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Uvod

Lidska zalude¢ni $tava obsahuje zejména pepsin A a pepsin C. Oba tyto travici
enzymy jsou produkovany v zaludecni sliznici jako inaktivni pepsinogeny (pepsinogen A
a pepsinogen C), které se 1i8i svymi fyzikalné-chemickymi a imunologickymi vlastnostmi.
Oba pepsinogeny jsou tvoreny néckolika izozymogeny, které se podafilo separovat
a identifikovat pomoci nativni elektroforézy. K aktivaci pepsinogenti na piislusné pepsiny
dochazi v kyselém prostiedi zaludku.

Hladiny pepsinogeni v krevnim séru odrazeji morfologicky a funkéni stav Zaludecni
sliznice. Jiz mnoho let je pozorovana souvislost mezi hladinami lidskych pepsinogent a
nékterymi zalude¢nimi onemocnénimi. Z diagnostického hlediska je zajimavy ptredevSim
vzajemny pomér pepsinogenu A k pepsinogenu C nejen v ZaludeCni sliznici, ale také
v krevnim séru. Pacienti s rakovinou zaludku nebo s atrofickou gastritidou maji oproti
zdravym jedincim vyznamné sniZzeny pomér pepsinogenu A k pepsinogenu C v krevnim séru.
Béhem zaludeCnich onemocnéni dochazi také ke zménam zastoupeni jednotlivych
1izozymogentl pepsinogent. Urceni téchto zmén by proto mohlo byt vyznamné pro v¢asnou
diagnostiku zminénych zdvaznych onemocnéni.

Predkladand dizertacni prace je soucasti projektu, ktery se zabyva zejména vyvojem
metod pro zjisténi zmeény exprese aspartatovych proteas nasledkem zavaznych zalude¢nich
onemocnéni. Jednim z cili tohoto projektu je 1 vypracovani metody pro separaci
pepsinogenu A a pepsinogenu C a jejich aktivnich forem, ktera by byla vhodna pro sledovani
jejich zmén béhem zminénych onemocnéni. Predklddand dizerta¢ni prace se konkrétné zabyva
pripravou afinitnich sorbentii a hledanim nejvhodnéj$ich podminek pro izolaci a separaci

pepsint, piipadné pepsinogentl.



1. Teoreticky uvod

1.1. Aspartatové proteasy

Aspartatové proteasy jsou velmi rozsifené proteolytické enzymy ', které se ucastni
ruznych procest. Podileji se na hydrolyze peptidovych vazeb v molekule proteini a peptidu.
Diive byly tyto enzymy kvali své aktivit¢ pii pH 1,5 az 5,0 oznaCovany jako kyselé
proteasy *. Dnes je viak pro n& pouZivan nazev apartitové proteasy zavedeny IUB, ktery
vychazi z reakéniho mechanizmu. Aktivni misto téchto proteas obsahuje dva zbytky
asparagové kyseliny. Aspartatové proteasy se fadi do tfidy hydrolas a podtiidy C-N hydrolas.

Aspartatové proteasy lze nalézt nejen v téle zivocichli, ale 1 napf. v rostlinach,
mikroorganizmech a ve viru HIV '. Lidské tkané produkuji celou fadu téchto proteas, napf.
pepsin A (EC 3.4.23.1), pepsin C (EC 3.4.23.3), chymosin (EC 3.4.23.4), kathepsin D
(EC 3.4.23.5), renin (EC 3.4.23.15) a kathepsin E (EC 3.4.23.34).

1.1.1. Nomenklatura Zaludecnich aspartatovych proteas

Dosud nebyla uplné sjednocena nomenklatura zalude¢nich aspartatovych proteas (viz
tab. 1.1). Zpocatku bylo ndzvoslovi téchto proteas velmi chaotické, nebot” vétSina autort
zabyvajicich se studiem téchto enzyml ve svych publikacich pouzivala svou vlastni
terminologii, ve které byly jednotlivé zymogeny/aktivni enzymy oc¢islovany na zéklad¢ jejich

chromatografického &  elektroforetického chovéni >™*°

. Nomenklatura dnes pouzivana
v biochemick¢ literatuie je ¢asto odlisné od klinické a l1ékatské. Biochemici preferuji trivialni
nazvy enzymi a nomenklaturu enzymi navrzenou IUB, kterd je zaloZena na reakénim
mechanizmu. V klinické a Iékafské literatuie je davana piednost rozdé€leni lidskych

pepsinogent na zakladé imunologickych vlastnosti do L. a II. skupiny *.

Tab. 1.1 Piehled lidskych Zaludeénich aspartatovych proteas pouzivanych v této praci > >

Kodové ¢islo  Aktivni forma Zymogen

EC3.4.23.1 pepsin A pepsinogen A (PG A)
(pepsin, pepsin I) (pepsinogen, pepsinogen I)

EC3.4233  pepsin C pepsinogen C (PG C)
(gastriksin, pepsin II) (progastriksin, pepsinogen II)

* 4 w7 4
dalsi pouzivana nomenklatura



1.1.2. Syntéza a sekrece pepsinogenii v lidském téle

Pepsiny jsou produkovany v inaktivni formé¢ jako prepepsinogeny, které jsou slozeny
ze signalniho peptidu, aktiva¢niho peptidu a aktivni enzymové &asti *. Signalni peptid je
odstépen pii vstupu do endoplazmatického retikula. Po prichodu pepsinogeni Golgiho
aparatem a po oddéleni lysozomdlnich enzymi jsou pepsinogeny skladovany v sekrecnich
granulich. Pomoci stimulacnich signdlti jsou pepsinogeny vyluCovany ze sekrec¢nich granuli
procesem exocytdzy '. Na iniciaci tohoto procesu se podili celd fada stimulaénich signal
napt. acetylcholin, gastrin, pentagastrin, sekretin a bombesin. Inhibici sekrece pepsinogenti
zptisobuje napf. prostaglandin, somatostatin a glukagon .

V lidském organizmu je nékolik mist vyskytu PGA a PG C (tab. 1.2) 2. Oba
pepsinogeny jsou produkovany hlavnimi bunikami téla a fundu Zaludku. PG C je navic
produkovan v Brunnerovych zldzach v proximdlnim duodenu, v pylorickych Zlazach v antru a
dale v epitelovych buiikdch prostaty a v semennych vaccich, ze kterych se PG C dostava do
semenné plazmy *’. PG A a PG C se dostavaji z mista vzniku do krve "% Za kli¢ovy organ
pro eliminaci pepsinogentl z krve jsou povazovany ledviny *®. PG C je u zdravych jedinct
kompletné reabsorbovan a metabolizovéan ledvinami, zatimco PG A jen ze dvou tfetin, a proto

je v mo¢i detegovan pouze PG A 2.

Tab. 1.2 Vybrana mista vyskytu pepsinogenu A a pepsinogenu C ve zdravém lidském téle "2

+ pfitomnost; — absence

Pivod PG A PG C
T¢lo zaludku + +
Antrum zaludku - +
Proximalni duodenum - +
Prostata - +
Semenné vacky — +
Krev + +
Mog - —/(+)’
Semennd plazma — +

" Pouze v n&kterych piipadech zdravych lidi bylo v mo¢i stanoveno i stopové mnozstvi PG C.
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1.1.3. Polymorfizmus lidskych pepsinogenii

Lidsky PG A i PG C se skladd z nékolika izozymogenti, které se liSi v celkovém
molekulovém néaboji, molekulové hmotnosti nebo v obojim. Samloff® v roce 1969 pomoci
elektroforézy na agarovém gelu rozd¢lil pepsinogeny z extraktu lidské zalude¢ni sliznice na
osm proteolyticky aktivnich prouzki, které oznacil podle klesajici anodické mobility jako
Pg1 az Pg7 a posledni nejpomalejsi pas jako SMP (,,slow moving protease”, pozdé&ji
oznacovéana jako kathepsin E ). Dale zjistil, ze Pg 1 a SMP vykazuji nejvétsi molekulovou
hmotnost a Ze jsou odpovédné za méné neZ 5% z celkové proteolytické aktivity Zalude¢niho
slizni¢niho extraktu. Pepsinogen A je slozen z péti frakci Pg 1 az Pg 5 a pepsinogen C z Pg 6
az Pg 7.

Izozymogeny Pg 3, Pg 4 a Pg 5 jsou produkty tfi riznych gent, které jsou lokalizovany
na chromozomu 11. Izozymogen Pg 7 je kddovan jednim genem na chromozomu 6. Ostatni
izozymogeny vznikaji posttranslaénimi modifikacemi (Pg2 zPg 3 a Pg 6 zPg7)°. Pg3 a
Pg 5 se li§i pouze jednou aminokyselinou v aktivaénim peptidu '°. P¥i aktivaci jsou aktiva&ni
peptidy odsStépeny a oba izozymogeny poskytuji pouze jediny pepsin. Piivod Pg 1 nebyl dosud
objasnén ’. Fenotypové variace jsou vysledkem nékolika haplotypii obsahujicich geny v riizné

. . o r v srowe :r 1,9
kombinaci nebo v riizném poctu kopii ¢i oboji .

1.1.4. Aktivace pepsinogenii na pepsiny

Pepsiny jsou syntetizovany ve form¢ inaktivnich pepsinogent. Po sekreci téchto
zymogenii do kyselého prostfedi zaludku jsou vlivem nizkého pH a autokatalyzy
konvertovany na aktivni enzymy '. Aktivace pepsinogentl probih4 p¥i hodnotach pH pod 5,0.
Béhem tohoto dé&je dochazi k protonaci kyselych aminokyselinovych zbytkl v aktivni ¢asti
enzymu, a tim k zeslabeni elektrostatickych interakci mezi aktivaénim peptidem a aktivnim
enzymem. Aktivacni peptid podstupuje konformacni zmeny, a tim iniciuje aktivacni reakci.
Vyse zminénymi procesy dochazi k odkryti aktivniho mista a nasledné k autokatalytickému

oditépeni aktivatniho peptidu * !

. Rychlost aktivacni reakce vzrista se snizujici se hodnotou
pH, ale zanedbatelna aktivace probih4 i pii hodnotach pH nad 5,0 (cit. ').

Aktivace pepsinogenu na pepsin vyzaduje proteolytické odStépeni aktiva¢niho peptidu
z N-koncové casti polypeptidového fetézce zymogenu a disociaci tohoto odsStépené¢ho
aktivac¢niho peptidu od aktivni enzymové ¢asti. Odstépeni aktivacniho peptidu mize probihat

< 4,11

pfimo, nebo vicekrokoveé ™ . Pfima cesta zahrnuje proteolytické rozstépeni peptidové vazby

mezi C-koncem aktivacniho peptidu a N-koncem pepsinové casti (napt. u opic¢iho PG A,
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kuteciho PG A). Vicekrokova cesta zahrnuje proteolytické rozstépeni peptidové vazby uvnitt
aktivacniho peptidu na jednom ¢i vice mistech s naslednym rozstépenim vazby mezi zbylou
casti aktivaniho peptidu a pepsinovou ¢asti (napt. u opi¢itho PG C, hovéziho PG A).
Aktivace lidského PG A a PG C probihd pies jeden meziprodukt ve dvou krocich.
V nékterych piipadech se pii uvolnéni aktivaéniho peptidu uplatiiuji oba vySe zminéné
zpusoby. Napftiklad u praseciho PG A se pfi pH 2,0 uplatiiuje ptimy i dvoukrokovy zptsob.
Ktery ztéchto zplsobti je preferovan, zavisi na koncentraci prase¢iho PG A''. Pii
proteolytickém odstépeni aktivacniho peptidu se uplatiiuji intramolekularni 1 intermolekularni

1, 4,11
reakce * " .

1.1.5. Struktura pepsinogent a pepsint

Dosud byla popsana kompletni primarni struktura u vice nez padesati pepsinogent.
V aminokyselinové sekvenci vyvozené znukleotidové sekvence cDNA nebo genomické
DNA byly identifikovany tfi ¢asti: signalni peptid (prepeptid), aktivacni peptid (propeptid) a
aktivni enzymova cast (pepsinova ¢ast). Signalni peptid je vysoce hydrofobni a je odstranén
jiz béhem syntézy pepsinogenu. Nativni pepsinogen je tvofen pouze pepsinovou ¢asti a
aktivaénim peptidem, ktery je uvolnén behem aktivace pepsinogenu na pepsin. Napiiklad
u prase¢iho PG A je signdlni peptid tvofen 15 aminokyselinovymi zbytky, aktiva¢ni peptid
tvofi 44 aminokyselinovych zbytkil a pepsinovou &ast 326 aminokyselinovych zbytka *.
Zaludeéni zymogeny obecné tvoii jednoduchy polypeptidovy fetézec slozeny piiblizné z 370
aminokyselinovych zbytkd (tab. 1.3). V N-koncové casti polypeptidového tetézce
pepsinogenu je aktivani peptid, ktery ma u stejného typu pepsinogent riznou délku
a obsahuje rizné mnozstvi bazickych aminokyselinovych zbytkii v zavislosti na zivo¢isném
druhu (tab. 1.3) '

Praseci pepsin A je tvofen jednoduchym polypeptidovym fetézcem, ve kterém jsou tfi
intramolekularni disulfidické mustky. Nejvétsi zastoupeni v fetézci maji zbytky serinu,
glycinu a asparagové kyseliny. Z celkového poctu aminokyselinovych zbytki je pouze jeden
lysinovy, jeden histidinovy a dva argininové '2. U prase¢iho pepsinu A byla v jeho
polypeptidovém fetézci prokazana fosforylace serinového zbytku v pozici 68 (cit. '> ™).
U nékterych izoforem lidského PG A byla nalezena jedna fosfatova skupina vézand na
serinovy zbytek, jehoZ pozice v polypeptidovém fetdzci nebyla dosud uréena *. Naproti tomu

u potkaniho '* a lidského '* PG C nebyla fosfatova skupina zjisténa.
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Tab. 1.3 Po&et aminokyselinovych zbytkd v polypeptidovych fetézcich pepsinogenti pouzivanych v této praci '

Pepsinogen Celkovy pocet Pocet Pocet bazickych
aminokyselinovych aminokyselinovych zbytkl
zbytk zbytk v aktivacnim
v fetézci v aktivacnim peptidu
peptidu
Prase¢i PG A 370 44 13
Lidsky PG A 373 47 13
Potkani PG C 376 46 12
Lidsky PG C 372 43 12

Terciarni struktura je znama pro prase¢i pepsin A, praseci a lidsky PG A a lidsky
PG C*. Lidsky PG A a prase¢i PG A jsou si podobn&jsi nez lidsky PG A a lidsky PG C .
Aktivni enzymovou ¢ast zymogenu tvori dvé témét shodné domény, které jsou k sobé
zrcadlové obracené. Obé domény se skladaji prevazné ze struktury B-sklddaného listu.
V rozsedlin€é mezi témito doménami se nachdzi Stérbina, ve které se vyskytuji dva zbytky
asparagové kyseliny. U prasec¢iho pepsinu A se tyto zbytky nachézeji v polypeptidovém
fetézci v pozici 32 a 215. Zminéna Stérbina je u aktivniho pepsinu volné pfistupna pro
substrat. Naproti tomu pepsinogeny maji v neutralnim pH tuto $térbinu ptekrytu aktivaénim
peptidem (obr. 1.1), ¢imz je zamezeno piistupu substratu do aktivniho mista. Aktivacni peptid
je vaktivnim misté vdzan hlavné elektrostatickymi silami, ackoli vodikové a hydrofobni
interakce hraji také svou roli. Aktivacni peptid prasec¢iho PG A a lidského PG C je na N-konci
tvofen jednou P-strukturou, kterd je nasledovana tiemi kratkymi helikdlnimi oblastmi.

C-konec aktiva&niho peptidu vykazuje velkou konforma&ni ohebnost ''.
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Obr. 1.1 Terciarni struktura prase¢iho pepsinogenu A '
modie — aktivni enzymova Cast, cervené — 2 zbytky asparagové kyseliny v aktivnim misté, zluté — aktivacni
peptid; terciarni struktura lidského pepsinogenu C je podobna.

1.1.6. Fyzikalné-chemické vlastnosti pepsinii a pepsinogenti

Pepsiny jsou syntetizovany v inaktivni formé jako pfisluSné pepsinogeny. Ke vzniku
pepsinu z pepsinogenu dochazi pfi pH niz§im nez 5,0 od§tépenim aktivaéniho peptidu ',
Pepsinogeny jsou stabilni v oblasti pH 5,0 az 8,5. Pfi pH vy$$im nez 8,5 dochazi k jejich
denaturaci '°.

Aspartatové proteasy se vyznacuji neobvykle nizkym pH optimem proteolytické
aktivity. Lidsky pepsin A vykazuje nejvysSsi proteolytickou aktivitu pfi pH 2,0 a lidsky
pepsin C pfi pH 2,3 (stanoveno za pouziti hemoglobinu jako substratu). Ptfi zvySeni pH nad 3
dochézi u obou pepsinti k rychlé ztraté proteolytické aktivity '°. V rozmezi pH 5,0 az 6,5 jiz
prakticky nevykazuji proteolytickou aktivitu, ale zpétnou upravou na pH 2,0 lze jejich aktivitu
opé&t obnovit .

Oba lidské pepsiny jsou stabilni v oblasti pH 1,0 aZ 6,5 (cit. 7). P¥i pH 7,0 pepsin A
rychle ztraci aktivitu, zatimco pepsin C je pfi tomto pH jesté relativng stabilni '°. P pH
vy$§im nez 7,5 jsou oba pepsiny ireverzibilng inaktivovany '’. Denaturace pepsintl vysokym
pH mé fyziologicky vyznam, protoZe zabranuje nezddouci proteolytické aktivité pepsinu po
opusténi kyselého prostiedi zaludku .

Pepsin A je teplotng stabilngjsi nez pepsin C '°. Oba pepsiny jsou stabilni do teploty
45°C. Pti vysSich teplotach nastava jejich postupna denaturace. Pii teploté 65°C jsou oba

pepsiny prakticky zcela denaturovany.
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V tabulce 1.4 jsou uvedeny relativni molekulové hmotnosti pepsini a pepsinogent,

které byly pouzivany v této praci.

Tab. 1.4 Relativni molekulové hmotnosti pepsint a pepsinogent pouzivanych v této praci

*

Protein M,

Praseci PG A 39533
Lidsky PG A 40 306
Praseci pepsin A 34510
Lidsky pepsin A 34 628
Potkani PG C 41 021
Lidsky PG C 40 568
Potkani pepsin C 35538
Lidsky pepsin C 35461

* 3 r 4 v r . . r ~r W r .
Relativni molekulova hmotnost vypocitana z aminokyselinové sekvence piislusného proteinu

(databaze Expasy, SIB, Svycarsko).

1.1.7. Proteolyticka aktivita pepsini

Pepsiny patfi mezi endoproteasy, které hydrolyzuji proteiny rGznou rychlosti

#1018 ‘Tyto enzymy vykazuji maximalni aktivitu v kyselé oblasti pH

v zavislosti na substratu
(tab. 1.5). K ucinngjsi hydrolyze proteind témito enzymy ptispiva také denaturace $tépenych
proteini zptisobend kyselym pH v zaludku "**.

Aktivni misto prasec¢iho pepsinu A obsahujici v aminokyselinovém fetézci dva zbytky
asparagové kyseliny v pozici 32 a 215 je obklopeno sedmi aminokyselinovymi zbytky, které

4,21 . fox . -
*“. Ve vazebném misté pepsinu dochazi

tvofi vazebné misto pro substrat (viz obr. 1.2)
k interakcim, které slouzi k orientaci substratu tak, aby byla St€pend vazba blizko k Asp-32 a
Asp-215. Karboxylové skupiny téchto dvou aspartatovych zbytkd jsou vzajemné umistény
v takové vzdalenosti, ktera jim umozfiuje spoleéné sdilet proton®. Vzhledem k tomu, Ze
aspartatové proteasy maji shodné uspotadani aspartdtovych zbytki, je pravdépodobné, ze

viechny enzymy této skupiny maji stejny katalyticky mechanizmus 2.
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Tab. 1.5 Preferované vazby Sté€peni a pH optimum pepsinti rizného pivodu

Pepsin Preferencné St€pené vazby pH optimum”
Lidsky pepsin A Yaa -|-Yaa 2,0 (cit. %)
(cit. 14212

Praseci pepsin A

Lidsky pepsin C Tyr-|-Xaa***
(cit. %)
Potkani pepsin C

2,2 (cit. %)
2,3 (cit. ')

2,0 (cit. 2

" stanoveno za pouziti hemoglobinu jako substratu
™ Yaa — zbytek aromatické nebo hydrofobni aminokyseliny

" Xaa — jakykoli aminokyselinovy zbytek

ENZYM

B9, 9, 9,015,' 5, B,

Katalytické misto

SUBSTRAT - P,-P,- P,-P,-P/-P,-P,-

Stépena vazba

Obr. 1.2 Schéma interakce substratu s aktivnim mistem enzymu '

P, az P;” — aminokyselinové zbytky substratu, které interaguji s aktivnim mistem enzymu;
S, az S3” — aminokyselinové zbytky aktivniho mista enzymu, které interaguji se substratem.

Odlisnosti ve vazebném misté enzymil maji vliv na vazbu substratu, a tim na specifitu

jednotlivych enzymt. Specifita je charakterizovana nejen aminokyselinovymi

v sousedstvi Stépené peptidové vazby ale i aminokyselinovymi zbytky, které se

interakce aktivniho mista enzymu se substratem '. K popisu aminokyselinovych

substratu a aminokyselinovych zbytkl aktivniho mista enzymu, které interaguji se substratem,
jsou pouzivana pismena P (P"), respektive S (S°) s indexem n (obr. 1.2) *'. P, oznaduje pozici
,»n-tého* aminokyselinového zbytku v N-koncové ¢asti substratu, ktera je pocitana od st€pené

vazby, zatimco P," je pozice v C-koncové Casti substratu také pocitana od Stépené vazby.
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Zbytky aminokyselin aktivniho mista enzymu, které interaguji se substratem, jsou znaceny
obdobné¢ S, a S,". Obecné aspartatové proteasy preferuji hydrofobni zbytky v pozici P;-P;’
(cit. 1.

Pti studiu specifity a mechanizmu proteolytické aktivity pepsini rizného pivodu byly

Vv v oy v vr o s . r ’ o I v ’ r 23-2
ve vét§ing studii pfednostné vyuzivany syntetické substraty rizného slozeni a délky > ~2°

ajen
vyjimeend byly pouzity pro studium specifity polypeptidové nebo proteinové substraty '
Bylo zjisténo, Ze pepsin preferuje aromatické nebo hydrofobni zbytky v pozici P; a P’
(tab. 1.5). Praseci pepsin A s vysokou pravdépodobnosti §tépi nésledujici vazby: Phe-Tyr,
Phe-His, Phe-Ala, Met-Met, Met-His, Trp-Glu, Trp-Ile, Tyr-Met *'. Stdpeni je navic pozitivné
¢1 negativné ovlivilovano aminokyselinovymi zbytky v jinych pozicich. Naptiklad prolin
ovlivituje Stépeni vazby pifi svém umisténi v pozici P3 a P4 pozitivné, zatimco v ostatnich
mistech (P, az P3") negativné*'. Lidsky pepsin A a pepsin C maji sice obdobnou substratovou
specifitu, ale pepsin C preferuje tyrosinovy zbytek v pozici P; a tedy preferuje Stépeni vazeb

Tyr-Xaa (jakykoli aminokyselinovy zbytek)*.

1.1.8. Inhibitory pepsinii

Aspartatové proteasy jsou inhibovany sriznou ucinnosti ndsledujicimi tfemi
specifickymi inhibitory: pepstatinem A, diazoacetylnorleucin methylesterem (DAN)
a 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxy)propanem (EPNP) '. Synteticky inhibitor DAN se kovalentng
vaZe na aspartatovy zbytek v aktivnim mist® v pozici 215 aminokyselinového fetdzce '.
Inhibice lidského pepsinu A timto inhibitorem probiha v pfitomnosti médnatych ionti
okamyzité, ale lidsky pepsin C neni za stejnych podminek vyznamné inhibovan '°. EPNP se
kovalentné vaze na aspartatovy zbytek v aktivnim misté v pozici 32 aminokyselinového
fetézce '. Navazani dvou molekul EPNP na jednu molekulu enzymu zpiisobi kompletni

inaktivaci enzymu ?’.

EPNP inaktivuje pepsinys riznou u&innosti'’. Inhibice t&mito
syntetickymi substraty probiha ireverzibilng ',

Pepstatin A, izolovany z filtratu kultur rodu Streptomyces, je ptirozenym specifickym
inhibitorem kyselych proteas ** a ma nésledujici sloZeni: isovaleryl-L-valyl-L-valyl-4-amino-
3-hydroxy-6-methylheptanoyl-L-alanyl-4-amino-3-hydroxy-6-methylheptanova  kyselina .
Uvedeny inhibitor je malo rozpustny ve vodnych roztocich a ma velmi malou toxicitu, coZ
bylo prokazano napf. u potkanti a opic *°. Tento inhibitor inhibuje napf. lidsky pepsin A i
lidsky pepsin C ' **3! prase¢i pepsin A ***', renin, kathepsin D>?, ale neinhibuje

neaspartitové proteasy napf. trypsin, o-chymotrypsin, plasmin, kalikrein, papain >’.
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Pepstatin A se pevné vaze na pepsin prostiednictvim velkého poctu nekovalentnich interakci

33,34

s aktivnim mistem enzymu , ¢imz zamezuje pristupu substratu do aktivniho mista, a tim

33,35

ijeho 3tépeni'. Tento inhibitor neinteraguje s pepsinogeny . Pepstatin A je obecné

ucinnym inhibitorem aspartatovych proteas, ale jednotlivé enzymy se liS§i svou afinitou

k tomuto inhibitoru '

. Lidsky pepsin A je téméf kompletné inhibovan ekvimolarnim
mnozstvim pepstatinu A, zatimco pepsin C vyzaduje deseti az dvacetinasobny molarni
nadbytek pepstatinu A '°. P¥i oralnim podani kapsli obsahujicich pepstatin A pacientim
s zaludecnimi viedy byla hodinu po podani tohoto inhibitoru zredukovéana celkova aktivita

pepstatinem A je relativné nezavisla na pH v oblasti 1,5 az 3,8. Pfi vys$Sim pH se ale Gi¢innost

inhibice snizuje .
1.2. Hladiny pepsinogent v lidském téle

1.2.1. Hladiny pepsinogenii ve zdravém lidském téle

Metabolizmus pepsinogenli je znamy jen ¢astetné. PG A a PG C vstupuji do krve
mechanizmem, ktery neni dosud zcela objasnén **°. V krvi jsou oba pepsinogeny neaktivni
a nemaji zadnou znamou funkei °. Hodnoty hladin obou pepsinogenti v krevnim séru na la¢no
souvisi s rychlosti jejich syntézy a s mnozstvim bun&k v Zaludeéni sliznici °. Ze sérovych
hladin pepsinogenii je mozné usuzovat na abnormality ve struktuie a funkci Zalude¢ni
sliznice *’ ~**. U zdravych jedincti je vzdy hladina PG A vyssi nez PG C *****° Hladina
PG A se u zdravych osob pohybuje cca od 13 do 175 ug/l a pro PG C od 1,1 do 40,0 ug/l
(cit, 383941, 42,4950y

Zdravi jedinci maji v krevnim séru konstantni hladinu PG A a PG C. VySe téchto
hladin je vSak individudlni a mize vykazovat vyznamné rozdily i mezi jedinci v rdmci jedné

38,39, 51 39,51

skupiny . Rozdil v hladinach mezi jednotlivci souvisi napf. s vékem , pohlavim ,

, , 2,38, 39, 40, 41
narodnosti ©°% 77"

, Zivotospravou i dietou %. P¥i dlouhodobém koufeni se zvysuje hladina
PG A vséru>>>. Z diagnostického hlediska je proto povazovano za vyznamngjsi udavat
hodnotu poméru PG A/PG C, nez absolutni hodnoty hladin jednotlivych pepsinogent

4 41,4
Vv seru 3941, 5.

1.2.2. Patologické zmény hladin pepsinogenii v lidském téle

JiZ mnoho let je studovana souvislost mezi zménou exprese a produkce pepsinogenti a

riznymi patofyziologickymi stavy organizmu. Napf. u pacientli s rakovinou prsu '
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karcinomem ovarii >’ nebo karcinomem prostaty °*>° byla prokazana produkce PG C
v zasazenych tkanich ¢i v jejich Castech, kde neni za normalniho fyziologického stavu tento
pepsinogen produkovan. Produkce PG C v téchto ptipadech je pravdépodobné disledkem
malignich transformaci.

Velké pozornost je zaméfovana zejména na patologické zmény zaludecni sliznice a
s ni souvisejici zmeény hladin PG A a PG C v zaludecni sliznici a v krevnim séru. Stale jsou
hledany biomarkery pro diagnostiku zalude¢nich onemocnéni (napft. gastritidy a rakoviny
zaludku). Jednim z nich je i stanoveni hladin PG A a PG C a zejména poméru PG A/PG C

V séru.

1.2.2.1. Zmény hladin pepsinogenil pii infekci bakterii Helicobacter pylori

Helicobacter pylori (H. pylori) je spiralni bakterie s bicikem, kterd ma vyznamnou roli
ve vzniku nékterych Zaludecnich onemocnéni (napt. gastritidy, peptického viedu, nekterych
nadort zaludku) ®. H. pylori pozitivni jedinci maji na rozdil od H. pylori negativnich
vyznamné vyssi hladiny PG A i PG C a niz§i pomér PG A/PG C*°*'. Po eradikaci H. pylori
dochazi k vyznamnému snizeni hladin obou pepsinogent a k vyznamnému vzristu pomeéru
PG A/PG C***. Hodnoty hladin obou pepsinogent a jejich vzajemny pomér se pak nelisi od

hodnot H. pylori negativnich jedinct *°.

1.2.2.2. Zmény hladin pepsinogenii pfi gastritidé

RozliSovany jsou dva zdkladni typy gastritidy: akutni a chronickd. Akutni gastritida
vetsinou vznika jako soucast bakterialni nebo virové infekce, ale v etiologii se uplatiuji také
napf. nesteroidni protizanétlivé 1éky, alkohol & koufeni ®. B&hem akutni superficialni
gastritidy postihujici sliznici fundu dochazi ke zvysSeni hladin PG A 1 PG C v séru, cozZ je
pravdépodobné zplisobeno zvysenym uvoliiovanim obou pepsinogeni do krevniho obéhu
jako odpovéd’ na zanét supraglandularni &asti sliznice °.

Chronickou gastritidu 1ze definovat jako pfitomnost chronickych zanétlivych zmén
sliznice, které mohou piipadné vést k atrofii az metaplazii sliznice. Z morfologického
hlediska se rozliSuje nekolik typt: superficidlni nebo hluboka gastritida, atrofickd gastritida
s ¢astecnou nebo uplnou ztratou zaludecnich zlazek, atrofickd gastritida s pylorickou nebo
intestinalni metaplazii . Pfi gastritidé dochazi ke zménam hladin PG A a PG C v krvi, coZ
muze byt vyuzito pii diagnostice tohoto onemocnéni.

U jedincii s chronickou superficidlni gastritidou dochazi ke zvySeni hladin obou

pepsinogenti, ale nepomérné vice vzrista PG C. Proto vzijemny pomér PG A/PGC
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vyznamné klesa ve srovnani se zdravou kontrolou’. Pacienti s chronickou superficialni
gastritidou maji ve srovnani s pacienty s atrofickou gastritidou vyssi hladinu PG A 1 PG C
v séru i vy$si pomér PG A/PG C'. Béhem atrofické gastritidy klesa produkce Zaludeéni
kyseliny a zaroven i hladina PG A v séru. Hladina PG C v séru ziistdva zvySend. Pouze
u pacientd s pokrocilou hlubokou atrofickou gastritidou se hladina PG C vraci k normalnim
hodnotam. V séru zdravych jedincii je hladina PG A vyssi nez PG C, ale v ptipad¢ pacientt
s hlubokou atrofickou gastritidou miize byt naopak hladina PG C vy&si nez PG A °. Pacienti
s atrofickou gastritidou téla zaludku maji niz8i hladinu PG A a pomér PG A/PG C v séru ve
srovnani s pacienty s atrofickou gastritidou antra. Hladina PG A a poméru PG A/PG C
vyznamné klesa s vyvijejici se atrofickou gastritidou*!. Byl pozorovéan vztah mezi hladinou
PG A, poméru PG A/PG C a lokalizaci gastritidy. Hladina PG A a pomér PG A/PG C je
nejvyssi u gastritidy predominantné pfitomné v antru. Hladina PG A 1 pomér PG A/PG C
klesa v pofadi: gastritida predominantné pfitomnd v antru, pangastritida a gastritida
predominantné pfitomna v téle zaludku. Mezi hladinou PG C a lokalizaci gastritidy korelace
pozorovana nebyla ®. Ke zvySené expresi PG C dochazi spiSe u intestinlni metaplazie
sttedniho a vé&tsiho rozsahu nez u intestinalni metaplazie malého & 4dného rozsahu**.
Celkova prevalence atrofické gastritidy s intestindlni metaplazii je vys$i u jedinct s niz§im
pomérem PG A/PG C a nizS§i hodnotou PG A vséru. U H. pylori pozitivnich jedinct

s atrofickou gastritidou s intestinalni metaplazii je pom&r PG A/PG C mensi nez 3,0 (cit. *).

1.2.2.3. Zmény hladin pepsinogenil pii peptickém viedu a pii rakoviné Zaludku

Pepticky vied Zaludku je ohraniceny defekt sliznice, ktery zasahuje do submukoézy.
Casto je provazen chronickou gastritidou. Pepticky vied duodena je multifaktorialni
onemocnéni. Se vznikem viedové choroby je asociovan H. pylori . Nejéast&j$im nadorem

z7aludku je adenokarcinom ®"- %%, ktery se dale rozliduje na intestinalni a difuzni typ.

Hladina PG A v séru je oproti zdravym kontroldm vyssi u pacientli s duodenalnim 38,63

38

v v 7 v ’ . o . v 41 - vwr .
nebo zaludeénim*® viedem, zatimco u pacientdi s rakovinou zaludku’**' je niz&i. Hladina

PG C vséru je oproti kontrolam vyS$i u pacienti s duodendlnim nebo Zalude¢nim

38,39

viedem , zatimco u pacientll s rakovinou zaludku se hladina tohoto pepsinogenu bud’

neméni ** nebo je vyssi®”*. Pomér PG A/PG C je oproti kontrole vyssi u pacientd

38-41,49 11 « .
%7, U zaludeéniho viedu

s duodenalnim viedem ** a niZ§i u pacientd s rakovinou Zaludku
jsou hladiny PG A i PG C v séru vyssi nez u rakoviny zaludku, ale neni vyznamny rozdil

mezi tdmito skupinami v poméru PG A/PG C **. Pacienti s rakovinou zaludku maji oproti
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pacientiim s atrofickou gastritidou niz§i hladinu PG A i pomér PG A/PG C v séru *'. U raného
1 pokrocilého stadia rakoviny dochazi oproti zdravé kontrole ke snizeni hladiny PG A i
poméru PG A/PG C v séru. Tento pokles je vy3si u pokro¢ilého stadia rakoviny zaludku*®*'.
U rakoviny zaludku intestindlniho typu je oproti difuznimu typu vyznamné niz$i hladina
PG A i PG C. Pomér PG A/PG C je u jedinct s rakovinou zaludku bez ohledu na histologicky
typ vyznamné niz§i oproti kontrolam *°. Pomoci imunohistochemickych metod bylo zjisténo,
Ze absence €1 velmi nizkd PG C produkce pti rakoving Zaludku je asociovana s kratkou dobou
preziti nemocnych jedinci a s vy$sim relapsem nemoci *.

Pfitomnost a obsah Pg 3 a Pg 5 (izozymogeny PG A) siln¢ zavisi na typu zalude¢niho
onemocnéni. Pacienti s duodendlnim viedem maji pomér izozymogeni Pg 3/Pg5 cca 3.

U pacientl s zalude¢nim viedem dochazi ke zvySeni poméru Pg 3/Pg 5 na hodnotu cca 9 a

navic u téchto jedincl je snizeny vyskyt Pg 1 v antru. Pacienti s karcinomem zaludku maji

cvwr

1.2.3. Stanoveni pepsinogenii v klinické praxi

V klinické praxi se dnes stanovuji koncentrace PG A a PG C v séru imunochemickymi
metodami (napt. ELISA"), které vyuzivaji vzajemné odlignych imunochemickych vlastnosti
téchto zymogend. Témito metodami v§ak nelze stanovit aktivni pepsiny ®°. Dnes je na trhu

row . . I3 .0 r . o r r 45, 4
dostupna fada imunochemickych kitd na stanoveni obou pepsinogenti v krevnim séru *> **¢7,

1.3. Metody izolace a separace pepsinogent a pepsinu

1.3.1. Elektroforetické metody

1.3.1.1. Nativni elektroforéza

Proteiny jsou pfi nativni elektroforéze separovany na zékladé svého naboje a velikosti.
Pro separaci lidskych pepsinli a pepsinogenti byla pouzita nativni elektroforéza na agarovém
nebo polyakrylamidovém gelu. Pomoci elektroforézy na agarovém gelu byly rozdéleny
pepsinogeny z extraktu lidské zaludecni sliznice na osm proteolyticky aktivnich prouzkt
oznaéenych podle klesajici anodické mobility jako Pg 1 az Pg7 a SMP (cit. ) - pozdgji
oznaovana jako kathepsin E (EC 3.4.23.34) (cit. ). Pepsinogeny v polyakrylamidovém gelu

* . .
,»-Enzyme-linked immunosorbent assay“
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putyji témét shodné jako v agarovém, lisi se pouze pohyblivosti nékterych frakci. Na
polyakrylamidovém gelu byl separaci pepsinogenii z extraktu lidské Zaludeéni sliznice’
ziskan kathepsin E a Pg 2 az Pg 7, které vSak piekryly pas Pg 1. Navic Pg 5 a Pg 6 migrovaly
spole¢ng. Polyakrylamidova ®® a zejména agarova® "> elektroforéza je Gasto pouzivana
k identifikaci jednotlivych pepsinogenti a pepsinii ve frakcich po jejich chromatografické

separaci.

1.3.1.2. Imunoelektroforéza

Pii raketové imunoelektroforéze dochézi k interakci antigenu s polyklonalni
protilatkou v gelovém prostfedi. Tato technika byla pouzita k semikvantitativnimu urceni
lidského PG A v extraktu Zalude&ni sliznice . Dvousmérna imunoelektroforéza, umoziujici
kvantifikovat n&kolik antigenti ve smé&si, byla pouZita pii studiu pepsinogenti v pankreatu’”.
Imunoelektroforéza byla dale pouZzita k ovéfeni Cistoty pepsinogeni z extraktu zaludecni

sliznice po jejich chromatografické separaci ™ 7°.

1.3.1.3. Izoelektricka fokusace

Izolelektricka fokusace (IEF) je elektroforetickd metoda zalozena na separaci proteini
podle jejich izolelektrickych bodi. IEF byla pouzita k separaci chromatograficky
purifikovanych lidskych PG A a PG C z extraktu Zalude¢ni sliznice pacientl s rakovinou
zaludku. Touto metodou bylo ziskano deset proteolyticky aktivnich prouzki, které odpovidaly

jednotlivym izoformam pepsinogent "’

. IEF byla také pouzita ke studiu pepsini lidské
zaludecni $tavy pacientll s zaludecnimi onemocnénimi. U jednotlivych pacienti byl ziskan
rizny pocet prouzkii (maximalné vSak Sest), které se navic liSily i svou proteolytickou

aktivitou %,

1.3.2. Chromatografické metody

Dosud neexistuje jednoducha univerzalni metoda pro purifikaci, izolaci a separaci
pepsinii a jejich zymogenl. VétSina popsanych postupii pro uvedené proteiny zahrnuje
kombinace chromatografickych metod. Pepsiny maji tendenci k autoproteolyze a k inaktivaci,
proto jsou Casto izolovany ve formé zymogenl. Pepsinogeny jsou nasledné aktivovany na
pepsiny, které jsou poté separovany na jednotlivé pepsiny. Izolovany a separovany jsou
nejéastji PG A a PG C z extraktu Zalude&ni sliznice ** %7778 pG A z moc&i ¥, PG C

68, 69

, 7 . . - VIR TIR v v s
ze semenné plazmy ', pepsiny z okyseleného extraktu Zaludec¢ni sliznice nebo z zalude¢ni

oz 70-72,82, 83
§tayy 07588

22



1.3.2.1. Iontové-vyménna chromatografie

Pfi iontové-vyménné chromatografii jsou proteiny separovany na zaklad¢ svého
naboje. K frakcionaci pepsinu A a pepsinu C zokyseleného extraktu lidské Zzalude¢ni
sliznice fundu a pyloru byl pouzit katex (Amberlite CG-50) a k nasledné identifikaci
jednotlivych pepsinti byla pouzita agarova elektroforéza®. K izolaci pepsini z lidské
zaludec¢ni Stavy byl také pouzit anex (DEAE-celulosa); jednotlivé pepsiny byly separovany
naslednymi rechromatografiemi °. Pepsiny byly také separovany chromatografii na DEAE-
celulose (provedena ,,batch-wise) v kombinaci s chromatografii na TSK DEAE-5PW 7!-#2,
TSK DEAE-5PW byl také tispé$né pouzit pii separaci jednotlivych pepsind z Zalude¢ni §t'avy
bez predchozi chromatografické purifikace ™%

K purifikaci a frakcionaci pepsinogenti z extraktu lidské Zalude¢ni sliznice se

e .o 69,79, 80
nejcastéji pouzivd anex DEAE-celulosa™ "™,

Na tomto sorbentu byly separovany
pepsinogeny z homogenati lidské zalude¢ni sliznice pacientli s karcinomem zaludku a s
zalude¢nim viedem. Byl zjistén vyznamny rozdil v chromatografickém profilu pepsinogenti z
zaludecni sliznice pacientli s zalude¢nimi viedy a s karcinomem zaludku (stejny pocet pikii,
ale jejich rtizné vzajemné poméry) . Bank a kol. kombinaci chromatografie na DEAE-
Sephacelu, na Sephacrylu S-200 HR a na Mono-Q HRS5/5 separovali izozymogeny PG A
z lidské moci*'. Kombinaci chromatografii na DEAE-celulose a Mono-Q HR5/5 byly
separovany nékteré izozymogeny lidskych pepsinogenii z lidské zaludeéni sliznice ®*. Sorbent
Uno-Q1 byl pouzit k separaci na DEAE-Separonu purifikovanych lidskych PG A a PG C z
zaludeCni sliznice pacientli srakovinou zaludku. Ze sorbentu Uno-Q1 byl nejdiive

desorbovan PG C a poté PG A. Jednotlivé izozymogeny pepsinogenil se vSak na tomto

sorbentu separovat nepodafilo '’

1.3.2.2. Afinitni chromatografie

Pro izolaci a separaci pepsind a jejich zymogenii byla také pouzita afinitni
chromatografie, kterd je zalozena na schopnosti biologicky aktivnich latek se specificky a
reverzibiln¢ vazat na komplementarni slouceninu (afinitni ligand) imobilizovanou na matrici.

Pro izolaci a separaci pepsini a jejich zymogenti byl dosud popsan jen omezeny pocet

75,76 84 - 86

ligandt, které vyuzivaji tvorby komplexl antigen — protilatka , enzym — inhibitor

nebo enzym — derivat substratu *’ %%,
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1.3.2.2.1. Imunoafinitni chromatografie

Imunoafinitni chromatografie byla pouZita pro izolaci PG A "> a PG C " z zalude¢ni
sliznice a PG A z koncentrované moci. K izolaci PG A z extraktu Zalude¢ni sliznice nebo
moci imunoafinitni chromatografii na Sepharose 4B s imobilizovanou protilatkou proti PG A
bylo nutné¢ nejdiive vzorky purifikovat iontové-vyménnou chromatografii na DEAE-
Sephadexu A-50 (cit. ). Aplikaci extraktu lidské Zaludeéni sliznice pfimo na Sepharosu 4B
s imobilizovanou protilatkou proti PG C byl ziskdn PG C s pfimési dalSich latek (napf.
imunoglobulinti), které byly odstranény naslednou chromatografii na DEAE-Sephadexu A-50

(cit. ).

1.3.2.2.2. Afinitni chromatografie vyuZzivajici jako ligand inhibitor

Purifikace hovéziho ® a ovéiho® pepsinu byla provedena na Sepharose 4B
s imobilizovanym inhibitorem poly-L-lysinem. Pro separaci lidského pepsinu A a pepsinu C
z Zalude¢ni Stavy byla pouZita Sepharosa 4B s imobilizovanym heptapeptidem Val-D-Leu-
Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu. V ptipadé separace pepsint z okyselené Zalude¢ni sliznice na tomto

sorbentu bylo nutné nejprve pepsiny izolovat na DEAE-celulose *°.

1.3.2.2.3. Afinitni chromatografie vyuzivajici jako ligand derivat substratu

Pfi vyrobé vhodného sorbentu pro afinitni chromatografii pepsinii a pepsinogenti se
vychazelo ze znamého substratu pro pepsin A N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-L-
tyrosinu *'*. Byly pfipraveny sorbenty obsahujici 3,5-dijod-L-tyrosin (ligand) imobilizovany
na matrice na bazi polyakrylamidu nebo Sepharosy 4B. Nejvyssi kapacitu pro praseci
pepsin A mél 3,5-dijod-L-tyrosin imobilizovany na divinylsulfonem aktivovanou
Sepharosu 4B (cit. **). Obdobné vysledky byly ziskany pii porovnani vlivu aktivace perlové
celulosy (divinylsulfonem) a Sepharosy 4B (divinylsulfonem nebo 2,4,6-trichlor-
1,3,5-triazinem) s imobilizovanymi jodovanymi derivaty L-tyrosinu; nejvyhodnéjsi vlastnosti
pro afinitni chromatografii pepsinii byly nalezeny u sorbentl ptipravenych aktivaci Sepharosy
4B pomoci divinylsulfonu *.

Ke zhodnoceni ptispévku jednotlivych komponent substratu N-acetyl-L-fenylalanyl-
3,5-dijod-L-tyrosinu na interakci s prase¢im pepsinem A byly pfipraveny sorbenty
s imobilizovanymi derivaty L-tyrosinu a L-fenylalaninu. Bylo zjiSténo, Ze adsorpce praseciho
pepsinu A zavisi na substituci aromatickych aminokyselin. Kapacita sorbentl na bazi

Sepharosy 4B s imobilizovanym monojodovanym derivatem L-tyrosinu (3-jod-L-tyrosin) pro
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prase¢i pepsin A byla velmi nizkd a prakticky se neliSila od kapacity sorbentu
s imobilizovanym L-tyrosinem. K vyraznému zvySeni kapacity doslo u sorbent
s imobilizovanym 3,5-dijod-L-tyrosinem a pfi jodaci L-tyrosin-Sepharosy 4B. Tyto sorbenty
se také lisily afinitou k lidskému PG A a PG C. Zadny z téchto pepsinogent nemél afinitu
k imobilizovanému L-tyrosinu ani k 3-jod-L-tyrosinu. K imobilizovanému 3,5-dijod-L-
tyrosinu mél afinitu jen PG C. K L-tyrosinu jodovanému az po imobilizaci na
divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B mély afinitu oba  pepsinogeny.
K imobilizovanému L-fenylalaninu nemé¢l afinitu Zadny z lidskych pepsinogent a k p-jod-L-
fenylalaninu mél afinitu jen PG C. Na divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B byl dale
imobilizovan N-acetyl-L-fenylalanin, ke kterému mély afinitu oba lidské pepsinogeny
a z dosud piipravenych sorbenti m&l i nejvétsi kapacitu pro praseéi pepsin A *°.

Byly studovany interakce prasec¢iho pepsinu A a PG A s ligandy imobilizovanymi na
divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B dvéma zptlisoby: ptes jejich volnou aminoskupinu
nebo karboxylovou skupinu. Ligandy s volnou aminoskupinou (L-fenylalanin, L-tyrosin a
jejich jodované derivaty nebo tyramin) byly imobilizovany piimo na divinylsulfonem
aktivovanou Sepharosu 4B. Naproti tomu pfi imobilizaci ligandl pfes volnou karboxylovou
skupinu bylo nutné nejdiive zavést ethylendiaminovy oddalovaci mistek. Karbodiimidovou
reakci byl poté na mustek imobilizovan piislusny ligand s chranénou aminoskupinou (napf.
N-acetyl-L-fenylalanin, Boc-3,S-dijod-L-tyrosin*, Boc-L-tyrosin). Chranici skupina Boc byla
nakonec hydrolyticky odstranéna trifluoroctovou kyselinou. Pfitomnost chranici skupiny Boc
neméla vyznamny vliv na afinitu enzymu k imobilizovanému 3,5-dijod-L-tyrosinu. Nejvétsi
kapacita byla zjisténa u sorbentli s imobilizovanym N-acetyl-L-fenylalaninem, 3,5-dijod-L-
tyrosinem (imobilizovanymi ptes karboxylovou skupinu) a tyraminem (imobilizovanym pies
aminoskupinu). Vysokd kapacita imobilizovaného tyraminu ve srovnani s L-tyrosinem
naznacila, ze volnd karboxylova skupina ligandu negativné ovliviiuje jeho interakci
s prase¢im pepsinem A. Prase¢i PG A interagoval pouze s ligandy imobilizovanymi pies

karboxylovou skupinu a s tyraminem .

" Boc — N-terc-butyloxykarbonyl

25



2. Cil prace

Téma dizertacni prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu, ktery je zaméfen na
Zalude¢ni sliznici a vyskytem zavaznych zalude¢nich onemocnéni. Urceni vzajemného
poméru pepsinogenu A a pepsinogenu C je dilezité pro diagnostiku atrofické gastritidy, ktera
je Casto povazovana za premaligni stav rakoviny Zaludku.

Cilem ptedkladané prace bylo ptipravit vhodny chromatograficky sorbent pro separaci
lidskych Zaludec¢nich aspartatovych proteas (pepsini) a jejich zymogenil (pepsinogent).

K feseni tohoto ukolu bylo tieba:

Ptipravit afinitni sorbenty, které by umoznily separaci lidskych pepsinii a pepsinogent,

a nalézt nejvhodnéjsi podminky pro adsorpci a eluci jejich jednotlivych forem.

e Urcit zakladni parametry pfipravenych sorbentii pomoci modelové proteasy - praseciho

pepsinu A.

e Studovat adsorpci praseciho pepsinu A na pfipravenych afinitnich sorbentech

a charakterizovat vazebné misto enzymu, které se na interakci podili.

e Pouzit pfipravené afinitni sorbenty pro separaci lidskych pepsini, pfipadné pepsinogenti

ze vzorku lidské Zaludeéni stavy a lidské Zaludec¢ni sliznice.
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3. Experimentalni Cast

3.1. Pouzité chemikalie

Praseci pepsin A (EC 3.4.23.1), praseci pepsinogen A, hovézi hemoglobin, L-tyrosin,
N-acetyl-L-fenylalanin, Boc-3,5-dijod-L-tyrosin, pepstatin A, kufeci ovalbumin,
a-chymotrypsin z hovéziho pankreatu (EC 3.4.21.1), trypsin zhovéziho pankreatu
(EC 3.4.21.4), etylendiamin dihydrochlorid, N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-etylkarbodiimid,
divinylsulfon, Sepharosa 4B, trifluoroctova kyselina, mocovina, hydrogenuhli¢itan amonny,
jodacetamid, dithiotreitol, acetonitril, N,N-dimetylformamid, kysela fosfatasa z brambor
(EC 3.1.3.2), kyanoborohydrid sodny, 2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES),
akrylamid, N,N’-methylenbis(akrylamid), TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika). Hovézi sérovy albumin
byl zakoupen od firmy Serva (Heidelberg, Némecko). ,,BCA™ Protein Assay Reagent A,
roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 2 mg/ml (standard pro stanoveni
proteinl) a ,,Phosphoprotein Phosphate Estimation Assay Kit*“ byly zakoupeny od firmy
Pierce (Rockford, IL, USA). MALDI kalibra¢ni standardy ,,Peptide Calibration Standard* a
a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina byly od firmy Bruker Daltonics (Bremen, Némecko).
Monoklonalni protilatka proti lidskému pepsinogenu A a monoklonalni protilatka proti
lidskému pepsinogenu C byly od firmy Medix Biochemica (Kauniainen, Finsko). Ostatni
chemikalie byly od firmy IPL (Uhersky Brod, Ceska republika). Spi¢ky naplnéné C18 fazi
(PerfectPure C18 Tip) byly zakoupeny od firmy Eppendorf (Hamburg, Némecko) a
magnetické ¢astice ,,Magnetic Glyoxal 4% Agarose Beads* (o velikosti 20 — 75 pm) od firmy
BioSciences Bead Division of Colloidal Science Solutions, Inc. (West Warwick, USA).

3.2. Pristroje

M¢éteni bylo provadéno na FPLC (,.fast protein liquid chromatography*) od firmy
Ecom (Praha, Ceska republika) nebo Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Systém FPLC od firmy
Ecom se softwarem CSW (DataApex, Praha, Cesk4 republika) byl sloZen z programétoru
gradientu GP 5, Cerpadla LCP 4000, davkovaciho analytického ventilu smyckového D (1 ml
smycka), UV detektoru LCD 2070 (vinova délka 280 nm). Systém BioLogic DuoFlow od
firmy Bio-Rad byl vybaven gradientovou pumpou, 1 ml davkovaci smyckou, UV detektorem

(vlnova délka 280 nm), vodivostnim detektorem, pH detektorem. Oba FPLC systémy byly
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dale vybaveny sbéracem frakci Fraction collector 2110 a kolonou Bio-Scale MT2 High-
Resolution Column (52 mm x 7 mm i.d.) (vSe Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Roztoky vzorki
byly pted aplikaci na kolony filtrovany pfes filtraéni néstavce Puradisc s PTFE membranou
o velikosti portt 1 um (Whatman, Maidstone, Kent, UK). Pfi dialyze roztokd vzorkd byly
pouzity dialyzacni kazety ,,Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes s celulosovou membranou
(10 000 MWCO) od firmy Pierce (Rockford, IL, USA).

Pouzivana voda byla pfipravena Milli-Q systémem (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA). Pii ptipravé pufri bylo pH méfeno na digitalnim pH-metru Jenway (Essex, UK).
Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na Multiskan Microplate Readeru MCC/340
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). K temperovani byla pouzivdna vodni lazen
Julabo HE-4 (JULABO Labortechnik, Seelbach, Némecko), AccuBlock Digital Dry Bath
(Labnet International, Oakham, Rutland, UK) a Orbital Incubator SISO (Stuart Scientific,
Stone, Staffordshire, UK). K odstfedovani byla pouzivana centrifuga s chlazenim 5415R
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Nativni elektroforéza byla provadéna na chlazené
vertikalni elektroforéze od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika) a jako zdroj byl
pouzit Power PAC 3000 Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

Analyza smési peptidi ziskanych Stépenim proteinii o-chymotrypsinem byla
provadéna ve spolupraci s Mgr. Petrem P¥ikrylem, PhD. (Ustav patologické fyziologie 1. LF
UK, Praha, Ceska republika) na hmotnostnim spektrometru Autoflex II TOF/TOF systému
(Bruker Daltonics, Bremen, Némecko) s vyuzitim standardniho ocelového terciku ,, MTP 384

massive target T s 384 pozicemi (Bruker Daltonics, Bremen, Némecko).

w7 (] 4 [¢] 90, 91
3.3. Priprava afinitnich sorbentu

3.3.1. Aktivace Sepharosy 4B divinylsulfonem

Sepharosa 4B (10 ml) byla promyta na frit¢ S 1 destilovanou vodou (500 ml). Po
odsati na frit€ byl k promyté suspenzi ptidan 200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7 (10 ml) a
divinylsulfon (1 ml). Suspenze byla tfepana 70 min za laboratorni teploty. Nasledn¢ byla

promyta destilovanou vodou (500 ml) a 200 mM uhli¢itanovym pufrem pH 10,7 (200 ml).

3.3.2. Vazba ethylendiaminového oddalovaciho mistku nebo L-tyrosinu

Ihned po aktivaci byla divinylsulfonem aktivovana Sepharosa 4B (10 ml) smichana

s 200 mM uhli¢itanovym pufrem pH 10,7 (10 ml) obsahujicim ethylendiamin dihydrochlorid
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(2 g) nebo L-tyrosin (1 g). Smés byla tfepana 16 h za laboratorni teploty. Poté byl gel promyt
destilovanou vodou (500 ml) a 200 mM uhli¢itanovym pufrem pH 10,7 (200 ml).

Potom byla modifikovand Sepharosa 4B smichana sroztokem glycinu (100 mg
glycinu v 10 ml 200 mM uhlicitanového pufru pH 10,7) a tfepana 2 h za laboratorni teploty.
Nasledn¢ byl gel promyt destilovanou vodou (500 ml), 200 mM uhli¢itanovym pufrem
pH 10,7 (200 ml) a opét destilovanou vodou (500 ml).

3.3.3. Vazba N-acetyl-L-fenylalaninu nebo Boc-3,5-dijod-L-tyrosinu

Divinylsulfonem aktivovana Sepharosa 4B obsahujici ethylendiaminovy oddalovaci
mustek (10 ml) byla suspendovéana v roztoku obsahujicim ligand (215 mg ligandu (N-acetyl-
L-fenylalaninu nebo Boc-3,5-dijod-L-tyrosinu) v 6 ml destilované¢ vody) a N-(3-
dimethylaminopropyl)-N’-ethylkarbodiimid (228 ul). Suspenze byla tfepdna 24 h =za

laboratorni teploty a poté promyta destilovanou vodou (500 ml).

3.3.4. Odstranéni chranici skupiny z Boc-3,5-dijod-L-tyrosinu

K sorbentu s imobilizovanym Boc-3,5-dijod-L-tyrosinem byl pfidan roztok
trifluoroctové kyseliny (1,5 ml) v destilované vodé (15 ml). Smés byla tiepana 30 min za

laboratorni teploty a pak promyta destilovanou vodou (500 ml).

3.3.5. Jodace Sepharosy 4B s imobilizovanym L-tyrosinem

L-tyrosin-Sepharosa 4B byla promyta PBS’ (200 ml) a smichana s roztokem PBS
(7,8 ml) obsahujicim jodid draselny (2,4 g) a chloramin B (0,6 g). Po 2 min byla reakce
ukoncena pridanim roztoku obsahujiciho thiosifi¢itan sodny (0,1 g) a jodid draselny (2,4 g)

v PBS (7,2 ml). Takto pfipraveny sorbent byl nakonec promyt destilovanou vodou (500 ml).
3.4. Priprava magnetickych Castic s imobilizovanou kyselou

fosfatasou z brambor

Usazené magnetické castice ,,Magnetic Glyoxal 4% Agarose Beads* (velikost 20 —
75 um) o objemu 1 ml byly promyty 100 mM hydrogenuhli¢itanem sodnym (4 x 3 ml).

Promyté Castice byly resuspendovany ve 2 ml roztoku obsahujiciho kyselou fosfatasu

. Phosphate buffered saline*
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z brambor (10 mg/ml 100 mM hydrogenuhlic¢itanu sodného) a tfepany za laboratorni teploty
24 h. Nasledné byly castice promyty 100 mM hydrogenuhli¢itanem sodnym (7 x 3 ml) a
smichany s roztokem glycinu (15 mg glycinu ve 2 ml 100 mM hydrogenuhli¢itanu sodného) a
ttepany 1 h za laboratorni teploty. Poté byly promyty destilovanou vodou (5 x 3 ml) a
100 mM hydrogenuhli¢itanem sodnym (3 x 3 ml). Nasledn¢ byly ¢astice 1 h tfepany ve 2 ml
100 mM hydrogenuhli¢itanu sodného obsahujicich kyanoborohydrid sodny (15 mg). Nakonec
byly ¢astice promyty destilovanou vodou a uchovavany v roztoku 10 mM octanového pufru
pH 5,0 obsahujictho 20 mM MgCl,. Mnozstvi proteinti bylo stanoveno metodou BCA
(bicinchoninova kyselina, viz kap. 3.12.1.) v roztoku pfed a po imobilizaci kyselé fosfatasy z
brambor a ve vSech nasledujicich promyvacich roztocich po imobilizaci. Mnozstvi
imobilizované kyselé¢ fosfatasy z brambor bylo vypocteno jako rozdil mnozstvi proteint
vroztocich pfed a po imobilizaci fosfatasy. Magnetické Céstice obsahovaly 4,8 mg

fosfatasy/ml usazenych céstic.
3.5. Priprava vzorki pro afinitni chromatografii

3.5.1. Potkani a lidské pepsiny a pepsinogeny

Zaludky ze samic potkana ziskané na 1. LF UK v Praze byly okamzité zpracovany.
Oddélena zaludecni sliznice byla ihned promyta 50 mM Tris pufrem pH 7,2 a
homogenizovana v 50 mM Tris pufru pH 7,2 (1 g tkdné na 4 ml pufru). Homogenat byl
odstfed’ovan 60 min pii 400 g a teploté 4°C. Supernatant byl uchovavan ve zmrazeném stavu
pfti teploté -18°C. Pied analyzou byl homogenat zalude¢ni sliznice potkana okyselen 1 M HCl
na pH 3,0, ¢imz doslo k aktivaci pepsinogenu C na pepsin C. Aktivace probihala 16 h pfi
teploté 4°C. Takto upraveny homogenat byl pred aplikaci na afinitni sorbent ptefiltrovan
(Puradisc s PTFE membranou o velikosti pori 1 pm).

Resekované Casti lidskych zaludkd pacientd s riiznymi zalude¢nimi onemocnénimi
(karcinomem Zzaludku, viedovou chorobou duodena nebo zaludku), ziskané na 1. chirurgické
klinice 1. LF UK v Praze, byly promyty 50 mM Tris pufrem pH 7,2 a rozdéleny do nékolika
prouzkii. Oddélena sliznice byla homogenizovana v 50 mM Tris pufru pH 7,2 (1 g tkané na
4 ml pufru). Homogenat byl odstiedovan 60 min pii 400 g a teploté¢ 4°C. Supernatant byl
dlouhodob¢ uchovavan ve zmrazeném stavu pii teploté —18°C. V piipad¢ separace lidskych
pepsinogentt byl na afinitni sorbent aplikovan filtrat tohoto supernatantu. Filtrace byla

provedena pfes filtracni nastavec Puradisc s PTFE membranou o velikosti porti 1 pm. Pred

30



separaci lidskych pepsini z homogenatu lidské Zaludecni sliznice bylo nutné pted analyzou
aktivovat pepsinogeny na pepsiny okyselenim homogenatu 1 M HCI na pH 3,0. Aktivace
pepsinogenll na pepsiny probihala 16 h pfi teploté 4°C. Poté byl takto upraveny homogenat
prefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou o velikosti porti 1 pm).

Lidské Zalude¢ni $tava zdravého jedince, ziskand na 4. interni klinice 1. LF UK
v Praze, byla lyofilizovana a uchovéavana dlouhodobé pfii teploté -18°C. Pted aplikaci na
afinitni sorbent byl lyofilizat rozpustén v pfislusné adsorpéni mobilni fazi (2 mg/ml) a

prefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou o velikosti porii 1 um).

3.5.2. Inhibice praseciho pepsinu A

Inhibice prasec¢iho pepsinu A byla provedena pepstatinem A. Ke3 ml roztoku
praseciho pepsinu A (1 mg/ml adsorpcni mobilni faze) byly ptidany 3 mg pepstatinu A. Smés
byla inkubovéana 12 h pfi teploté 4°C. K odstranéni nerozpusténého pepstatinu A byl roztok

pted aplikaci na afinitni sorbent prefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou o velikosti port

1 pm).

3.5.3. Defosforylace praseciho pepsinu A

Ke 4 ml roztoku prasec¢iho pepsinu A (1 mg/ml 10 mM octanového pufru pH 5,0
obsahujictho 20 mM MgCl,) bylo piiddno 950 ul usazenych magnetickych ¢astic
s imobilizovanou kyselou fosfatasou z brambor (pfiprava castic viz kap. 3.4.). Tato sm¢s byla
ttepana rychlosti 200 rpm pii teploté 37°C po dobu 25 h. Defosforylace prasec¢iho pepsinu A
byla ukoncena odebranim magnetickych c¢astic zroztoku. Nasledné¢ byl roztok vzorku

dialyzovén proti 100 mM octanovému pufru pH 3,7(2x2h a 1 x 16 h).

3.6. Afinitni chromatografie

3.6.1. Obecny postup afinitni chromatografie

Kolona Bio-Scale MT 2 High-Resolution Column (52 mm % 7 mm i.d.) byla naplnéna
pripravenymi sorbenty (viz kap. 3.3.). Pfed kazdou analyzou byla kolona promyta adsorpcni
mobilni fazi az do ustdleni linie detektoru (cca 40 ml). Poté byl aplikovan roztok vzorku
(1 ml) a kolona byla opét promyta adsorpéni mobilni f4zi do vymyti vSech neadsorbovanych
latek (15 — 30 ml). Adsorbované proteiny byly desorbovany piisluSnou eluc¢ni mobilni fazi
(izokraticky nebo linearnim gradientem). Chromatografie byly provadény pii pratokové

rychlosti 1 ml/min. V prabéhu analyz byla méfena absorbance pii vinové délce 280 nm. Po
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skonceni méfeni byly kolony promyty cca 40 ml pfislusné adsorpéni mobilni faze.
Dlouhodobé¢ byly kolony skladovany pii teploté 4°C.

Béhem analyz byly odebirany frakce (1 ml), ve kterych bylo stanoveno mnozstvi
proteinii metodou BCA (viz kap. 3.12.1.), piipadné jejich proteolytickd aktivita
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.). Proteolyticka aktivita
enzymu stanovena metodou podle Ansona a Mirského byla pouzita k vypoctu vytézku
(,,recovery®). Vytézek byl urcen jako proteolyticka aktivita desorbovaného enzymu vyjadiena

v procentech proteolytické aktivity aplikovaného enzymu.

3.6.2. Roztoky pouzité pri afinitni chromatografii pepsinii

Roztoky pouzité pii hledani vhodnych chromatografickych podminek pro pepsiny na
jodované L-tyrosin-Sepharose: adsorpce — (a) 50 mM octanovy pufr pH 3,5-6,0;
(b) 50 mM fosforecnanovy pufr pH 3,5 — 6,0; (c) 10 — 100 mM octanovy pufr pH 4,0;
(d) 25 mM octanovy pufr pH 4,0 obsahujici 0,3 nebo 1 M NaCl; eluce — (a) 25 — 200 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,0; (b) 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,0; (¢) 50 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,0 obsahujici 0,15 — 1,00 M NacCl; (d) 50 mM octanovy pufr pH 3,7
obsahujici 1 M NaCl; (e) 50 mM octanovy pufr pH 6,0; (f) 50 mM Tris pufr pH 7,2 obsahujici
1 M NaCl; (g) 50 mM fosfore€nanovy pufr pH 8,0 obsahujici 1 M NaCl; (h) (0,6 mg
3,5-dijod-L-tyrosinu a 250 ul N,N-dimethylformamidu)/ml 25 mM octanového pufru pH 4,0.

Roztoky pouzité pii hledani vhodnych chromatografickych podminek pro pepsiny na
3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharose: adsorpce — (a) 100 mM octanovy pufr pH 3,5-6,0;
(b) 0,25 — 1,00 M octanovy pufr pH 6,0; (c) 100 mM octanovy pufr pH 6,0 obsahujici 0 — 1 M
NaCl; eluce — (a) 50 mM octanovy pufr pH 6,7; (b) 50 mM MES pH 6,7; (¢) 50 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,7; (d) 50 mM octanovy pufr pH 6,0 (50 mM MES pH 6,0; 50 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,0 nebo 6,8) obsahujici 1 M NacCl; (e) 50 mM octanovy pufr pH 6,0
obsahujici 0,5 — 1,0M NaCl; (f) (0,6 mg 3,5-dijjod-L-tyrosinu a 213 ul N,N-
dimethylformamidu)/ml 50 mM octanového pufru pH 6,0.

Roztoky pouzité pii hledani vhodnych chromatografickych podminek pro pepsiny na
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose: adsorpce — (a) 100 mM octanovy pufr pH 3,0 — 5,0;
(b) 0,025 — 1 M octanovy pufr pH 3,7; (c) 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 0 — 0,5 M
NaCl; (d) 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 1 M NaCl; (e) 0,1 nebo 0,3% octova
kyselina; eluce — (a) 100 mM octanovy pufr pH 6,7; (b) 100 mM MES pH 6,7; (c) 100 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,9; (d) 100 mM octanovy nebo fosforeCnanovy pufr pH 5,4
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obsahujici 0 — 0,5 M NaCl; (e) 100 mM MES pH 5,5 obsahujici 0,5 M NaCl; (f) 100 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,9 obsahujici 0,5 M NaCl; (g) 100 mM octanovy pufr pH 3,7
obsahujici 0,05 — 1,00 M NaCl; (h) linearni gradient 100 mM octanového pufru pH 3,7 — 6,0;
(ch) linearni gradienty 0 — 1 M NaCl ve 100 mM octanovém pufru pH 3,7 (rGzné strmosti);
(1) 100 mM octanovy pufr pH 6,0 obsahujici 0,5 M NaCl; (j) 100 mM fosfore¢nanovy pufr
pH 7,2 obsahujici 1M NaCl; (k) (1 mg N-acetyl-L-fenylananinu a 2 ul N,N-
dimethylformamidu)/ml 100 mM octanového pufru pH 3,7.

3.6.3. Roztoky pouzité pri afinitni chromatografii pepsinogent

Roztoky pouzité pii chromatografii prasec¢iho pepsinogenu A na jodované L-tyrosin-
Sepharose: adsorpce — (a) 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 6,0 a 6,5; (b) 50 mM
fosforeCnanovy pufr pH 6,0 nebo 6,5 obsahujici 1 M NaCl; eluce — (a) 50 mM
fosfore¢nanovy pufr pH 6,5 nebo 8,0; (b) 50 mM fosforecnanovy pufr pH 6,5 nebo 8,0
obsahujici 1 M NaCl.

Roztoky pouzité pii chromatografii prasec¢iho pepsinogenu A na 3,5-dijod-L-tyrosin-
Sepharose: adsorpce — 20 mM octanovy pufr pH 5,2; eluce — 20 mM octanovy pufr pH 5,6
obsahujici 0,5 M NaCl.

Roztoky pouzité pfi chromatografii prasec¢iho pepsinogenu A a lidskych pepsinogenti
na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose: adsorpce — (a) 20 mM octanovy pufr pH 35.5;
(b) 25 mM Tris pufr pH 7,2; eluce — (a) 20 mM octanovy pufr pH 5,5 obsahujici 0,5 M nebo
1,0 M NaCl; (b) 25 mM Tris pufr pH 7,2 obsahujici 0,5 M nebo 1,0 M NaCl; (c¢) linearni
gradienty 0 — 1 M NaCl v 25 mM Tris pufru pH 7,2 (rGzné strmosti).

3.6.4. Stanoveni kapacity afinitnich sorbenti pro praseci pepsin A

Stanoveni kapacity afinitnich sorbenti pro prase¢i pepsin A bylo provedeno za
nejvhodnéjSich podminek pro prase¢i pepsin A. Roztok praseciho pepsinu A (1 mg/ml
adsorpéni mobilni faze) byl aplikovan na kolonu tak dlouho, nez bylo dosazeno jejiho
uplného nasyceni (proteolyticka aktivita a koncentrace prasec¢iho pepsinu A v odebiranych
frakcich vykazovala konstantni hodnotu). Poté byla kolona promyta pfislusnou adsorpcni
mobilni fazi. Adsorbovany praseci pepsin A byl desorbovan piislusnou elu¢ni mobilni fazi.
Mnozstvi praseciho pepsinu A v eluatu bylo stanoveno metodou BCA (viz kap. 3.12.1.).

Kapacita byla vyjadifena v miligramech praseciho pepsinu A adsorbovaného na 1 ml sorbentu.
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3.7. Stépeni proteinii a-chymotrypsinem

Roztoky: A — 1,6 M hydrogenuhli¢itan amonny obsahujici 7M mocovinu;
B — 450 mM dithiotreitol; C — 100 mM jodacetamid; D — 1 mg a-chymotrypsinu/ml vody.

Postup: ve frakcich po afinitni chromatografii bylo upraveno pH na 7,8 roztokem A
a byl pfidan roztok B (20 ul/mg protein). Smés byla inkubovana 25 min pii 50°C. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byl ke smési piidan roztok C (20 pul/mg proteinil) a smés byla
inkubovéna 10 min za laboratorni teploty. Pak byl pifidan roztok D (100 pl/mg proteint).
Reakeéni smés byla tfepana 18 h pti 37°C. Reakce byla ukoncena tpravou pH trifluoroctovou

kyselinou na pH 4,0.

3.8. Odsoleni peptidii na C18 fazi napIlnéné ve Spi¢kach
(PerfectPure C18 Tip)

Roztoky: A — 50% acetonitril; B — 0,1% trifluoroctovd kyselina; C —0,1%
trifluoroctova kyselina obsahujici 50% acetonitril.

Postup: Spicka naplnéna C18 fazi byla postupné promyta vzdy po 100 pl (10 x 10 pl)
roztoku A, roztoku B, vzorku (ptfiprava viz kap. 3.7.) a roztoku B. Eluce adsorbovanych

peptidi byla provedena 4 pl roztoku C. Eluat byl analyzovan pomoci MALDI-TOF/TOF MS.

3.9. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a MALDI-
TOF/TOF

Na hmotnostnim spektrometru Autoflex II TOF/TOF, ktery byl vybaven dusikovym
laserem (337 nm) a FlexControl softwarem, byla v pozitivnim mdédu naméfena spektra
MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF. Jako vzorek byla pouZzita smés peptidd, ktera vznikla
Stépenim proteindi po separaci afinitni chromatografii a-chymotrypsinem (viz kap. 3.7.), po
odsoleni na C18 fazi naplnéné ve Spickach (viz kap. 3.8.). Na standardni ocelovy ter¢ik ,,MTP
384 massive target T” s 384 pozicemi bylo napipetovano 0,5 pl vzorku (eluatu z C18 Spicek)
a 0,3 pl standardu. Po zaschnuti ter¢iku na vzduchu byl vzorek/standard pievrstven
0,5 ul/0,3 ul  roztoku matrice (acetonitril : 1% octové kyseliné: (3 mg o-kyano-4-
hydroxyskoficové kyseliné/ml 2% trifluoroctové kyseliny obsahujici 50% acetonitril)
v poméru 1:1:1). Po zaschnuti na vzduchu byl ter¢ik vlozen do hmotnostniho spektrometru a

podroben MS a MS/MS analyze.
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Pred analyzou vzorkti byl hmotnostni spektrometr externé kalibrovan pomoci
standardu ,,Peptide Calibration Standard“, ktery obsahoval angiotensin II, angiotensin I,
substanci P, bombesin, ACTH" (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28. Po kalibraci byly
vzorky peptidd nejprve podrobeny MS analyze. Ze ziskanych MALDI-TOF spekter byly
vybrany nejintenzivnéjsi piky a ty byly nasledné¢ podrobeny MS/MS analyze.

K identifikaci peptidii z namétenych MALDI-TOF a MALDI-TOF/TOF spekter byly
pouzity programy FlexAnalysis a BioTools (Bruker Daltonics, Germany) spolu s
vyhledavacim programem Mascot (Matrix Sciences, Londyn, UK) a databazi Swiss-Prot
(SIB, Zeneva, Svycarsko). Byly pouzity nasledujici vyhleddvaci parametry: tolerance
hmotnosti peptidu - 150 ppm a tandemova tolerance hmotnosti — 0,7 Da, enzym -

chymotrypsin, ,,misscleavage® — 5.

3.10. Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza lidskych
pepsinogenti

Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza byla provedena modifikovanou
metodou podle Banka a spol. *'.

Separaéni gel: (T 8,3%; C 3,0%) : 20 ml 35 mM Tris-HCl pH 7,5; 5 ml
akrylamidové smeési (T 41,5%; C 3,0%); 80 ul 10% persiranu amonného; 20 ul TEMED
(N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)

Zaostrovaci gel (T 3,6%; C 20,0%): 4 ml 30 mM Tris-H3;PO4 pH 5,0 obsahujici
0,67 M sacharosu; 1 ml akrylamidové smési (T 18,0%; C 20,0%); 25 ul 10% persiranu
amonné¢ho; 5 ul TEMED

Vzorkovy pufr: 30 mM Tris-H;PO4 pH 5,5 obsahujici 40% sacharosu a 0,1%
bromfenolovou modf

Elektrodovy pufr: 2,2 mM Tris-HCI pH 7,5 obsahujici 15 mM barbiturat sodny

Postup provedeni elektroforézy: k separaci lidskych pepsinogent byla pouzita
vertikalni chlazend elektroforéza o rozmérech skel 16,5 x 19 cm a tloustce gelu 0,75 mm.
Vzorky byly smichdny se vzorkovym pufrem v poméru 2:1 (v/v) a naneseny do jamky

zaostfovacitho gelu (25 pl vzorku/jamku). Preelektroforéza (30 min) a elektroforéza

" Adenokortikotropni hormon

" Parametry T a C udavaji stupefi zesiténi akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu
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v zaostfovacim gelu probihala za konstantniho napéti 150 V, vseparatnim gelu za
konstantniho napéti 400 V pii 7 °C.

Detekce pepsinogenii po elektroforéze: po skonceni elektroforetické separace byl
polyakrylamidovy gel inkubovan v roztoku 60 mM HCI obsahujici 0,6% hemoglobin (3h),
stabilizovan v roztoku 10% sulfosalicylové kyseliny (30 min), obarven v 0,2% amidocerni
10 B rozpusténé ve 40% metanolu a 10% octové kyseling, odbarven v 7% octové kyseling.

Pepsinogeny se jevily jako bilé pruhy na modrém pozadi.

3.11. Inkubace lidskych pepsinogenti s monoklonalnimi
protilatkami

Inkubace s monoklonélni protilatkou byla provedena modifikovanou metodou podle
Majeréakové a kol. . Do jamek mikrotitraéni desticky s kulatym dnem byly napipetovany
vzorky podle tabulky 3.1 a desticka byla 5 min tfepana. Inkubace probihala pfes noc pfi
teplot¢ 4°C. Druhy den byla smés odsttedovana 5 min pii 300 g a teplot¢ 4°C.
V c¢asti supernatantu byla po upravé pH na hodnotu 3,0 stanovena proteolytickd aktivita
pepsinogenti (resp. pepsinti) modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap.
3.12.2.). Druhé c¢ast supernatantu byla analyzovana pomoci nativni polyakrylamidové gelové

elektroforézy (viz kap. 3.10.).

Tab. 3.1 Pfiprava vzorkl pro inkubaci s protilatkami proti lidskym pepsinogentim

Jamka Cislo  Antih(PG A) Antih(PG C) Fyziologicky PV’
roztok

1 25 ul — 75 ul —
2 — 25 ul 75 ul —
3 25 ul - 25 ul 50 ul
4 — 25 ul 25 ul 50 ul
5 25 ul 25 ul — 50 ul
6 — — 50 ul 50 ul

* Filtrat homogenatu lidské zaludeéni sliznice (0,1 mg proteinti/ml)

Antih(PG A) — protilatka proti lidskému pepsinogenu A; Antih(PG C) — protilatka proti lidskému pepsinogenu C
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3.12. Analytické metody

3.12.1. Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Koncentrace proteint byla stanovena metodou BCA (bicinchoninova kyselina) *>. Toto
stanoveni je zaloZeno na reakci peptidové vazby s Cu" ionty v alkalickém prostedi za vzniku
Cu’ iontti, které poté vytvaii s BCA purpurové zbarvené komplexy. K sestrojeni kalibraéni
piimky byly pouzity roztoky hovéziho sérového albuminu (BSA) o znamé koncentraci.

Roztoky: A — ,BCA™ Protein Assay Reagent A*“; B — 4% CuSOQy; reakéni roztok
AB —roztoky A a B smichany v poméru 50:1; standardy — roztoky BSA o znadmé koncentraci
(7,8 — 500 pg/ml).

Postup: do mikrotitraéni desti¢ky bylo napipetovano 40 ul vzorku nebo standardu
o znam¢ koncentraci a 200 pl reakéniho roztoku AB. Mikrotitra¢ni desticka byla 30 s tfepana,
a pak inkubovéna 30 min pii 60°C. Absorbance byla zméfena pii vinové délce 540 nm.

Stanoveni bylo provadéno v duplikatech.

3.12.2. Stanoveni proteolytické aktivity modifikovanou metodou podle
Ansona a Mirského

Stanoveni proteolytické aktivity bylo provadéno modifikovanou metodou podle
Ansona a Mirského **. Tato metoda je zalozena na Stépeni hovéziho hemoglobinu pepsinem
za vzniku peptidd, jejichz mnozstvi je pfimo umérné aktivité¢ pepsinu. Mnozstvi vzniklych
peptidt se stanovuje metodou BCA po vysrazeni nerozstépenych proteint trichloroctovou
kyselinou.

Roztoky: 0,3 M HCI; 0,3 M trichloroctova kyselina; roztok hemoglobinu — roztok
rozpusténého hemoglobinu (1 g /40 ml vody) a 10 ml 0,3 M HCI.

Postup: do mikrozkumavky bylo napipetovano 250 ul roztoku hemoglobinu, ktery byl
temperovan ve vodni lazni 10 min pfi teploté¢ 37°C. Bylo ptidano 50 pl vzorku. V ptipadé
pepsini (pepsinogent) byla reakce ptresn€¢ po 10 min (30 min) ukoncena ptidanim 500 pl
0,3 M trichloroctové kyseliny. Mikrozkumavka byla odstfed'ovana v centrifuze po dobu
15 minut pii 12 000 rpm a 8°C. V supernatantu byla stanovena koncentrace peptidit metodou
BCA (viz kap. 3.12.1.). Jednotka PU je definovana jako takové mnozstvi enzymu, které
pfeméni za 1 minutu pii 37°C a pfi pH 2 takové mnoZstvi hemoglobinu, Ze vzniklé peptidy

zpisobi zménu absorbance o 0,001 pfi 540 nm méfenou metodou BCA.
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3.12.3. Stanoveni mnozstvi fosforu

V prasecim pepsinu A bylo mnozstvi fosforu stanoveno pomoci ,,Phosphoprotein
Phosphate Estimation Assay Kit*“. Stanoveni je zalozeno na alkalické hydrolyze fosfatovych
skupin ze serinovych a threoninovych zbytkli fosfoproteinli a na kvantifikaci uvolnéného
fosfatu pomoci malachitové zelené a molybdenanu amonného. K sestrojeni kalibra¢ni piimky
byly pouzity roztoky fosvitinu o znamé koncentraci a o zndmém mnozstvi fosforu.

Roztoky: 2,0 M NaOH; 4,7 M HCI; fosfatovy reagent — smés roztoku molybdenanu
amonného a roztoku malachitové zelen¢ v poméru 1:3; standardy — roztoky fosvitinu o zndmé
koncentraci (1,25 — 20 pg/ml) a 0 zndmém mnozstvi fosforu.

Postup: do jamky mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 50 pl vzorku nebo
standardu o zndmé koncentraci. Po pridani 50 ul 2,0 M NaOH byla desticka tfepana po dobu
1 minuty a ndsledné inkubovana 30 min pifi 65°C. Poté bylo pfidano 50 pl 4,7 M HCI
a desticka byla tfepana po dobu 1 minuty. Po pfidani 50 pl fosfitového reagentu a po
promichani na tfepacce po dobu 1 minuty byla desticka inkubovana 30 min za laboratorni

teploty. Poté byla zméfena absorbance pii 650 nm. Stanoveni bylo provadéno v triplikatu.
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Priprava afinitnich sorbenti

Pro purifikaci a separaci lidskych zaludecnich aspartatovych proteas — pepsinll a
pepsinogent byly pfipraveny a testovany tii afinitni sorbenty. Ligandy pouzité v této praci

byly imobilizovany na divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B **%°

. Tento zplsob
aktivace Sepharosy umoznuje jednoduché navazani ligandi pies jejich volnou aminoskupinu
nebo hydroxylovou skupinu. Navic modifikace divinylsulfonem aktivované Sepharosy
pomoci oddalovaciho mustku umoziuje ligand imobilizovat také pies jeho volnou
karboxylovou skupinu.

V literatufe je uveden jen omezeny pocet ligandi pouzitych kizolaci ¢i separaci

75,76 84 - 86

pepsinil a pepsinogenl z riiznych zdroju, napt. protilatky , inhibitory a derivaty

, -92
substratu 87 0

. Pfi vybéru vhodného afinitniho ligandu pro lidské pepsiny a pepsinogeny jsme
vychézeli ze znamého substratu N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-L-tyrosinu, pomoci kterého
Ize stanovit aktivitu pepsinu A ve smési s pepsinem C '*,

Byly pfipraveny tii afinitni sorbenty obsahujici nasledujici ligandy: 3,5-dijod-
L-tyrosin, N-acetyl-L-fenylalanin nebo L-tyrosin (obr. 4.1). Afinitni sorbent obsahujici
imobilizovany L-tyrosin byl ithned po navazani ligandu jodovan. Struktura pfipravenych
afinitnich sorbentli odpovidala obecnému vzorci sorbentu pro thiofilni chromatografii
matrice-O-CH,-CH,-SO,-CH,-CH,-X-Y ¥’ '99, kde X muze byt kromé atomu siry také atom
kysliku ¢i dusiku a Y je aromaticka nebo heteroaromaticka sloucenina.

L-tyrosin byl imobilizovan pfimo na divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B pftes
svou volnou aminoskupinu (obr. 4.1). Po navazani ligandu byl sorbent jodovéan
chloraminovou metodou *°.

Dalsimi pouzitymi ligandy byly N-acetyl-L-fenylalanin a 3,5-dijod-L-tyrosin, které byly
na divinylsulfonem aktivovanou matrici imobilizovany pfes své volné karboxylové skupiny
(obr. 4.1). Vtéchto piipadech bylo nejdiive nutné na divinylsulfonem aktivovanou
Sepharosu 4B navéazat ethylendiaminovy oddalovaci mistek, ¢imZ byla na matrici zavedena
aminoskupina. Karbodiimidovou reakci byl poté na mitstek imobilizovan pfislusny ligand:
N-acetyl-L-fenylalanin nebo Boc-3,5-dijod-L-tyrosin prostiednictvim amidové vazby.
Z imobilizovaného Boc-3,5-dijod-L-tyrosinu byla nakonec hydrolyticky odstranéna chrénici

skupina Boc trifluoroctovou kyselinou *".

39



245 ﬁ_u_ %o _m
_ | _
208 —HN— HO— 09— HN— &(?HD) — HN — &®H9) — S — %(*HD) — O — esoieydeg 9y — HN— HO— 9 — HN— %ZHD) — HN —2(*HO) — ml “(°HD) — 0 — esoseydeg
| I I
L o] o] o]

I - HO
NI_U /\ ! T,
90g -HN-HO-0-OH o ond i [ ]
q_‘._u 0 L
T i i
|
2N —Z(ZHD) — HN — H%HD) — S — ®HD) — O — esoseydeg HOOD — HO — HN —&(%H0) — § — Y®HD) — O — esoseydes
I I
o] HO 0
~ N
/ " _ __
ZUN -NHNIUv-wIZ f/ \ N
™~ - ZHO
~ HOO2 —HO—ZHN

(0]
Il
Zyg =HD — S — %®HD) — O — esoseydeg

I
0

Obr. 4.1 Schéma imobilizace derivatl aromatickych aminokyselin na divinylsulfonem aktivovanou

Sepharosu 4B
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4.2. Afinitni chromatografie praseciho pepsinu A

4.2.1. Optimalizace podminek chromatografie praseciho pepsinu A na
afinitnich sorbentech

Nejdiive byly na pfipravenych sorbentech ureny nejvhodnéjsi adsorpéni a elu¢ni
chromatografické podminky pro modelovou aspartitovou proteasu prase¢i pepsin A. Byl
zkouman vliv slozeni (fosfore¢nanovy pufr, octanovy pufr, MES), pH a iontové sily adsorpcni
1 eluéni mobilni faze (obr. 4.2 — 4.6). Pti vybéru vhodného pufru se vychéazelo ze stability
molekuly prasec¢iho pepsinu A. Molekula prasec¢iho pepsinu A je proteolyticky aktivni do
pH 6. Nad pH 7 dochézi k jeji ireverzibilni inaktivaci *.

4.2.1.1. Ligand imobilizovany na matrici pfes svou aminoskupinu; optimalizace
chromatografickych podminek pro praseci pepsin A na jodované
L-tyrosin-Sepharose

Pti hledani vhodnych adsorpcnich podminek pro praseci pepsin A na jodované
L-tyrosin-Sepharose byl nejdiive zjistovan vliv pH na adsorpci. Prase¢i pepsin A byl na
afinitni sorbent adsorbovan v oblasti pH 3,5 — 5,0. Pfi zvySeni pH nad tuto oblast doslo
k vyraznému poklesu mnozstvi adsorbovaného enzymu. Snizeni pH pod 3,5 nebylo mozné
kvili stabilité afinitniho sorbentu. MnozZstvi adsorbované¢ho praseciho pepsinu A bylo jen
nepatrn¢ zavislé na iontové sile adsorpni mobilni faze (obr. 4.2). Pfi pouziti octanového
pufru jako adsorpéni mobilni faze bylo dosazeno lepSich vysledki nez pii pouziti
fosfore¢nanového pufru, kdy byl ziskan nizsi vytézek praseciho pepsinu A.

Dale jsme se zabyvali slozenim elu¢ni mobilni faze. Zjistili jsme, Ze v mobilni fazi
obsazeny 1 M NaCl nemd na desorpci praseciho pepsinu A zadny vliv (obr. 4.3). K desorpci
95% adsorbovaného praseciho pepsinu A doslo zvySenim pH z 3,7 na 6,0. Desorpce dal§iho
mnozstvi adsorbovaného enzymu bylo dosazeno 50 mM Tris pufrem pH 7,2 obsahujicim
1 M NaCl. Nevyhodou této desorpce bylo pfili§ vysoké pH, pii kterém jiz dochazi
k ireverzibilni ztraté proteolytické aktivity praseiho pepsinu A *. Nejvhodn&jsi eluéni
mobilni fazi byl 50 mM fosforecnanovy pufr pH 6,0 obsahujici 0,3 M NaCl. Za téchto
podminek bylo dosazeno nejvyssiho vytézku pro praseci pepsin A a nejostiejSiho elucniho
piku. Chromatogram praseciho pepsinu A za nejvhodnéjSich podminek je uveden na obr. 4.6¢

(viz str. 47).

41



17500

17000

16500 -

16000

15500

Plocha eluéniho piku (mV.s)

15000

10,0 100,0

¢ (mM)

Obr. 4.2 Vliv koncentrace adsorpéni mobilni faze na adsorpci prase¢iho pepsinu A na jodovanou
L-tyrosin-Sepharosu

Chromatografické podminky: adsorpce — 10 — 100 mM octanovy pufr pH 4,0; eluce — 50 mM fosfore¢nanovy
pufr pH 6,0 obsahujici 0,3 M NaCl; vzorek — 1 ml roztoku praseciho pepsinu A (1mg/ml pfislusné adsorp¢ni
mobilni faze); priitokova rychlost — 1 ml/min; ¢ — koncentrace octanového pufru pH 4,0.
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Obr. 4.3 Chromatografie prase¢iho pepsinu A na jodované L-tyrosin-Sepharose
Chromatografické podminky: I — 50 mM octanovy pufr pH 3,7; Il — 50 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 1 M
NaCl; III — 50 mM octanovy pufr pH 6,0; IV — 50 mM Tris pufr pH 7,2 obsahujici 1 M NaCl; vzorek — 1 ml
roztoku prasec¢iho pepsinu A (2 mg/ml 50 mM octanového pufru pH 3,7); prutokova rychlost — 1 ml/min;
pH odebiranych frakei (1 ml) bylo upraveno 1 M HCI na hodnotu 2; sloupcovy graf — proteolyticka aktivita
stanovena modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.).
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Vliv prutokové rychlosti mobilni faze kolonou na vytézek praseciho pepsinu A je
uveden v tabulce 4.1. Je patrné, ze pii prutokové rychlosti 1 ml/min byl dosazen nejvyssi
vytézek (96%). Zavislost plochy elu¢niho piku na koncentraci aplikovaného roztoku
prasec¢iho pepsinu A byla linearni (R* = 0,999) v rozmezi koncentraci 0,125 — 2,000 mg/ml.
Kapacita afinitniho sorbentu pro praseci pepsin A byla 41,5 mg enzymu na 1 ml sorbentu. Na
kolon¢ naplnéné jodovanou L-tyrosin-Sepharosou bylo provedeno béhem jednoho mésice 115
experimentl, aniZ by na tomto sorbentu byly pozorovany zmény v adsorpci ¢i desorpci

praseciho pepsinu A.

Tab. 4.1 Vliv pritokové rychlosti mobilni faze na vytézek praseciho pepsinu A z jodované L-tyrosin-Sepharosy

Pratokova rychlost Vytézek
(ml/min) (%)
0,3 85
0,5 81
1,0 96
1,3 79
1,5 76

Chromatografické podminky: adsorpce — 25 mM octanovy pufr pH 4,0; eluce — 50 mM fosforecnanovy pufr
pH 6,0 obsahujici 0,3 M NaCl; vzorek — 1 ml roztoku praseciho pepsinu A (1 mg/ml 25 mM octanového pufru
pH 4,0); vytézek — proteolyticka aktivita desorbovaného enzymu vyjadifena v procentech proteolytické aktivity
aplikovaného enzymu.

4.2.1.2. Ligand imobilizovany na matrici ptes svou karboxylovou skupinu

4.2.1.2.1. Optimalizace chromatografickych podminek pro prase¢i pepsin A na
3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharose

Praseci pepsin A byl na 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosu adsorbovan v oblasti pH 3,5 az
6,0. Pii pouziti adsorp¢éni mobilni faze o pH 6,0 byla adsorbovana proteasa eluovéna ve forme
dvou casteCné separovanych pikid, které byly proteolyticky aktivni. Obdobny jev, tzn.
desorpci adsorbovaného praseciho pepsinu A ve formé dvou casteCné separovanych pikil

s proteolytickou aktivitou popsali uz Arnostova a spol. ¥

, avSak pfi pouziti jodované
L-tyrosin-Sepharosy. Arnostova a spol. dale zjistili, Ze se proteiny odpovidajici t€émto pikim

neliSily stupném fosforylace.
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Dale byl zkouméan vliv iontové sily na vazbu praseciho pepsinu A se sorbentem.
Nejvyssi adsorpce praseciho pepsinu A bylo dosazeno v 25 az 50 mM octanovém pufru
pH 6,0 (obr. 4.4). Se zvySujici se koncentraci tohoto pufru dochézelo ke sniZovani mnoZzstvi
adsorbovaného enzymu. Obdobny vliv na adsorpci méla i mobilni faze obsahujici NaCl. Na
adsorpci praseciho pepsinu A se pravdépodobné nepodileji hydrofobni interakce, nebot’ na
interakci enzymu s imobilizovanym ligandem méla iontova sila mobilni faze negativni vliv.

Desorpce praseciho pepsinu A zménou pH na hodnotu 6,7 ¢i zménou pH se soucasnou
zménou slozeni mobilni faze (MES, fosfore¢nanovy pufr) neprobéhla. Na rozdil od diive
zminéného sorbentu jodované L-tyrosin-Sepharosy neméla hodnota pH elu¢ni mobilni faze
vliv na mnozstvi desorbovaného praseciho pepsinu A. Kompletni desorpce enzymu bylo
dosazeno pouhym zvySenim iontové sily adsorpcni mobilni faze (1 M NaCl). Byl testovan
izokraticky zpiisob eluce a linedrni gradienty rizné strmosti. Nejucinnéjsi separace elucnich

piki bylo dosazeno izokratickym zpisobem eluce.
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Obr. 4.4 Vliv koncentrace adsorpcni mobilni faze na adsorpci praseciho pepsinu A na 3,5-dijod-L-tyrosin-
Sepharosu

Chromatografické podminky: adsorpce — 25 — 1 000 mM octanovy pufr pH 6,0; eluce — 100 mM octanovy pufr
pH 6,0 obsahujici 1 M NaCl; vzorek — 1 ml roztoku praseciho pepsinu A (3 mg/ml pfislusné adsorpcni mobilni
faze); pratokova rychlost — 1 ml/min; ¢ — koncentrace octanového pufru pH 6,0.

Zavislost plochy elu¢nich piki na koncentraci aplikovaného roztoku praseciho
pepsinu A byla linearni (R* = 0,998) v rozmezi koncentraci 1 — 5 mg/ml. Kapacita afinitniho
sorbentu pro praseci pepsin A byla 49,7 mg enzymu na 1 ml sorbentu a vytézek pro praseci
pepsin A byl 88%. Na obrazku 4.6b (viz. str.47) je uveden chromatogram praseciho
pepsinu A za nejvhodnéjSich podminek. Na kolon¢ naplnéné 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosou
bylo provedeno béhem jednoho mésice 110 experimentl, anizZ by na tomto sorbentu byly

pozorovany zmény v adsorpci €i desorpci praseciho pepsinu A.
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4.2.1.2.2. Optimalizace chromatografickych podminek pro prase¢i pepsin A na
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose

Praseci pepsin A byl na afinitni sorbent adsorbovan v oblasti pH 3,5 — 3,7 (obr. 4.5).
Pii snizeni/zvySeni pH pod/nad tuto oblast se c¢ast enzymu neadsorbovala. MnoZstvi
adsorbovaného praseciho pepsinu A bylo také zavislé na koncentraci adsorpéni mobilni faze
(25 — 1 000 mM) a na obsahu NaCl v adsorpéni mobilni fazi. K Gplné adsorpci praseciho
pepsinu A dochézelo ve 25 — 100 mM octanovém pufru pH 3,7, ktery neobsahoval NaCl. Jako
adsorpcni mobilni faze pro dalsi pokusy byl zvolen 100 mM octanovy pufr pH 3,7.
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Obr. 4.5 Vliv pH adsorpéni mobilni faze na adsorpci praseciho pepsinu A na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosu
Chromatografické podminky: adsorpce — 100 mM octanovy pufr pH (3,0 — 5,0); eluce — 100 mM octanovy pufr
pH 5,4 obsahujici 0,5 M NaCl; vzorek — 1 ml roztoku praseciho pepsinu A (3 mg/ml pfislusné adsorpcni mobilni
faze); pratokova rychlost — 1 ml/min; pH — 100 mM octanového pufru.

Kompletni desorpce praseciho pepsinu A z afinitniho sorbentu neprobéhla zménou pH
na hodnotu 6,7. Pfi pouziti 100 mM fosforeCnanového pufru pH 6,9 se praseci pepsin A
desorboval, ale eluéni pik byl znaéné rozmyty. Navic takto vysoké pH jiz neni vhodné pro
zachovani proteolytické aktivity praseciho pepsinu A %, a proto nebyla tato eluéni mobilni
faze dale pouzivana. Kompletni desorpce praseciho pepsinu A bylo dosazeno
100 mM octanovym pufrem pH 3,7 obsahujicim 0,5 M NaCl.

Zavislost plochy elucniho piku na koncentraci aplikovaného roztoku praseciho
pepsinu A byla linearni (R* = 0,993) v rozmezi koncentraci 0,125 — 5,000 mg/ml. Kapacita
afinitniho sorbentu pro prase¢i pepsin A byla 76,5 mg enzymu na 1 ml sorbentu a vytézek
praseciho pepsinu A byl 96%. Na obrazku 4.6a (viz str.47) je uveden chromatogram
praseciho pepsinu A za nejvhodnéjSich podminek. Na koloné¢ naplnéné N-acetyl-L-

fenylalanin-Sepharosou bylo provedeno béhem 1 roku a 3 mésicti 106 experimentd, aniz by
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byly pozorovany na tomto sorbentu zmény v adsorpci nebo desorpci praseciho pepsinu A.

Porovnani charakteristik vSech ptipravenych afinitnich sorbent je uvedeno v tabulce 4.2.

Tab. 4.2 Porovnani charakteristik pfipravenych afinitnich sorbenti

N-acetyl- 3,5-dijod- Jodovana L-tyrosin-
Charakteristika L-fenylalanin- L-tyrosin- 4
Sepharosa
Sepharosa Sepharosa
Opakovatelnost RSD (%) 2 4 5
Kapacita (mg/ml) 76,5 49,7 41,5
R’ 0,993 0,998 0,999
Vytézek (%) 96 88 96
Adsorp¢ni mobilni faze oc til(r)l(())\??Mu f 50 mM octanovy 25 mM octanovy
(nejvhodnéjsi) yPp pufr pH 6,0 pufr pH 4,0
pH 3,7
100 mM 50 mM octanovy 50 mM
Elu¢ni mobilni faze octanovy pufr pufr pH 6,0 fosfore¢nanovy pufr
(nejvhodngéjsi) pH 3,7 obsahujici obsahujici pH 6,0 obsahujici
0,5 M NaCl 1 M NaCl 0,3 M NaCl

Opakovatelnost — vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka (RSD; v procentech) plochy elu¢niho piku pro
deset analyz provedenych za nejvhodnéjsich podminek pro prase¢i pepsin A; kapacita — vyjadiena v mg
prase&iho pepsinu A adsorbovaného na 1 ml sorbentu; R* — regresni koeficient linearni zavislosti plochy elu¢niho
piku na aplikovaném mnozstvi prase¢iho pepsinu A; vytézek — proteolyticka aktivita desorbovaného praseciho
pepsinu A vyjadiena v procentech proteolytické aktivity aplikovaného enzymu.

4.2.2. Nespecifické sorpce na afinitnich sorbentech

Pii afinitni chromatografii dochdzi ke specifické a reverzibilni interakci mezi
sledovanou latkou a ligandem. Jakékoli interakce jinych proteinti piitomnych v separované
smési (napf. s matrici nebo s oddalovacim miistkem) jsou povazovany za nezadouci. Proto
jednou z pozadovanych vlastnosti afinitnich sorbentl jsou pravé jejich nizké nespecifické
interakce.

Pro zjistovani nespecifickych sorpci proteini na afinitni sorbenty za nejvhodnéjSich
podminek pro praseci pepsin A byly zvoleny nésledujici proteiny: hovézi sérovy albumin
(BSA), kufeci ovalbumin, trypsin a a-chymotrypsin z hovéziho pankreatu. Z obrazku 4.7 je
patrné, Ze vsSechno aplikované mnozstvi BSA se adsorbovalo na 3,5-dijod-L-tyrosin-

Sepharosu a jodovanou L-tyrosin-Sepharosu. I zbylé testované proteiny se na oba tyto
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Obr. 4.6 Chromatografie prase¢iho pepsinu A na afinitnich sorbentech za nejvhodnéjsich podminek

(a) N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7
obsahujici 0,5 M NaCl; (b) 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa: I — 50 mM octanovy pufr pH 6,0; II — 50 mM
octanovy pufr pH 6,0 obsahujici 1,0 M NaCl; (¢) jodovana L-tyrosin-Sepharosa: I — 25 mM octanovy pufr
pH 4,0; II — 50 mM fosforecnanovy pufr pH 6,0 obsahujici 0,3 M NaCl; vzorek — 1 ml roztoku praseciho
pepsinu A (1 mg/ml piislusné adsorpéni mobilni faze); pratokova rychlost — 1 ml/min; sloupcovy graf—
proteolyticka aktivita stanovena modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.).
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sorbenty adsorbovaly ve velkém mnozstvi (minimélné z 33%). Ani jeden z téchto testovanych
adsorbovanych proteinti neni ze sorbenti kompletné desorbovan za nejvhodnéjSich eluc¢nich
podminek pro praseci pepsin A (obr. 4.8). Naproti tomu N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa
vykazuje v ptipad¢ vSech uvedenych testovanych proteini nespecifické interakce pouze do
19% (obr. 4.7). Za pouzitych nejvhodnéjsich eluc¢nich podminek pro praseci pepsin A bylo
desorbovano z tohoto sorbentu jen nepatrné ¢i Zadné mnoZzstvi z nespecificky adsorbovanych
proteind (obr. 4.8).

Afinitni sorbenty pouzivané vtéto praci jsou strukturné podobné thiofilnim
sorbenttim, tzv. T-gelim (viz kap. 4.1.) °"%®. Bylo zji§téno, Ze pii thiofilni chromatografii
proteina krevniho séra jsou na T-gely prednostné adsorbovany imunoglobuliny, ale v piipadé
o imunoglobuliny ochuzeného séra je hlavnim adsorbovanym proteinem albumin '*.

Déle byly sledovany nespecifické interakce afinitnich sorbenti v oblasti pH

stability pepsinogeni (pH 5,0 — 8,5) '+ 1¢%

. Bylo zjisténo, ze pii pH 7,2 dochazi ke kompletni
adsorpci prase¢iho PG A na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosu, ale zaroven pfi daném pH
tento sorbent vykazoval vysoké nespecifické interakce. Za danych podminek se adsorbovalo
kompletni mnoZstvi aplikovaného BSA 1 ovalbuminu. Trypsin a a-chymotrypsin se
adsorboval z 32% a 44%. Také 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa vykazovala za podminek pH

stability pepsinogenti (pH 6,0) velmi vysoké nespecifické interakce (viz obr. 4.7).

100 r

s BN n
X . '
: m '
R n

a
Chymotrypsin

Obr. 4.7 Adsorpce proteinil na afinitni sorbenty za nejvhodnéjsich adsorpénich podminek pro praseci pepsin A
Chromatografické podminky viz obr. 4.6; vzorek — 1 ml roztoku proteinu (1 mg/ml pfislusné adsorpéni mobilni
faze); adsorbovany protein — mnozstvi adsorbovaného proteinu vyjadiené v procentech aplikovaného proteinu
(100%); modfe — N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa; rtizové — 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa; zelené — jodovana
L-tyrosin-Sepharosa.
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Obr. 4.8 Desorpce proteint z afinitnich sorbentll za nejvhodnéjsich elu¢nich podminek pro praseci pepsin A
Chromatografické podminky viz obr. 4.6; vzorek — 1 ml roztoku proteinu (1 mg/ml piislusné adsorpcni mobilni
faze); desorbovany protein — mnozstvi desorbovaného proteinu vyjadiené v procentech adsorbovaného proteinu
(100%); modie — N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa; rizové — 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa; zelen¢ — jodovana
L-tyrosin-Sepharosa.

4.2.3. Studium interakce praseciho pepsinu A s afinitnimi sorbenty

4.2.3.1. Uloha aktivniho mista pii interakci enzymu se sorbentem

K ovéteni hypotézy, ze se na interakci prasec¢iho pepsinu A s pifipravenymi afinitnimi
sorbenty podili aktivni misto enzymu, byl pouzit prase¢i pepsinogen A a komplex praseciho
pepsinu A s pfirozenym inhibitorem — pepstatinem A. Po inkubaci prase¢iho pepsinu A
s pepstatinem A byl roztok komplexu aplikovan na kolonu. Z porovnéni (obr. 4.9, str. 51)
chovani komplexu praseciho pepsinu A s pepstatinem A s chovanim samotného praseciho
pepsinu A na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose bylo zjisténo, Ze pfitomnost inhibitoru nema
zadny vliv na interakci prase¢iho pepsinu A s imobilizovanym ligandem. Praseci pepsin A byl
v obou piipadech adsorbovan a desorbovan za stejnych podminek. V pfitomnosti pepstatinu A
byl prase¢i pepsin A desorbovan ve formé inaktivniho komplexu, coz bylo potvrzeno
stanovenim proteolytické aktivity. Shodné vysledky byly ziskany i v ptipad¢ 3,5-dijod-L-
tyrosin-Sepharosy a jodované L-tyrosin-Sepharosy (vysledky nejsou zobrazeny). Pepstatin A
se véaze prostiednictvim nekovalentnich interakci s aktivnim mistem enzymu >, &imz
zamezuje pristupu substratu do aktivniho mista. Proto miizeme z pozorovani vyvozovat, Ze se
aktivni misto praseciho pepsinu A nepodili na interakci s ligandem ani jednoho z testovanych
sorbentl. Chovani praseciho pepsinu A a jeho komplexu s pepstatinem A s pouzitymi

derivaty aromatickych aminokyselin imobilizovanymi na Sepharose, se liSilo od chovani
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101

stejného enzymu a jeho komplexu s inhibitorem na Phenyl-Sepharose (tab. 4.3) ™. Komplex

praseciho pepsinu A s pepstatinem A se ve srovnani s enzymem bez ptritomného inhibitoru
adsorboval na Phenyl-Sepharosu o 34% méné '°,

K dalsimu potvrzeni, Ze dochézi k interakci enzymu se sorbentem pies jiné nez jeho
aktivni misto, byl pouzit praseci pepsinogen A. N-koncovou ¢ast polypeptidového fetézce
praseciho pepsinogenu A tvoii aktivacni peptid, ktery prekryva aktivni misto enzymu a tim

11,22

zamezuje piistupu substratu do tohoto mista . Na rozdil od Phenyl-Sepharosy, kde

s imobilizovanym ligandem prase¢i pepsinogen A vibec neinteragoval a kde pepstatin A

o' byl prasedi pepsinogen A

asteénd inhiboval interakci proteasy stimto ligandem '
na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosu a 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosu kompletn¢ adsorbovan
(tab. 4.3). Tim bylo opét potvrzeno, Ze se aktivni misto proteasy na vazb¢ s t€émito sorbenty
nepodili. V pfipad€¢ jodované L-tyrosin-Sepharosy se prasec¢i pepsinogen A za pouZitych
podminek (pH 6,5 a pH 6,0) prakticky viibec neadsorboval.

Na desorpci prase¢itho pepsinu A ze sorbenti s imobilizovanymi derivaty
aminokyselin neméla vliv pfitomnost ptislusného volného ligandu v mobilni fazi. Z N-acetyl-
L-fenylalanin-Sepharosy nebyl adsorbovany prase¢i pepsin A desorbovan mobilni fazi
obsahujici N-acetyl-L-fenylalanin (obr. 4.9). Ani u jodované L-tyrosin-Sepharosy a 3,5-dijod-
L-tyrosin-Sepharosy nemé¢la mobilni faze obsahujici 3,5-dijod-L-tyrosin zadny vliv na

desorpci vazaného praseciho pepsinu A (vysledky nejsou zobrazeny).

Tab. 4.3 Porovnani chromatografického chovani prase¢iho pepsinu A a pepsinogenu A na pfipravenych
afinitnich sorbentech a Phenyl-Sepharose '*'

Adsorbovany protein

(%0)
Sorbent Cit.
Pepsin A
Pepsin A + Pepsinogen A
pepstatin A
Phenyl-Sepharosa 95 61 0 o
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa 100 100 100 *
3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa 100 100 100 *
Jodovana L-tyrosin-Sepharosa 100 100 0 *

* Tato prace
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Obr. 4.9 Vliv absence (a) a pritomnosti (b) pepstatinu A na interakci praseciho pepsinu A s N-acetyl-L-
fenylalanin-Sepharosou

Chromatografické podminky: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici
N-acetyl-L-fenylalanin ((1 mg + 2 pl N,N-dimethylformamidu)/ml); III — 100 mM octanovy pufr pH 3,7
obsahujici 0,5 M NacCl; pritokova rychlost — 1 ml/min; (a) vzorek — 1 ml roztoku praseciho pepsinu A (1 mg/ml
100 mM octanového pufru pH 3,7); (b) vzorek — 1 ml roztoku smési ((1 mg praseciho pepsinu A a 1 mg
pepstatinu A)/ml 100 mM octanového pufru pH 3,7); sloupcovy graf — proteolytickd aktivita stanovena
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.).
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4.2.3.2. Vliv ptitomnosti fosfatové skupiny v molekule prasec¢iho pepsinu A na
jeho interakci s N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosou

Prase¢i pepsin A je tvofen jedinym polypeptidovym fetézcem o délce 327
aminokyselinovych zbytkd, ktery obsahuje jednu fosfatovou skupinu vazanou na serinovém

12, 13,102 . . v . , ,
13192 pro studium vlivu pritomnosti fosfatové

zbytku v pozici 68 polypeptidového fetézce
skupiny v molekule praseciho pepsinu A na jeho interakci s N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharosou, byl studovany enzym defosforylovan.

Pro defosforylaci prasecitho pepsinu A byla pouzita kyseld fosfatasa z brambor
(EC 3.1.3.2), ktera byla imobilizovana na magnetické Castice. Na obrazku 4.10 je porovnano
chovani prase¢iho pepsinu A (2,8.10° mol fosforu na 1 g proteinu), jeho &astednd
defosforylované formy (0,2.10” mol fosforu na 1 g proteinu) a smési obou forem v poméru
1:1 na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose. Z obrazku je patrné, ze retenci praseciho pepsinu A

¢asteCn¢ ovliviiuje 1 pritomnost fosfatové skupiny v molekule enzymu, protoze jeho

defosforylovana forma méla na rozdil od nativni kratsi retencni Cas.
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Obr. 4.10 Vliv pfitomnosti fosfatové skupiny v molekule prasec¢iho pepsinu A na jeho interakci s N-acetyl-
L-fenylalanin-Sepharosou

Chromatografické podminky: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; II — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici
0,5 M NaCl; pritokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml roztoku proteinu (1mg/ml 100 mM octanového pufru
pH 3.,7): prase¢iho pepsinu A (modry chromatogram); c¢astecné defosforylované formy praseciho pepsinu A
(zeleny chromatogram); smési obou forem v pomeru 1:1 (riizovy chromatogram).
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4.3. Separace pepsinu A a pepsinu C

Vétsina dosud popsanych postupit pro izolaci a separaci lidskych pepsint
a pepsinogenti zahrnuje kombinaci chromatografickych metod na rGzném principu (napf.

75,76, 86

iontové-vymeénnou a afinitni chromatografii ) nebo opakované pouziti iontove-

68.70.7L77.82 " v/ této praci byla pro izolaci a separaci lidskych

vyménné chromatografie
pepsinii pouZita pouze afinitni chromatografie na pfipravenych sorbentech. Nejdiive byly
separovany proteiny a peptidy z okyseleného homogenatu lidské zalude¢ni sliznice za
nejvhodnéjSich podminek urenych pro prase¢i pepsin A. VEtSi pozornost byla vénovana

izolaci a separaci lidskych pepsini na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose.

4.3.1. Separace lidskych pepsinii na jodované L-tyrosin-Sepharose

Na jodované L-tyrosin-Sepharose byly separovany pepsiny z okyseleného homogenatu
lidské Zaludec¢ni sliznice (obr. 4.11) za podminek vychazejicich z nejvhodnéjsich podminek
pro separaci praseCiho pepsinu A. Prase¢i pepsin A, lidsky pepsin A i lidsky pepsin C
vykazovaly na tomto sorbentu podobné chovani. Adsorpce vSech zminénych pepsini
probihala za shodnych podminek. Oba lidské pepsiny (obr. 4.11) byly na sorbent kompletné
adsorbovany v 25 mM octanovém pufru pH 4,0. Zadny z pepsinii nebyl desorbovan zvysenim
iontové sily (1M NaCl, vysledky nejsou zobrazeny). Kompletni desorpce pepsinu A a neuplna
desorpce pepsinu C byla dosazena zvySenim pH na hodnotu 6,0 (obr. 4.11). K dosazeni
kompletni desorpce pepsinu C bylo nutné jesté¢ dalsi zvySeni pH elu¢ni mobilni faze na
hodnotu 8,0. Za téchto podminek byl vytézek 91%, coz mohlo byt zplisobeno 1 pouzitim piilis
vysokého pH (pH 8,0). P¥i tomto pH jiz dochazi k denaturaci lidskych pepsint ' '”.

Identifikace pepsint v odebranych frakcich byla provedena hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF/TOF. Z obrazku 4.11a je patrné, Ze nejdiive byl zjodované L-tyrosin-
Sepharosy desorbovan pepsin A (35. az 36. min; vyznaceno modie), poté smés pepsinu A a
pepsinu C (37. az 41. min; vyznaceno rizove) a jako posledni pepsin C (42. az 53. min;
vyznaceno zelen€). Pepsiny z okyseleného homogenatu lidské Zaludecni sliznice byly

purifikovany 5,8-nasobng.
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Obr. 4.11 Separace lidskych pepsini z okyseleného homogenatu lidské Zalude¢ni sliznice na jodované L-tyrosin-
Sepharose

Chromatografické podminky: I — 25 mM octanovy pufr pH 4,0; II — 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 6,0;
I — 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,0; IV — 50 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,0 obsahujici 1M NaCl;
pritokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml okyseleného homogenatu lidské Zzaludecni sliznice;
(a) chromatogram s vyznacenymi lidskymi pepsiny: modra ¢ast — pepsin A; riizova ¢ast — smés pepsinu A
a pepsinu C; zelena cast — pepsin C; (b) proteolyticka aktivita stanovena modifikovanou metodou podle Ansona
a Mirského (viz kap. 3.12.2.); pH frakci upraveno 1 M HCl na hodnotu 2.
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4.3.2. Separace lidskych pepsinii na 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharose

Okyseleny homogenat lidské zaludecni sliznice byl podroben chromatografii na
3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharose. Za podminek nejvhodné;jsich pro separaci praseciho pepsinu A
nebyly lidské pepsiny kompletné adsorbovany (obr. 4.12). Ve frakcich, které se na afinitni
sorbent neadsorbovaly, byla detegovana proteolyticka aktivita. Adsorbované lidské pepsiny
byly stejné jako praseci pepsin A desorbovany pouhym zvySenim iontové sily (1 M NaCl).
Identifikace lidskych pepsini ve frakcich po afinitni chromatografii byla provedena
hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF/TOF. Bylo zjisténo, ze se na 3,5-dijod-L-tyrosin-
Sepharosu adsorboval kompletné lidsky pepsin C a jen ¢ast pepsinu A (obr. 4.12a).
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Obr. 4.12 Chromatografie lidskych pepsini z okyseleného homogenatu lidské zalude¢ni sliznice na 3,5-dijod-
L-tyrosin-Sepharose

Chromatografické podminky: I — 50 mM octanovy pufr pH 6,0; II — 50 mM octanovy pufr pH 6,0 obsahujici
1 M NaCl; pritokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml okyseleného homogenatu lidské zaludecni sliznice;
(a) chromatogram s vyznacenymi lidskymi pepsiny: modra ¢ast — pepsin A; rizova ¢ast — smés pepsinu A a
pepsinu C; (b) proteolyticka aktivita stanovend modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz
kap. 3.12.2.).
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4.3.3. Izolace a separace pepsinu A a pepsinu C na N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharose

N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa byla nejdfive pouzita k separaci modelové smési
pepsini (praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C). Poté byla studovana moznost vyuziti

tohoto sorbentu pro separaci a izolaci lidskych pepsint.

4.3.3.1. Separace praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C

K ovéfeni mozZnosti separovat pepsiny na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose slouZila
modelovd smés pepsini (smés potkaniho pepsinu C a komeréné dodévaného praseciho
pepsinu A). Zalude¢ni sliznice dosp&lého potkana produkuje pouze pepsinogen C *.
K aktivaci pepsinogenu na aktivni pepsin dochézi p¥i pH niz§im nez 5,0 (cit. ''). Proto bylo
pH homogenatu zalude¢ni sliznice potkana upraveno 1M kyselinou chlorovodikovou na
hodnotu 3. Filtrat takto upraveného homogenatu byl aplikovan na kolonu. Pribéh
chromatografii jednotlivych pepsini a jejich smési je uveden na obrazku 4.13. Ve frakcich,
které¢ se na afinitni sorbent neadsorbovaly, nebyla detegovana zadna proteolyticka aktivita.
Z obrazku 4.13 je patrné, Ze k separaci obou adsorbovanych pepsinti dochdzelo zvySovanim
iontové¢ sily (NaCl) v mobilni fazi.

Jednotlivé pepsiny ze smési byly identifikovany porovnanim chromatogrami
samotnych pepsini s chromatogramem smeési obou pepsini. Navic proteiny z frakei
odpovidajicich 39. a 47. minuté byly podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru. Ve
frakci ze 39. minuty byl identifikovan potkani pepsin C a ve frakci ze 47. minuty praseci
pepsin A. Nejdiive byl z N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosy desorbovan potkani pepsin C a
nasledn¢ praseci pepsin A. Ziskané vysledky ukazaly, ze afinitni chromatografie na N-acetyl-

L-fenylalanin-Sepharose umoZziuje separovat pepsin A a pepsin C.
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Obr. 4.13 Chromatografie praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose
Chromatografické podminky: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; II — linearni gradient 0 — 0,5 M NaCl ve
100 mM octanovém pufru pH 3,7 (15 minut); III — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 0,5 M NaCl;
IV — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 1 M NaCl; pritokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml roztoku
vzorku: okyseleného homogenatu zalude¢ni sliznice potkana (1,3 mg proteind/ml; zeleny chromatogram); smési
prase¢iho pepsinu A a okyseleného homogenatu zaludedni sliznice potkana v poméru 1:1 (0,99 mg/ml; rizovy
chromatogram); praseciho pepsinu A (0,89 mg/ml; modry chromatogram).

A (280 nm)

4.3.3.2. Separace a izolace lidského pepsinu A a pepsinu C

Pti hledani podminek separace lidskych pepsini na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose
byla pouzita lyofilizovana lidska Zalude¢ni $§t'ava nebo okyseleny homogenat lidské Zalude¢ni
sliznice. Pepsinogeny z homogenatu zalude¢ni sliznice byly ptfed analyzou nejdiive
aktivovany na pepsiny okyselenim homogenatu 1 M kyselinou chlorovodikovou na pH 3,0.
Pfi aplikaci filtratu takto upraveného homogenatu zaludecni sliznice na afinitni sorbent,
nedoslo k adsorpci cca 66% pepsinti. To bylo pravdépodobné zplsobeno pfilis vysokou
iontovou silou roztoku vzorku. Proto byl filtrat pfed aplikaci na N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharosu dialyzovan proti adsorpéni mobilni fazi. Potom jiz bylo dosazeno kompletni
adsorpce obou lidskych pepsinil. Stejné jako praseci pepsin A se i oba lidské pepsiny na
afinitni sorbent kompletné¢ adsorbovaly ve 100 mM octanovém pufru pH 3,7. Pii pouziti 0,1%
nebo 0,3% octové kyseliny jako adsorpéni mobilni faze nebyly adsorbovany 3%, respektive
32% proteolyticky aktivnich sloZzek vzorku. Stejn€ jako v piipadé praseciho pepsinu A se
prakticky zadné mnozstvi lidskych pepsini nedesorbovalo zménou pH. Oba lidské pepsiny
byly kompletné desorbovany pouhym zvySenim iontové sily (1 M NaCl) (obr. 4.14). Pribéh

purifikace pepsinit z okyseleného homogenatu lidské Zalude¢ni sliznice je shrnut
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v tabulce 4.4. Dialyzou okyseleného homogenatu lidské zaludecni sliznice bylo dosazeno
2,7-nasobné purifikace. Beéhem dialyzy pravdépodobné doslo k odstranéni peptidi ze vzorku,
které pravdépodobné vznikly pii aktivaci pepsinogenii na pepsiny a jejich naslednou

proteolytickou aktivitou.
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Obr. 4.14 Purifikace pepsinit z okyseleného homogenatu lidské zalude¢ni sliznice na N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharose

Chromatografické podminky: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; II — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici
1 M NaCl; pratokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml okyseleného homogenatu lidské zaludec¢ni sliznice po
dialyze proti 100 mM octanovému pufru pH 3,7 (koncentrace proteini 0,927 mg/ml); (a) rizova cast
chromatogramu — smés lidského pepsinu A a pepsinu C; (b) proteolyticka aktivita stanovena modifikovanou
metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.).
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Tab. 4.4 Prubéh purifikace pepsint z okyseleného homogenatu lidské zaludecéni sliznice

Mnozstvi proteinti Specificka aktivita Stupen purifikace
(mg) (PU/mg) (-krat)
O.kys.eleny homogenat lidské zalude¢ni 3.086 10 400 1
sliznice
Dialyza" 0,927 28300 2,7
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa’ 0,427 49 200 4,7

" dialyza proti 100 mM octanovému pufru pH 3,7 (2 x 2h a 1 x 16 h pii teploté 4°C)

**chromatografické podminky viz obr. 4.14

Pti hledani nejvhodnéjSich podminek separace lidského pepsinu A a pepsinu C byly
testovany linearni gradienty rizné strmosti. Na obrazku 4.15a je uveden chromatogram
separace lidskych pepsinti z zaludecni $tavy na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose za
nejvhodnéjSich podminek. Oba pepsiny byly za téchto podminek na sorbent kompletné
adsorbovany. Neadsorbované proteiny nebyly proteolyticky aktivni (obr. 4.15b) a
pravdépodobné se tedy nejednalo o pepsiny. Identifikace pepsini po afinitni chromatografii
byla provedena hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF/TOF. Nejdfive byl z N-acetyl-L-
fenylalanin-Sepharosy desorbovan pepsin C (19. az 21. min; vyznafeno zelen¢ na obr. 4.15a),
poté smés pepsinu A a pepsinu C (22. az 24. min; vyznaceno rizove na obr. 4.15a) a nakonec
pepsin A (25. az 36. min; vyznaceno modie na obr. 4.15a). Lidské pepsiny z zalude¢ni $tavy
byly purifikovany afinitni chromatografii 1,3-nasobné a vytézek byl 96%.

Bylo zji§téno, Ze afinitni chromatografii na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose je
mozné izolovat a ¢aste¢né 1 separovat lidsky pepsin A a pepsin C. Jednou z nevyhod pouziti
okyseleného homogenatu lidské Zzaludecni sliznice, oproti pouziti lyofilizované lidské

zaludecni §t'avy, byla nutnost aktivace pepsinogenti na pepsiny a nasledna dialyza vzorku.

4.4. Separace lidskych pepsinogenii na N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharose

Pepsinogen A a pepsinogen C z homogenatu lidské zaludec¢ni sliznice byly separovany
na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose (obr. 4.16). Chovani obou lidskych pepsinogent a
modelového proteinu (praseciho pepsinogenu A) bylo na tomto afinitnim sorbentu velmi
podobné. Vsechny zminéné pepsinogeny byly na sorbent adsorbovany v 25 mM Tris pufru
pH 7,2. Neadsorbované frakce nebyly proteolyticky aktivni (aktivita byla stanovena po uprave
pH na 3). Adsorbované pepsinogeny byly desorbovany pouhym zvysenim iontové sily (NaCl,
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obr. 4.16) a vytézek byl 91%. I pfes vysoké nespecifické interakce tohoto sorbentu (viz
kap. 4.2.2.) se podaftilo lidské pepsinogeny z homogenatu Zaludec¢ni sliznice purifikovat na
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose 3-nasobné.

Identifikace lidskych pepsinogeni separovanych na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose
byla provedena nativni polyakrylamidovou gelovou elektroforézou s vizualizaci jednotlivych
pepsinogenti na zaklad¢ proteolytické aktivity po jejich aktivaci (obr. 4.17). Pepsinogeny se

v gelu jevily jako bilé pruhy na modrém pozadi.
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Obr. 4.15 Separace lidskych pepsint z zalude¢ni §tavy na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose

Chromatografické podminky: I — 100 mM octanovy pufr pH 3,7; II — linearni gradient 0,1 — 0,5 M NaCl ve
100 mM octanovém pufru pH 3,7 (30 minut); III — 100 mM octanovy pufr pH 3,7 obsahujici 0,5 M NaCl;
pratokova rychlost — 1 ml/min; vzorek — 1 ml roztoku lyofilizované lidské Zzalude¢ni stavy (0,679 mg
proteinti/ml 100 mM octanového pufru pH 3,7); (a) chromatogram s vyznacenymi lidskymi pepsiny: modra
¢ast - pepsin A; rizova cast — smes pepsinu A a pepsinu C; zelena cast — pepsin C; (b) proteolyticka aktivita
stanovena modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.).
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Obr. 4.16 Separace lidskych pepsinogenit z homogenatu lidské zaludecni sliznice na N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharose

Chromatografické podminky: I — 25 mM Tris pufr pH 7,2; I — 25 mM Tris pufr pH 7,2 obsahujici 0,18 M NacCl;
IIT — linearni gradient 0,18 - 0,50 M NaCl v 25 mM Tris pufru pH 7,2 (20 ml); IV — linearni gradient 0,5 — 1,0 M
NaCl v 25 mM Tris pufru pH 7,2 (10 ml); V — 25 mM Tris pufr pH 7,2 obsahujici 1 M NaCl; pritokova rychlost
— 1 ml/min; vzorek — 1 ml homogenatu lidské Zaludecni sliznice; (a) chromatogram separace lidskych
pepsinogenti z homogenatu zaludecni sliznice; (b) proteolyticka aktivita stanovena modifikovanou metodou
podle Ansona a Mirského (viz kap. 3.12.2.) po predchozi aktivaci pepsinogentl na pepsiny.

Pro identifikaci jednotlivych pepsinogenii z homogenatu lidské zalude¢ni sliznice byly
pouzity protilatky (viz kap. 3.11. a obr. 4.18). Pfitomnost protilatek neméla vliv na
proteolytickou aktivitu vzorkd. Prouzky s vyssi mobilitou odpovidaly izozymogeniim PG A
(obr. 4.18, vzorek Cislo 4) a prouzky s niz§i mobilitou odpovidaly izozymogenim PG C
(obr. 4.18, vzorek ¢islo 3). Prouzky s nejnizs$i mobilitou odpovidaly komplexiim pepsinogeni
s ptislusnou protilatkou (obr. 4.18, vzorek Cislo 3 az 5). Z obrazku 4.17 je patrné, ze na
N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose doslo k ¢aste¢né separaci jednoho zizozymogenti PG A.

Ostatni izozymogeny obou pepsinogenil se separovat nepodafilo.
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Obr. 4.17 Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza lidskych pepsinogenti po jejich separaci na N-acetyl-
L-fenylalanin-Sepharose

Podminky elektroforézy a detekce: viz kap. 3.10.; ¢&. fr. — Cislice udavaji Cisla frakci po separaci pepsinogeni
na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharose, a odpovidaji ¢iselnym hodnotdm c¢asu (v minutach) na obr. 4.16;
PV — roztok vzorku aplikovany na N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosu; pepsinogeny byly v gelu vizualizovany
jako bilé pruhy na modrém pozadi.
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Obr. 4.18 Nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza lidskych pepsinogenti po jejich inkubaci s protilatkami
Podminky elektroforézy a detekce: viz kap. 3.10; pepsinogeny byly v gelu vizualizovany jako bilé pruhy na
modrém pozadi. Vzorky (pfiprava viz kap. 3.11.): 1 — protilatka proti lidskému PG A; 2 — protilatka proti
lidskému PG C; 3 — homogenat lidské ZaludeCni sliznice po inkubaci s protilatkou proti lidskému PG A;
4 - homogenat lidské zaludec¢ni sliznice po inkubaci s protilatkou proti lidskému PG C; 5 — homogenat lidské
zalude¢ni sliznice po inkubaci s protilatkami proti lidskému PG A i PG C; 6 — homogenat lidské zaludecni
sliznice ve fyziologickém roztoku; P-PG A — komplex protilatky proti lidskému PG A a lidského PG A;
P -PG C — komplex protilatky proti lidskému PG C a lidského PG C.
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5. Zavér

e  Pro separaci pepsinii a pepsinogenti byly pfipraveny nasledujici afinitni sorbenty:
jodovana L-tyrosin-Sepharosa; 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa a N-acetyl-L-fenylalanin-
Sepharosa. Ligandy byly imobilizovany na divinylsulfonem aktivovanou Sepharosu 4B
bud’ pfes jejich volnou aminoskupinu nebo volnou karboxylovou skupinu. V pfipadé
imobilizace ligandi N-acetyl-L-fenylalaninu nebo 3,5-dijod-L-tyrosinu pfes jejich volné
karboxylové skupiny byl nejprve na aktivovanou matrici zaveden ethylendiaminovy
oddalovaci mustek a nasledné byly karbodiimidovou reakci imobilizovany ligandy.
L-tyrosin byl pfimo navdzéan na aktivovanou matrici a nasledn¢ jodovan chloraminovou

metodou.

o Byla studovana interakce praseciho pepsinu A s imobilizovanymi derivaty aromatickych
aminokyselin a byly uréeny nejvhodnéj$i podminky pro separaci této proteasy na
piipravenych afinitnich sorbentech. Afinitni sorbenty byly charakterizovany
nasledujicimi parametry: opakovatelnosti analyz, kapacitou a zavislosti plochy elu¢niho

piku na mnozstvi aplikovaného enzymu.

e  Byla studovana schopnost pfipravenych afinitnich sorbenti nespecificky adsorbovat
dalsi proteiny (hovézi sérovy albumin, kufeci ovalbumin, trypsin a o-chymotrypsin
z hovéziho pankreatu). 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosa a jodovana L-tyrosin-Sepharosa
vykazovala velmi vysoké nespecifické interakce. Relativné nizké nespecifické interakce

byly zjistény v ptipad€ N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosy.

. Bylo prokazéano, ze na interakci praseciho pepsinu A s imobilizovanymi ligandy se
nepodili aktivni misto proteasy. Bylo zjisténo, ze interakce komplexu praseciho
pepsinu A a pepstatinu A s piipravenymi afinitnimi sorbenty se neliSi od interakci
samotné proteasy. Déle bylo ukdzano, ze ptitomost fosfatové skupiny v molekule

praseciho pepsinu A ovliviiuje jeho interakci s N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosou.

o Pfipravené afinitni sorbenty byly dale pouzity pro izolaci a separaci pepsinu A

a pepsinu C. Bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsim sorbentem k tomuto ucelu je N-acetyl-L-
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fenylalanin-Sepharosa. Pomoci tohoto sorbentu byla separovana modelovd smés
praseCiho pepsinu A a potkaniho pepsinu C a pepsiny z lidské zaludecni $tavy

a z okyseleného homogenatu lidské Zaludecni sliznice.

o Byla studovana schopnost imobilizovanych ligandii interagovat s prase¢im
pepsinogenem A. Interakce tohoto zymogenu s afinitnim sorbentem byla prokdzana

pouze v ptipadé N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosy a 3,5-dijod-L-tyrosin-Sepharosy.

. Pro izolaci lidského pepsinogenu A a pepsinogenu C z homogenatu zalude¢ni sliznice
byla pouzita N-acetyl-L-fenylalanin-Sepharosa. Na tomto sorbentu byl také castecné

separovan jeden z izozymogeni pepsinogenu A.

Nékteré vysledky této dizertacni prace jsou soucasti ndsledujicich ¢lankt v odborném tisku:

¢ Frydlova J., Ticha M., Kucerova Z.: Chromatographia 67 (2008) S41-S45.
¢ Frydlova J., Kucerova Z., Ticha M: J. Chromatogr. B 863 (2008) 135-140.
¢ Frydlova J., KuCerova Z., Ticha M.: J. Chromatogr. B 800 (2004) 109-114.
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