Obrazok 28: Kalibraéna krivka pre stanovenie koncentracie bielkoviny

vo vzorke ¢istého DHRS7B vo vymennom pufri.
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5.5 Analyza purifikaéného procesu pomocou SDS - PAGE

elektroforézy

Po usudeni, Ze najlepSie a najbezpelnejSie solubilizuje z membrany protein
detergent DDM 1:1 (vid’ 5.2.1) nasledovala purifikacia DHRS7B zo solubilizovanych Sf9
mikrozomov. Pocas toho sa ziskal purifikovany DHRS7B, ktory sa pomocou vymenneho
pufru zbavil imidazolu. Nasledovala analyza celého procesu pomocou SDS — PAGE
elektroforézy. Analyzovana bola vzorka pévodnych Sf9 mikrozdmov s DHRS7B,
solubilizovanych Sf9 mikrozomov s DHRS7B pred purifikaciou a vzorka s Cistym
DHRS7B vo vymennom pufri bez imidazolu. Touto metdédou sa overila Cistota ziskaného

proteinu po purifikacii (Obr. 29).

PV

37kDa

Obrazok 29: SDS-PAGE elektroforéza, zo vzorky ziskanej pocas
purifikacie DHRS7B. M — marker molekulovych hmotnosti, Ml — Sf9 mikrozémy
s DHRS7B, SM — solubilizované mikrozomy s DHRS7B a DDM 1:1, PV — C(isty
DHRS7B vo vymennom puffi.

DHRS7B zodpoveda molekulovej hmotnosti 37kDa (DHRS7B + his-tag
a FLAG-tag) atato informacia pomohlajeho identifikacii pomocou markeru
molekulovych hmotnosti. Analyzou jednotlivych vzoriek sa tak potvrdilo, Ze vo
vymennom pufri sa nachadza Cisty protein s velkostou zodpovedajucou DHRS7B.
Dokazanie identity enzymu DHRS7B sa vykonalo pomocou metddy western blottingu.
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5.6 lIdentifikacia DHRS7B metédou Western blottingu

Z gélu po elektroforéze (Obr. 29) sa ukazalo, ze vzorka PV (purifikovany
DHRS7B bez imidazolu) naozaj obsahuje protein s molekulovou hmotnostou ako
DHRS7B. Kedze sledovany rekombinantny DHRS7B obsahoval umelo pridanu anti-
FLAG znacku (kotvu), jeho detekcia bola uskutoénena aplikovanim primarnych zajacich
protilatok proti FLAG-tagu a sekundarnych prasacich protilatok proti zajacim. Pomocou
detek&ného systému prebehla vizualizacia v temnej komore a vykonala sa identifikacia

skumaného enzymu (Obr. 30).

Obrazok 30: Vizualizacia - identifikacia DHRS7B pomocou detekcie s
protilatkami metédou Western blotting. M/ - mikrozomy, SM — solubilizované
mikrozomy s DHRS7B a DDM 1:1, PV — ¢isty DHRS7B vo vymennom pufti.

Na vyslednej fotke sa potvrdila identifikacia DHRS7B v pdvodnej vzorke
mikrozodmov, ¢o sa aj oakavalo. Rovnako sa potvrdila jeho pritomnost aj vo vzorke
solubilizovanych mikrozémov, ale hlavne v Cistej frakcii po purifikacii s vymennym

pufrom.
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5.7 Stanovenie aktivity ¢istého proteinu

Délezitym uspechom a finalnym krokom, pri hfadani vhodného detergentu
pre solubilizaciu a purifikaciu, bolo ziskat enzym v aktivnej forme. Aktivita bola
stanovovana voci ketotifénu a vysledok bol 62 nmol/mg/min. Takto sa ziskal Cisty
a aktivny protein, ktory méze byt vyuZity pre dalSiu pracu a sledovanie. V zavere celého

purifikacného postupu (Tab. 9) je zrejmé, Zze sa podarilo enzym DHRS7B predistit' 3,4x.

Tabulka 9: Suhrn purifikacie DHRS7B.

Specificka Pregistenie
aktivita(nmol/mg/min)

Mikrozomy | 18,19 -
Solubilizované mikrozémy | 10,84 0,6
PV | 62 3,4
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6 Diskusia

Mnohé ludské gény so znamymi nukleotidovymi sekvenciami nie su
dostatoCne charakterizované, iked modzu zohravat dbéleziti ulohu v patologickych
stavoch, ako su degenerativne poruchy, diabetes mellitus a hormén dependentny
karcindm. Istu spojitost s tymito chorobnymi stavmi maju aj niektory ¢lenovia SDR

nadrodiny (Stambergova et al., 2014).

Predmetom skumania sa stavaju hlavne malo znami ¢lenovia tejto bohatej
nadrodiny, kam patri aj enzym DRS7B. Jeho ludska forma nebola doposial dostatocne
preskimana a charakterizovana. Poznat detailnejSie jeho aktivitu a vlastnosti by
umoznilo lepSie pochopit jeho zapojenie do procesov prebiehajucich v ludskom
organizme a zaroven pripadne vyuzit' tieto poznatky pri vyvoji novych lie€iv. Vaésina
doposial zistenych poznatkov o enzyme DHRS7B bola ziskana pri pozorovani
organizmu mysSi a potkana. V roku 2009 bola u potkana detekovana lokalizacia DHRS7B
na membrane ER (Keller et al., 2009) a v roku 2014 bola jeho pritomnost opisana opat
v mySacom organizme ako peroximalny redukény protein s aktivitou k éterovym lipidom
(Lodhi et al., 2014). Redukéna aktivita DHRS7B v Sf9 mikrozomoch voci réznym
substratom bola zistena vramci prace Tuckova (2017). Kedze predoslé Studie
o DHRS7B boli vykonané na uarovni bunky (Lodhi et al.,, 2014) ana uarovni Sf9
mikrozomov (Tuckova, 2017), bolo potrebné preskumat jeho aktivitu aj u Cistej formy
DHRS7B. Ziskanim DHRS7B v jeho Cistej forme bez pritomnosti mikrozémov sa tak
potvrdi aktivita, ktora patri danému skumanému enzymu. Ak namerana aktivita Cistej
formy proteinu nebude vyrazne pozmenena, bude mozné dalej pracovat so samotnym
DHRS7B.

Fakt, ze DHRS7B ma najblizSieho pribuzného DHRS7 a DHRS7C mdze byt
dobrou pombckou pre jeho lepSie spoznanie. Vyznamnym zistenim bolo to, ze
sekvencéné klastre DHRS7 su podobné s dobre znamymi ¢lenmi SDR a tak méZeme mat’
aspofl predstavu o funkcii DHRS7B. Tuto podobnost ma scélenmi  11pB-

hydroxysteroidnymi dehydrogenazami 1. (Obr. 15) (Stambergova et al., 2014).

Aj napriek tomu, Zze SDR nadrodina obsahuje iba 20% UspeSne opisanych
¢lenov (Stambergova et al., 2014), tak do tejto malej skupiny patria prave zastupcovia
ako 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza (11B-HSD1, SDR26C1), 176~
hydroxysteroiddehydrogenaza 12 (173-HSD 12 SDR12C1) a karbonylreduktaza 1
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(CBR1) (Kallberg et al., 2010). Vzajomna podobnost tychto troch enzymov, so zvySnymi
nepoznanymi ¢lenmi, je voditkom pre lepSiu charakterizaciu menej preskimanej ¢asti

nadrodiny.

NajlepSie preskumany 11B-HSD1, membranovo viazany protein, bol
izolovany z ludskej peCene pomocou neionického detergentu (Maser et al., 2002). Prave
neionické detergenty ako DDM, C12ES8 sa ukazali ako najefektivnejSie v purifikacii 11-
HSD1 (Roobol-Boza et al.,, 2004). Jeho katalyticka aktivita sa pripisuje regulacii
glukokortikoidnych hormonov a ich receptorov v pe€eni a tukovom tkanive, a tak sa jeho
pritomnost viaZze aj k visceralnej obezite a diabetu mellitu druhého typu (Livingston et
al., 2000). Rovnako ma svoje zastupenie v metabolizme karbonylovych xenobiotik
(Maser at el., 2006). Vysledky z izolacie 11-HSD1 u Maser et al.(2002), Roobol-Boza
et al.(2004) pomohli pri vybere vhodnych detergentov v pripade DHRS7B. Prvymi krokmi
aj tejto prace, bolo zistenie, ktory tenzid dokaze dostat enzym DHRS7B v €o najCistejSej
forme a s najlepSie zachovanou Specifickou aktivitou. Pracovalo sa s Sf9 mikrozémami
s DHRSB a na jeho izolaciu sa pouzilo sedem detergentov. S predpokladom najlepSej
ucinnosti u neionickych detergentov sa z tohto radu pouzilo Sest zastupcov. Vyhovujucu
solubilizaciu poskytol detergent DDM, v koncentracii 1:1 protein:detergent, no okrem
toho aj dokazal zachovat aktivitu proteinu. Podobne uspesny bol aj C12E8 ale jeho vplyv
na ziskanie enzymu z membrany uz nebol taky dobry ako u DDM. Takyto screening
detergentov bol v roku 2014 vykonany aj Skarka et al.(2014), ibaze sa sledoval DHRS7
v Sf9 mikrozémoch. Najucinnejsia extrakcia DHRS7 z membrany bola ziskana pri pouziti
DDM, C12ES8, Igepal CA — 630 a Digitoninu, pricom najvysSia zachovana Specificka
aktivita sa vtedy pripisala Igepal CA — 630 ako detergentu po solubilizacii DHRS7
z membrany. O u€innosti DDM ako detergentu pre kvalitnu izolaciu proteinu, sveddCi aj
podobna &tudia s exprimovanym 173-HSD2 enzymom v Sf9 bunkach hmyzu. Tento
protein z nadrodiny SDR s umiestnenim v klastri 2, bol podrobeny taktiez solubiliz&cii
a purifikacii ako nami sledovany DHRS7B. Z pouZitych detergentov svoj potencial obhajil
DDM, ktory narozdiel od pouzitého Tritonu X-100 nielenZe vyhodne solubilizoval 17-

HSD2 z membrany, ale aj zachoval jeho aktivitu (Ming-Liang et al., 2002).

Na definitivne vyhodnotenie a rozhodnutie, ktory z pouzitych tenzidov je
najvhodnejsi pre izolaciu DHR7B z prostredia membrany, bolo potrebné ziskat enzym
v Cistej forme, teda bez pritomnosti mikrozémov a detergentu. Takéto precistenie
proteinu sa previedlo pomocou afinitnej purifikacie, kde sa vyhodne vyuzila vazba
histidinovej kotvy na ligandy na matrici. O tom, Ze tato metdda ziskania enzymu

pomocou histidinovej kotvy by nemala ohrozit vysledky, svedcia predoslié Studie. V praci
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Navratil (2014) sa sledovalo, aky ma vplyv tento tag v proteine na jeho aktivitu, priCom
sa porovnavala aktivita u ¢lenov nadrodiny SDR s kotvou a bez nej. Vysledky ukazali,
ze rozdiely v ovplyvneni enzymovej aktivity si minimalne. Tak potvrdili Gvahy Carson et
al.(2007) o tom, ze histidinova kotva vyrazne neovplyviiuje Struktiru proteinu, ale aj
opisali vhodnost jej vyuzitia pre purifikaciu, i ini0 metédu bez toho, aby pozmenila

aktivitu enzymu.

Pomocou zaverecnej purifikacie a ziskania €isttho DHRS7B bola u neho
zmerana aktivita voci ketotifénu. Vysledné hodnoty boli uspokojivé a tak sa moze tato
precistena forma enzymu vyuzit na dalSiu pracu. Zo skupiny skiusanych detergentov sa
teda najlepSie osvedcCil neionicky detergent DDM, ktory méze byt v buducnosti vyuZity
pre dalSie solubilizacie proteinov z prostredia fosfolipidovej membrany, a to najma pre
¢lenov nadrodiny SDR. Ostatné pouzité chemické tenzidy ako C12ES8, Triton X-100
alebo Digitonin neboli do takej miery uspesné vo vztahu s DHR7B ako DDM. Poznatky
z tejto prace o tom, Ze aj tymto trom detergentom sa podarilo zachovat' aktivu enzymu
Ci solubilizovat' ho z membrany, mézu byt pouzité pre sledovanie a pracu s inymi lenmi

SDR alebo Strukturne pribuznymi enzymami.
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7 Zaver

Ciefom diplomovej prace bolo ziskat Cisty enzym DHRS7B ato v jeho
aktivnej forme. Pretoze ide o membranovy protein experimovany v endoplazmatickom
retikule Sf9 buniek, bola pouZitd najprv solubilizacia detergentami. Nasledovala
purifikacia metdédou afinitnej chromatografie a bol ziskany purifikovany enzym
DHRS7B, u ktorého bola zachovana aktivita vo€i ketotifénu. Podarilo sa tak spinit
stanoveny ciel a ziskany enzym bude v buducnosti vyuzity na dalSie Stadium na

farmaceutickej fakulte.
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