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Nazev diplomové prace: Optimalizace purifikace HKi&ls membranoy vazané
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Enzymy redukujici karbonylové skupiny se¢astni metabolismu mnohych
endogennich i exogennich latekétSina dosud popsanych enzyndicastnicich se
metabolismu xenobiotik je cytosolickych, jedinym kaaym zatim znamym
mikrosomalnim enzymem je fhydroxysteroiddehydrogenasa 1 f4SD1). Podili
se také na metabolismu oracinu, prochirdiniho paokbrového I&va, které je
redukovano na (+) a (-) 11-dihydrooracin (DHO). Rikladt rozdili stereospecifit
mezi lidskou mikrosomalni frakci a [AHSD1 se pedpoklada podil dalSiho
mikrosomalniho enzymu na biotransformaci oraciniler@ této prace je potvrzeni
piitomnosti a purifikace tohoto nového lidského mdamalniho enzymu.

Lidské jaterni mikrosomy byly solubilizovany a otkny. Jako prvni purifikani
krok byla vyuzita Q-sepharosa. Vybrana frakce Qdkama touto metodou, byla
podrobena druhému purifikaimu kroku na Phenyl-sepharose. Jedna ze ziskanych
frakci sphujici pozadavky byla daleigisténa gelovou filtraci. Ve vSech frakcich
ziskanych bBhem purifikace byla stanovena redok aktivita Wici oracinu,
stereospecifita redukce a koncentrace bilkovin.aByiskana frakce, ktera podle
puvodnich gedpoklad tvori 80 % (+)-DHO.

Je Zejmé, Ze znaé purifikovana frakce obsahuje neznamou mikrosomalni
karbonylreduktasu, dastnici se metabolismu oracinu, liSici se o@-H$D1. Je
pravdépodobné, Ze krom oracinu se tento enzym bude podilet i na metabalis
podobnych l&v jako je nap. doxorubicin a daunorubicin a je tedy nutné jej

identifikovat.
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Carbonyl reductases are enzymes participating italmoéc pathways of various
eobiotics and xenobiotics. Of all known enzymes abelizing xenobiotics only
118-hydroxysteroid dehydrogenase 1 [{AHSD1) is found in the microsomal
membrane. It also contributes to metabolism of lpirat anticancer drug oracin, which
main metabolic pathway is a carbonyl reduction be position 11 leading to two
enantiomers of (+) an (-) 11-dihydrooracin (DHORasBd on the discrepancy between
microsomes and BIHSD1 stereospecifity of oracin reduction exist ypdthesis of
participation an unknown microsomal enzyme in oracietabolism. The aim of this
study is to purify a new microsomal carbonyl redgcienzyme contributing in the
biotransformation of oracin.

Human liver microsomes were solubilised and dedalide prepared sample was
used for the first purification step on Q-Sephard@3aptured flow through fraction Q2
was loaded on Phenyl-sepharose. Captured suitedadtion P11 was used for third
purification step by gel filtration. All fractionacquired during purification procedure
were tested for oracin reducing activity, sterecosjig of the reduction and protein
concentration. It was obtained a fraction that ceduwracin with anticipated preferential
formation of (+)-DHO about 80%.

It is clear that the significantly purified fracticcontains a new microsomal carbonyl
reductase that participates in biotransformationozcin differing from 1f-HSD1.
Therefore it is probable that the enzyme will papite in metabolism of similar drugs

(e.g. doxorubicin, daunorubicin) and it is necegsandentify it.
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UvOoD

Enzymy hraji kléovou roli v biotransformaci mnohych eobiotik i xdmatik. Pro
pochopeni metabolickych pochiode tedy nezbytné takové enzymy identifikovat.
| v sowrasné dob je obrovské mnozstvi protdinstadle pouze vytipovano na zaktad
sekvence DNA. | protein, ktery se zdaslizda jako metabolicky nevyznamnyibe
byt zdrojem fascinujicich informaci o fungovaniského organismu. Zaroendm
muze poskytnout i nahled do samotné lidské evoluce.

Tato prace navazuje na vyzkum Katedry biochemicky&td v objeveni nové
membranow vazané karbonylreduktasy, ktera by gaginila metabolismu xenobiotik.
V této diplomové préaci bylo ovSem pouZzito jiné fikacni schéma nez viedchozim

vyzkumu.



A. TEORETICKA CAST

1. PURIFIKACE PROTEIN U

Purifikaci proteini I1ze popsat jako sérii prodeskteré sniuji k odcleni jednoho
typu proteinu ze sisi makromolekul, jako jsou jiné proteiny, nukleokgseliny,
polysacharidy, lipidy a jiné. Rateznim materialem i separaci je obvykle biologicka
tkan nebo mikrobiélni kultura. Jde o nedilnou &mst charakterizace funkce, struktury
a biologické aktivity dané bilkoviny. Hlavni snahqge dosahnout Zadanéistoty
polypeptidu pi piijatelné efektivie a rychlosti separace a dastgcimu vyg€zku
purifikace i zachovani biologické aktivity a chemické integrit

Jednotlivé proteiny mohou byt odseparovany zeéssratovek proteif, jelikoz se
jednotlivé skupiny vyznanilisi ve svych fyzikalnich a chemickych vlastnostetyto
vlastnosti jsou vysledkem rozdilného seskupeni akyiselin v polypeptidovych
fetzcich. Zbytky &chto aminokyselin mohou byt klaéi zaporré nabite, hydrofilni
nebo hydrofobni. Polypeptidy maji dalgepré danou sekundarni, terciarni a kvartérni
strukturu, ¢imZ protein ziskava unikétni velikost, tvar, nabojzpustnost, afinitu
k uréitému ligandu atd. Znalost odliSnosti Wkteré z &chto vlastnosti umaitije
navrzeni vhodného postupu purifikace hledanéhoeprot (Internet 1, Internet 2,
Burgess 2008).

1.1. Purifika éni strategie

Pred zapoetim purifikace je nutné si stanovit podminky a musti experimentu.
Jaky bude pouzit vychozi material a jak jej uch@vaakcisty musi byt produkt? Pro
jaky el je protein purifikovan? To jsou jenckieré z otazek, na které jéeba
odpowdét pred zahajenim prace (Internet 1).

Vybér vhodné vychozi suroviny je zakladnim ukolerreg z&atkem purifikace.
Mnoho potenciélnich praci je neproveditelnychtzatiu nedostupnosti patbného
materialu. Vhodny vychozi material by¢hbyt dostupny v pgdebném mnoZzstvi, ¥ase
potreby a uskladnitelny zmrazenim po delSi dobu.

Z&kladnim cilem purifikace je zisk co n&jSiho mnoZzstvéistého aktivniho proteinu
pii minimélnim pdtu purifika¢nich kroki. VétSina purifika&nich proces ale obsahuje
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vice nez jeden krok. Kazdy takovy kroksobi ztratu produktu.iPétyrech krocich, kde
kazdy krok m& vyZnost 80 %, bude celkové mnozstvi ziskaného pwteidukovano
na 41 % z pvodniho mnozstvi. Je tedy snaha pouzivat metoadyrepetSi vynosnosti.
ZmenSenim p#u kroki se zkrati celkova doba purifikace, snizi se ztgtateinu

v jednotlivych krocich, zmensi se pr&podobnost ztraty biologické aktivity a snizi se
celkové naklady purifikace (Burgess 2008, Scop&xilL9

1.1.1. Trifazova purifikaéni strategie

PR

Trifazova purifik&ni strategie je jednim z nejpouzi¥@ich postup pii separaci
proteini. Je pouzivana ip malych laboratornich purifikacich ifip velkoprodukci
biomolekul ve farmaceutickém ipmyslu. PouZiva zakladni schéma, které se sklada
z piipravy zakladniho materidlufgXisténi, naslednéhgisteni a d@isteni (obr. 1).

Béhem gediisteéni je snaha izolovat, koncentrovat a stabilizovateény produkt.

Ve fazi naslednéhaisténi dochazi k odstrani wtSiny neistot, jako jsou nezadouci
proteiny, nukleové kyseliny, lipidy.

Pti docisteni je snaha o zisk co moznaisiSiho produktu (Internet 1, Internet 4).

&
S
2
0
Docisténi
Nasledne
cisténi
Predcisténi
Priprava
zakladniho
materialu
Faze

Obr. 1: Schéma ¥ifazové purifikaéni strategie.

1.2. Purifikace membranovych proteini

Mnohé proteiny a enzymy seimzert nevyskytuji ve vodné fazi uviitani vre
burgk. V téle eukaryotickych butk je mnoho organel, které maji vlastni membranu, ke
11



které jsou asociovany proteiny. Jsou to mitochadsurgcné jadro, endoplazmatické
retikulum, Golgiho aparat, lysozomy a vakuoly.

Membranové proteiny se v biologickych membranachiykle vyskytuji v malém
mnozstvi. Jen velmi vzaéne hlavni peptidovou slozkou membrany jedna skapin
proteini. Mnohé proteiny tudiz nemohou byt izolovany fzqzenych zdraj
v dostaténém mnoZzstvi. Je tedy snaha o jejich vigwo pomoci klonovacich technik
(Scopes 1994, Seddon et al. 2004).

1.2.1. Klasifikace membranovych proteini

Membranové proteiny seld na periferni a integralni (obr. 2). Perifernofainy jsou
piipojeny k fosfolipidové membré&n slabymi nekovalentnimi silami a mohou byt
uvolnény jednoduchym zpracovanim, které nezahrnuje sitabi membrany. Takovy
protein miZe bytcéasténé uvolnén do vodné faze jiz ip samotné izolaci membrany
z paateniho materialu. Uvokni zbytku proteid miZze byt dosazeno napsonikaci,
piidanim pufru silné nebo slabé iontové sily, zvygepH nebo fidanim fosfolipasy.
Proteiny, které byly takto uvoiny, nepotebuji nadale fitomnost detergetit nebo
jinych solubiliza&nich¢inidel, aby Aistaly ve vodné fazi.

Transmembranovy
protein Periferni
membranovy

protein

Fosfolipidova
dvouvrstva

Integralni
Periferni membranovy
membranovy protein protein

Obr. 2: Typy membranovych proteini.

Integralni membranové proteiny jsou ukotveny peve fosfolipidové dvouvrsty
a predstavuji tudiz &Si problém. K jejich uvokni je nezbytné solubilizovat
membranu, ve které jsou proteiny zabudovany (Scbp84, Internet 3).
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1.2.2. Solubilizace

Ve vodném roztoku se ifip velkém zedni molekuly nebo ionty tenzid
shromad’'uji tak, aby se zbavily energeticky nevyhodného tékiu s vodou. P
dosaZeni kritické micelarni koncentrace (CMC) sgnsvuhlovodikovymi fetzci
orientuji snérem dovnit (smérem od polarniho prosdi), shlukuji se a vyt¥amicely

(obr. 3).
WZ% UMII‘CEW nabita
TELEZEC  fnkénd
%giim skupina

Obr. 3: Micela utvorena z molekul tenzidu.

Béhem solubilizace se hydrofobiiésti detergentu zakotvi k hydrofobnitastem
proteinu acasté&én¢ nahradi fosfolipidy (obr. 4). Poripojeni dostaujiciho mnozstvi
molekul detergentuipchazi protein do roztoku. Solubilizace pomoci metetu tedy
vede ke vzniku s#si solubilizovanych lipid, volného proteinu, komplexu proteinu
s tenzidem a volného tenzidu v micelarni i moleknildorme. Zastoupeni detergent
a fosfolipidi v komplexu zavisi na sloZzeni pouzitého solubdidho pufru
(Rehm 2006).

Komplex
protein-detergent-fosfolipid

T,
ZE

Solubilizovany fosfolipid Monomerdatargeny

N

°W"

Obr. 4: Solubiliza¢ni schéma integralnich membranovych proteii.
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1.2.3. Potize spojené s purifikaci

Purifikace membranovych protéinrse v mnohém liSi od purifikace cytosolickych
proteini. Hlavni potiZze spojené s jejich separaci zéssisou uvedeny v nasledujicich
odstavcich.

Agregace proteini

- Membranové proteiny ochatn tvoii agregaty dokonce i wipomnosti
detergent. Tento jev sniZuje dinnost vSech sepafaich technik. Je tedy nutné zvolit
vhodny tenzid a vhodnou hodnotu pH, jez nebuis®pit denaturaci proteinu a zabrani
jeho agregaci.

Rusivy vliv detergenti na separ&ni techniky

- Solubilizaini techniky vyzaduji itomnost detergefif které musi setrvat ve
smesi po celou dobu purifikace. Tenzidy pouZzitd polubilizaci ale mohou omezit
pouzitelnost Bkterych technik. Naipklad metody zaloZzené na ratovani snési na
zaklad velikosti molekul maji nizsi rozliSeni, jelikoz mistvi navazaného detergentu
na protein zmenSuje rozdily mezi jednotlivymi paptidy. Vysolovaci techniky
vykazuji niz8i dinnost v gitomnosti neiontovych tenzid Chromatofokusace
a izoelektricka fokusace nefunguji kitpmnosti aniontového detergentu.

Proteasova degradace

- Membranové proteiny jsou nejlépe stabilizovany ymheanovych strukturach,
kde je nizka aktivita proteasovych enZynPo jejich solubilizaci se ale degradace
vyrazre zrychluje, jelikoz proteiny jiz nejsou chrary v prostedi biologické
membrany. Red zapoetim solubilizace je tedyasto nutné fidat efektivni inhibitor
proteasovych enzyinako je EDTA.

Degradace proteinu

- Solubilizaci s iontovymi detergenty dojde obvyklendvratné denaturaci
proteinu. | kdyZ je denaturovany produkiiqustny, Ezné sepakmi techniky nejsou
vhodné k préci s takovym proteinem. Solubilizacdytenusi byt provedena s Setrnym
tenzidem, ktery zachova nativni strukturu protdidunte et al. 2003, Scopes 1994).
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1.3. Separani metody

Pti separaci dochazi k ro&gléni sloZzek srsi na jednotlivé komponenty. Sepana
techniky lze dlit na z&klad raznych kritérii. Jednim z nich iwie byt rozdleni na
zaklad vlastnosti molekul wenych k separaci. Mezi tyto vlastnosti ipatagiklad
velikost a tvar (gelova filtrace, gelova elektra@ma), naboj (iontay vymeénna
chromatografie), polarita (chromatografie na remésa fazich, hydrofobni interaki

chromatografie), vazba na specificky ligand (afihnithromatografie).

1.3.1. Separace zalozena na rozdilné velikosti a tvartastic
1.3.1.1. Gelova permed&ni chromatografie (gelova filtrace)

Tato metoda je zaloZena na principu adani latek obsazenych v roztoku mezi
rozpoustdlo uvnitt zrn gelu a rozpoudtlo okolo zrn gelu. Tytatastice jsou malé
a porovité, takze pouze malé molekuly mohou vstodpi gelu. Molekuly, jejichz
velikost grevySuje rozrary ¢astic gelu, se pohybuji stejnou rychlosti jakaselginidlo
(obr. 5). Dochézi k tzv. stérickému vyl@mni (exkluzi) ¥tSich molekul. Malé molekuly
vstupuji do pak a postupuji skrz kolonu pomaleji. Tato metodaljedna pro molekuly
o relativni molekulové hmotnosti¢isi nez 500 (Internet 5, Internet 6, Internet 7,
Internet 8, Rehm 2006).

-=— Malé molekuly

| o «—\Velké molekuly

Q
§
O see
Porovita Eastice gelu, OO
O

do které vstoupi pouze OOO

malé molekuly |_| I_l

Obr. 5: Mechanismus separace pomoci gelové perniga chromatografie.
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Proces rozélovani molekul I1ze popsat zakladni rovnici rélpdaci chromatografie
V, =V, + KV,
kde Ve je elwni objem dané latky, ¢/je tzv. mrtvy objem (objem eluatu mingdstice
gelu), Vi vyjadtuje obsah rozpouiila uvnit castic a K je distribini koeficient
(obr. 6). Tento koeficient charakterizuje chovamiekuly na kolog (Internet 7).

33
Og O

0% ©
000%0%0

Q0 O O
Q0 ©
Q0O

O

I [
0
0

Celkovy objem Vhitini objem Vnéjsi objem
Vi Vi v,

Obr. 6: Objemy pouzivané v gelové filtraci.

Gel se voli podle vlastnosti separovanych latek. [Btky ve vod rozpustné se
pouzivaji hydrofilni gely (Sephadex). Mobilni fa| voda s fipadnym pidavkem
organického rozpouddla. Pro latky ve va&lnerozpustné se pouzivaji gely hydrofobni
(Styragel) (Klouda 2003).

1.3.2. Separace zalozena na rozdilném naboji molekul
1.3.2.1. lontové vyménna chromatografie (IEX)

Pfi  iontove vyménné chromatografii se proteiny vazi k matrici kglon
elektrostatickymi interakcemi mezi ap& nabitymi ionty tzv. Coulombovymi silami

(obr. 7). Rozsah a sila navazani proteinu k iogtoén zavisi na pH a iontové sile
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promyvaciho pufru, izoelektrickém bodu proteinu astot naboji na matrici

iontomnice.

& &
Q+$4—_‘* ¥
& #
: &
Qﬁ;—» "
& — C
& &
&+@_> &
& &

Obr. 7: Princip vazby analytu k sorbentu.

Z&kladni schéma separace latek pomoci iagntgiménné chromatografie se sklada
z piti krokd (obr. 8). V prvnim kroku je matrice iont@mce promyta startovacim
pufrem. Jeho pH a iontova sila je zvolena tak,ahgznila navazani zadanych molekul
k povrchu matrice.

V druhém kroku je na kolonu aplikovan vzorek, ktsgyvaze svymi nabityndastmi
k opan¢é nabitym ¢astem iontorénice. Molekuly, které se nenavazaly, jsou eluovany
startovacim pufrem.

V tieti fazi jsou molekuly vymyvany z kolony zZmou sloZzeni promyvaciho pufru.
Bézre se tak dje zvySenim iontové sily nebo 2nmou pH pufru. Slaki adsorbované
molekuly jsou nahrazovany s#jnse vazajicimi ionty a jsou tak eluovany.

Ve ctvrtém kroku jsou vymyty zbylé molekuly za totoZzhygpodminek jako
v piredchozim kroku. V paté fazi separace dochazi ¢koopé regeneraci matrice
iontomenice do mivodniho stavu if@ed zapoetim purifikace (Internet 9, Internet 10,

Rehm 2006).
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1. 2. 3. 4, 5.
Poclatecni stav| Adsorpce Potatek Konec Regenerace
molekul desorpce desorpce systemu
vzorku
A B 4o | & 00O 0 O 0
H 4 N © O O ® & o O 0O 0
O A O Q O
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Obr. 8: Purifika éni schéma [Fi iontové vyménné chromatografii.

Materialy pouzivané jako stacionarni faze

lontonenice se dli na anexy s kladh nabitymi skupinami (vymmuji anionty)
a katexy se zapo¢mabitymi skupinami (vyruji kationty) (obr. 9).

Obr. 9: Typy pouzivanych iontongniéi.

Pfitomnost nabitych skupin je zakladni vlastnosti taomnice. Typ skupiny
rozhoduje o jeho vlastnostech a sile. Existujekairskala funknich skupin, které lze

pouzit jako ligand pro iont@wvymeénnou chromatografii. Zakladni typy jsou uvedeny
v tabulcet. 1 a 2.

18



Tab. 1: Pfehled nejpouzivarjSich anexi.

Diethylaminoethyl
—0 — CH, — CH, — N*H(CH, — CH3),
(DEAE)
Kvartérni aminoethyl 0 — CH, — CH, — N*(C,Hs), — CH, — CHOH — CH
—0 —CH, — CH, — 2fls5)z —LHz — s
(QAE)

Kvartérni amonium

Q)

—0 — CH, — CHOH — CH, — O — CH, — CHOH — CH, — N*(CH;)5

Tab. 2: Pfehled nejpouzivaijSich katexi.

Karboxymethyl
—0 — CH, — CO0™
(C™M)
Sulfopropyl
(sP) —0 — CH, — CHOH — CH, — 0 — CH, — CH, — CH,SO03

Methyl sulfonét
(S)

—0 — CH, — CHOH — CH, — CH, — CHOH — CH,S03

Skupiny obsahujici siranovy aniont nebo kvartéusikl se pouzivaji jako tzv. silné
iontomeénice, ostatni jako tzv. slabé ionténice. Pojmy silny a slaby iontami¢
vyjadiuji miru ionizace funénich skupin i ur¢itém rozsahu pH. Nepopisuji tedy silu
vazby analytu k ligandu. Silné iontémice jsou pl& ionizované v Sirokém spektru
hodnot pH (Internet 9, Internet 10, Rehm 2006).

1.3.3. Separace zalozena na polagtmolekul
1.3.3.1. Chromatografie na reverzni fazi (RPC)

Separace biomolekul pomoci reverznich fazi je zmazna hydrofobni interakci
mezi analytem obsaZzenym v mobilni fazi a nepol&tacionarni fazi (obr. 10).
K vymyvani biomolekul, jako jsou proteiny, je obvgkpouzivana gradientova eluce.
V prvnich fazich separace je jako mobilni faze pouzodni prostedi. V tomto velmi
polarnim prosedi se té& vSechny molekuly analytu vazi na povrch stacionéze.
Postupnym snizovanim polarity mobilni faze doché&ziesorpci molekul vzorku.

Nejvice polarni molekuly jsou tedy vymyvany jakwipi.
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Snizeni polarity
mobilné faze
Matrix ——

pﬂ—— Hydrofobnéjsi vzorek

&J-‘i Hydrofilnéjsi vzorek

/ﬂ

Hydrofobni ligand

Obr. 10: Princip vazby hydrofobnich molekul k adsobentu.

Schéma separace se obvykle sklada z promyti stacibfiaze startovacim pufrem,
nanesenim vzorku na kolonu, vymytim analytué¢mou ve sloZeni mobilni faze
a regeneraci sytému (obr. 11). Startovaci pufrr(Bdifmusi byt dostate¢ nepolarni,
aby analyt v dm obsazeny byl rozpudty. Na druhou stranu musi byt dostake
polarni, aby se vzorek mohl hydrofobnimi interakcemzat k sorbentu. Vymyvani
vzorku se dje postupnym snizovanim polarity mobilni faze¢jd se tak obvykle
linearnim gradientemifdavku pufru B, ktery je na rozdil od pufru A neqwli. Mobilni
faze tedy mini sloZzeni od 100 % pufru A na{#&iku separace, az po 100 % pufru B na
konci separace (Internet 11, Internet 12).

1. 2; 3. 4, 5.
Poéate&ni Adsorpce Poéatek Konec Regenerace
stav molekul desorpce desorpce systému
OADO vzorku

AOA

x
\’

ooo
AAA

AANL

Obr. 11: Schéma purifikace na reverzni fazi.
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Materialy pouzivané jako stacionarni faze

Zakladni matrici obvykle tvo silikagel, na jehoz volné silanolové skupiny jsou
navazany dlouhé alkyloviettzce (obr. 12). Syntetické peptidy a oligonukleotjdgu
béZzneé separovany na vice hydrofobnich C18 sorbentecbteiry a rekombinantn
piipravené peptidy se vzhledem ke své velikostiéssivhydrofobicié vazi k C18
ligandim prilis silng. Pro jejich separaci se tedyzme pouzivaji C8 sorbenty. Sorbenty
0 osmi uhlicich jsoudi proteinim mér¢ ,devastujici a pi jejich provozu je zapéebi

mensSi mnozstvi mobilni faze k eluci vzorku (Intérbg, Internet 12).

CHs
1

(A) —O—Si—CHz—CH;
CHs

CHs

[}
CHs

CHa
1

(€) —O—Si—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CHy—CH—CH—C
CHs

Obr. 12: N-alkylové fetézce pouzivané jako ligandy.

1.3.3.2. Hydrofobni interak ¢ni chromatografie (HIC)

HIC separuje biomolekuly na zakkagejich povrchové hydrofobicity. Interakce se
odehrava mezi hydrofobnimdéstmi molekul vzorku a hydrofobnim povrchem sorbent
Tato interakce je sith ovlivnéna gitomnosti soli v mobilni fazi. i jejich vysokeé
koncentraci se biomolekuly vazi sijn zatimco snizovanim koncentrace interakce
slabnou (obr. 13).
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\;BJUspoFédany vodni
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i koncentrace soli 7 DAt G e
Obr. 13: Princip vazby molekul k ligandiam v HIC.

Pokud je protein viozen do vodniho ptesti, orientuje se svymi hydrofobnimi
castmi dovnit molekuly. Nekteré hydrofobni skupiny aleigtavaji na povrchu ve styku
s vodnim progedim a nastava tzv. povrchovy fenomén. Molekulyweatiz nejsou
schopny smé&t hydrofobnic¢asti molekuly. Misto toho vytwd okolo €chto ¢asti
uspdadany obal, jelikoz molekuly vody nejsou schopnyitvs €mito ¢astmi vodikove
mustky. Ridanim vhodné soli dojde k poruSeni tohoto vodndb@mlu a obnazené
hydrofobni ¢asti proteinu mohou reagovat s jinou hydrofobnipskou. Hydrofobg
interakéni separace tedy zavisi spiSe na povaze molekuyl, vaZli na pimé interakci

mezi hydrofobnimi molekulami.

Pred zapoetim separace je kolona promyta pufrem A o vhodm&é&ntraci soli. Typ
a koncentrace soli jsou vybrany tak, aby doSlo k@mani Zzadaného proteinu, ale
nedoSlo k jeho precipitaci (obr. 14). Tento jev mézadouci vliv na selektivitu
adsorbentu. Nejefektigsimi solemi jsou ty, které obsahuji multivalenamiion jako
siran, fosfat a citrat. Vysolovaci schopnost ariiavédi tzv. Hofmeisteroviada:
SCN™ < CI0; < NO3 < Br~ < Cl” < CH3C00™ < S0%~ < P03~
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Obr. 14: Vliv koncentrace soli na precipita&ni schopnost proteinu.

Na kolonu promytou vhodnym pufrem je naslédmanesen vzorek. Biomolekuly
jsou navazany k sorbentu acistoty jsou vymyty spokné s pufrem A. Eluce obvykle
pokraiuje linedrni zminou gradientu v koncentraci pufru A. Ten je nahvdro
pufrem B s niZSi koncentraci soli. Molekuly jsoldatony eluovany ve simu zvySujici

se hydrofobicity (obr. 15). Nejvice hydrofobni mialéy jsou tedy vymyty jako posledni
(Internet 11, Internet 13).

1. 2, 3.
Adsorpce Pocatek Konec
molekul desorpce desorpce
vzorku e s
oo & R W
L rolp. ... reld .-
ol - ;lf"i’ &
Eog) - - o <. ) B
PR SRR B
[0 foi e B
SR, R e
o & C

Obr. 15: Faze separace molekul pomoci snizujici &encentrace soli v mobilni fazi.

Materialy pouzivané jako stacionarni faze

Jako zakladni matrice se v $agnosti nejvice pouziva'sivana agarosa (Sepharosa)
nebo syntetické kopolymery. Tyto materialy se vyzjiavelkou porozitou a fyzikalni
i chemickou stabilitou. Z Siroké Skaly jejich varidze vybrat vhodnou matrici podle
potreb nutnych fi separaci Zadaného proteinu.
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Ligandy vazané na matrici seilid do dvou skupin. Jednim typem jsou kratké
alkylové rettzce, které pro adsorpci vyuzivaji pouze hydrofobriiderakci. Druhym
typem jsou aryl substituované matrice, které vyajtijak hydrofobnich interakci, tak

i interakci na aromatickém jéel(obr. 16) (Internet 11, Internet 13).

?H
—-0-CH,~CH-CH,-0—(CH,),-CH,
Butyl Sepharose 4 Fast Flow

Octyl Sepharose CL-4B

OH

I
—-O-CH~CH-C H2—0—©>

Phenyl Superose

Phenyl Sepharose High Performance
Phenyl Sepharose CL-4B

Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (low sub)
Phenyl Sepharose 6 Fast Flow (high sub)

OH
I
D -0-C H2—C H-CH,-0O-C H2—C(C H3)3
Alkyl Superose

CI}H
B g —0-CH;~CH-CH,~O—(CH,},~CH,

Obr. 16: Ligandy pouzivané i separacich.

1.3.4. Afinitni chromatografie (AC)

Afinitni chromatografie roz&luje latky na zakla#l reversibilni interakce mezi
proteinem a specifickym ligandem navazanym na wiagtacionarni faze (obr. 17). Je
to jedind sepatmi metoda, kterd umagje purifikaci biomolekul na zakl&djejich
biologické funkce nebo tpsné chemické struktury. Umoide také oddit aktivni
molekuly od jiz denaturovanych wgalchozich krocich purifikace nebo izolovat protein
vyskytujici se v nizkych koncentracich z velkychjeom. Tato metoda vykazuje

vysokou selektivitu, rozliSeni i kapacitddr hledanému proteinu.
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Obr. 17: Princip selektivni vazby proteinu k ligandu.

Uspsna afinitni chromatografie vyzaduje specifickyalig, ktery lze kovalentn
navazat na matrici na®. Po navazani si ligand musi zachovat schopnast Yéedany
protein a po vymyti néstot musi byt tento protein &puvolrén v aktivni forng. Mezi
typické biologické interakce vyuzivaneé v AC ifpatazby:

enzym — substrat
antigen — protilatka

hormon — receptor

Po naneseni vzorku na kolonu, se kligandu adsonbayjize Zzadané molekuly
a neistoty spolu s ostatnimi makromolekulami jsou aalsiny spolu s postupujici
mobilni fazi. Navazany protein je naslédeluovan zminou ve sloZzeni mobilni faze
(obr. 18). MiZe se tak ditidanim kompetitivniho ligandu, ktery jevi vysSirafu vici
separovanému proteinu. DalSimi moznostmi je¢rran pH, iontové sily a polarity

mobilni faze.
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Obr. 18: Separace biomolekul pomoci specifickychdandi navazanych na matrici
sorbentu.

Krom¢ separaci na kol@nje u afinitni chromatografie takéasto pouzivana
vsadkova separacefrifasi vyhody ve &Si rychlosti separace a v moznosti rychlého
zpracovani velkych objeimmaterialu. BZna separace touto metodowina gidanim
adsorbentu do molekularni gsn Snes je kratkou dobu promichavana, aby doSlo
k maximalni expozici specifickych ligafichavazanych na matrici adsorbentu. Poté se
adsorbent s navazanym proteinem necha usadit ®aatioby. Vznikly supernatant je
od sedimentu nésledrodfiltrovan. Protein je potom vymyt z adsorbenlotérnet 14,
Internet 15, Scopes 1994).

1.4. Stanoveni mnozstvi bilkoviny ve vzorku

Pti purifikaci proteiri je dilezité, aby pouZzité metody dty dostaténou vyg€znost.
Dulezitym faktorem je miraigcisteni vzorku, které l1ze dosahnout vip&hu purifikace.
Z téchto divodi je v ziskanych frakcich pi@ba utit koncentraci obsazené bilkoviny
(Scopes 1994). V nasledujicim textu budou uvedeepjpehngji pouzivané metody

k jejich stanoveni.

1.4.1. Biuretova reakce

Reakce vyuZiva schopnostidnatych iont (CLF*) vazat se k peptidové vagtktera
se nachazi v proteinech (obr. 19). V zasaditémtjgdisse fi této reakci vytvé fialove
zbarveni, u kterého seéiih absorbanceip540 nm. Intenzita zbarveni jgipo Ungrna

koncentraci bilkoviny podle Lambert-Beerova zakona.
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Metoda neni Siroce vyuzivana vzhledem k nizké seizi Pro divéryhodnost
meéteni je zapdebi rekolika miligrami bilkoviny ve vzorku. DalSim idzodem je
nekompatibilita s amonnymi solemi, jako je siran oany. lonty n&di reaguji

s amoniovym iontem a zkresluji tak vysledettemi (Scopes 1994, Internet 16).
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Obr. 19: Vazba CU/** ionti na peptidovou vazbu.

1.4.2. Lowryho metoda

Lowryho metoda je kombinaci biuretové reakce (va@bd na peptidovou vazbu)
a oxidace fenolickych zbytkaminokyselin (tyrosin, tryptofan) Folin-Ciocalteawym
¢inidlem. Reakce vede ke vzniku tndamodrého zbarveni, které jgimo un€rné
koncentraci bilkoviny. Citlivost této metody je tismizena az ke koncentraci 0,1 mg
proteinu na ml vzorku. Stejnako biuretova reakce je ale tato metoda nekorbibaiti
s mnohymi slozkami proteinové purifikace jako jeasi amonny a je tedy wdhto
piipadech nevhodna (Internet 17, Internet 18, Scb9s).

1.4.3. BCA metoda (Smithovo stanoveni)

Princip metody je velmi podobny Lowryho metod/yuZiva redukce Cii iontu
v kombinaci s BCA (bicinchoninovou kyselinou vizroB0) misto Folin-Ciocalteauova
¢inidla. 1 v tomto pipack vznika fialové zabarveni, whoz je né¢tena absorbance.

Vyhodou této metody je jeji citlivost, stabilita alkalickych podminkach
a kompatibilita s mnohymi detergenty pouzivanynsiolubilizatnich technikach. Mezi
nevyhody paf nutnost inkubace v teple a interference s rédurki ¢inidly jako jsou
thioly (Scopes 1994, Internet 19).
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Obr. 20: Sodna sl BCA.

1.4.4. Bradfordovo stanoveni

Stanoveni dle Bradforda je zaloZzeno na ¥abhrviva Coomassie Brilliant Blue
G-250 (obr. 21) k proteinu. V kyselém piesti vytv&i barvivo cervené zbarveni,
zatimco po navazani na protein se bar¢aima modrou. Absotmi maximum modré
(navazané) formy se nachézi p95 nm. Stanoveni mnoZstvi bilkoviny ve vzorku se
tedy dosdhne z#&enim absorbance roztokié p95 nm.

Lowryho metoda. Detgki minimum se nachazi vrozmezi 1-10 pg/ml proteinu
Zarover je tato metoda méncitliva k ruSivym vlivim béZn¢ uZivanych ¢inidel
v purifika¢nich krocich (Scopes 1994, Zor et al. 1996).
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Obr. 21: Coomassie Brilliant Blue G-250.
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2. KARBONYLREDUKTASY U CASTNICI SE METABOLISMU

XENOBIOTIK

Molekuly obsahujici karbonylovou skupinu jsou Seaastoupeny jak ipod, tak
v syntetickych latkach &lovek i ostatni Zivé organismy jsou jim denmystaveny.
Aldehydy, ketony a chinony se vyskytuji v pottavprimyslovych zplodinach
i mnohych lécich. Zatimco aldehydy mohou byt meliakp pireménény na
karboxylové kyseliny (oxidativni metabolismus) nebalkoholy (redukni

metabolismus), ketony se biotransformuji pouzeifgysné alkoholy (obr. 22).

.r"D D
A r_¢? +0l—>r—c’
“H “OH
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i I [H] |
} ,C. ——» R—C-H
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Obr. 22: a) oxidace aldehydu, b) redukce aldehydis) redukce ketonu.

Aldehydy jsou chemicky velmi reaktivni a v organismeaguji s nukleofilnimi
centry nukleovych kyselin a protéinKetony jsou méhreaktivni a jsokastou sloZzkou
pouzivanych l&v (mnohdy jsou hlavni funini skupinou farmakologickéhogimku).
Metabolity chinoi maji toxicky &inek, pokud jsou metabolizovany naigusné
semichinony jednoelektronovynignosem (tzv. chinony indukovany oxidativni stres).

Na svou ochranu si organismy vytilgp fadu enzymovych systému k detoxifikaci
reaktivnich karbonylovych sléenin. Tyto enzymy pé#&t mezi enzymy |. faze
biotransformace. Jsou jimi aldo-ketoreduktasy (AKRJehydrogenasy/reduktasy
s kratkym rettzcem (SDR), chinonreduktasy (QR) a dehydrogenadyktasy se
sttedre dlouhym rettzcem (MDR). \tSina enzym, podilejicich se na redékim
metabolismu karbonylovych sléenin, je ovSem v nadrodinAch AKR a SDR. Mimo
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biotransformace xenobiotik se enzymychto nadrodin &astni i metabolismu
endogennich latek jako jsou steroidni hormony, tagdandiny, neurotransmitery atd.

Tab. 3: Nadrodiny karbonylreduktas a jejich bunééna lokalizace.

Enzymy Kofaktor Lokalizace v buiice

MDR NADH cytosol

AKR NAD(P)H cytosol, Golgiho aparét
cytosol, mikrosomy,

SDR NAD(P)H _ _
mitochondrie

QR NAD(P)H, RNH cytosol

Katalyticka geména karbonylu pomoci karbonylreduktas vyZadujdtopmnost
kofaktori (donoki protonu). Kromd chinonreduktas, které vyuZivaji jako kofaktoru
dihydronikotionamidribosu (RNH), vyuZivaji enzymyikatinamidadenindinukleotid
(NADH) nebo nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NA&MDI).

Karbonylreduktasy jsou iffomny v mnohych tkanich. Nalezneme je v jatrech,
plicich, mozku, srdci, ledvinach, slegjrvarlatech a v krvi. ¥tSina doposud popsanych
reduktas se nachézi v rozpustné (cytosolické) &pravSak v nadrodin SDR byly
identifikovany i membranayvazani zastupci.

Jejich obrovské mnozstvi a Siroké ith&é zastoupeni jen édhziuje jejich vyznam
pro metabolismus endogennich i exogennich latekhaljicich karbonylovou skupinu
ve sve struktte (Rosemond & Walsh 2004, Matsunaga et al. 2006).

2.1. Dehydrogenasy/reduktasy se sedné dlouhym retézcem
(MDR)

Nadrodina MDR je tviena nagiklad zinek-dependentnimi alkoholdehydrogenasami
(ADH), chinonreduktasami, leukotrien-B4-dehydroggarai a mnoha dalSimi rodinami.
V poslednich letech doslo k objeveni mnoha novyastupd. K z&i roku 2007 bylo
v databazi UniProt vedeno okolo 11 000 zasiypdoho 25 bylo lidskych.

NejpaietrejSi skupinou je rodina ADH. Obsahuje prvniho chssgkovaného
zastupce z celé nadrodiny, saalkoholdehydrogenasu #idy |. Hraje dilezitou roli

v metabolismu biologickych substanci. Nejlépe poagkanou funkci je ochrana proti
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endogennim alkohd a produkim lipidové peroxidace. Z xenobiotik poté jednotlivé
izoenzymy metabolizujiiedevsim ethanol (Persson et al. 2008, Jelski 208B).

2.2. Aldo-ketoreduktasy (AKR)

Nadrodina AKR je skupina rychle se rogtajicich NAD(P)H-dependentnich
oxidoreduktas, které secastni metabolismu eobiotik i xenobiotik obsahujicic
karbonylovou skupinu. Do seasné doby bylo identifikovano okolo 160 zastuygaei
se nachazeji u vSech Zivotnich forem; od jedné&tych organism az po savce,
¢lovéka nevyjimaje. Tyto proteiny jsou Siroce distribaay ve tSin¢ tkani, fgicemz
v kazdé bice je syntetizovanoekolik typa téchto enzyn.

Na zéklad vzajemné strukturalni podobnosti se nadrodina AKR na 15 rodin.
Clenové kazdé rodiny sdili alespd0% podobnost. Savaldo-keto reduktasy se déale
déli na i rodiny, ve kterych nalezneme i 15 doposud idémifanych lidskych
zastupd. U wtSiny €chto enzyni byla pozorovana tita aktivita vaci xenobiotikim.
Ve wtSi mie byla tato aktivita popsana u enZy®kKR1C1, AKR1C4 a AKR1B10.

AKR1C1-C4 jsou NADPH-dependentni monomerni dehydrogenasywz&jem
sdileji vice nez 86% strukturalni podobnost. VSictastupci této skupiny se nalézaji
v jaterni tkani, ale v ostatnich tkanich je jejaibtribuce rozdilna. Zatimco AKR1C4 se
dominant® vyskytuje pouze v jatrech, AKR1C2 a C3 jsotegnosts syntetizovany
v prosta¥ a v ml&nych Zlazach. Z endogennich substi@gla popsana jejich schopnost
metabolizovat steroidy v polohach o-3 173- aZ2®-, kde msobi jako
hydroxysteroiddehydrogenasy nebtempéna PGH, PGD, PGE na PGk, (obr. 23)
(Internet 20, Matsunaga et al. 2006, Barski e2@09, Novotna et al. 2008).
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Obr. 23: Ugast enzymi rodiny AKR1C na metabolismu prostaglandini.

AKR1C enzymy jsou téz znamy jako dihydrodioldehygbmasy (DD) podle jejich
schopnosti katalyzovat oxidaci trans-dihydrodioaromatickych uhlovodik na
piislusné katecholy. DD byly prvnimi popsanymi enzyikigré se éastni detoxifikace
kancerogennich polycyklickych aromatickych uhlowddi Z xenobiotik dale
metabolizuji nap doxorubicin, daunorubicin, oracin, dolasetronloran, ketotifen,
4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNKhinony atd. (Barski et al. 2009).

AKR1B10 je enzym, ktery nalezi mezi aldosoreduktasy. Ropbyl objeven
v lidskych nadorovych hikach. Ve vysoké koncentraci jefifpmen také v tkani
tenkého seva a nadledvin. iedpoklada se, Ze jeho fyziologickym substratem jsou
izomery retinalu. Jelikoz se vyskytuje také v plioadorové tkani, byly studovany jeho
metabolické vlastnosti i¢i NNK a protinadorovym [&vam jako je daunorubicin
a oracin. VSechny tyto latky byly enzymem AKR1B1@tabolizovany na ifslusné
alkoholy (Martin et al. 2006).

Zvlastni postaveni v nadrodilPAKR ma AKR7A2, jelikoz je jedinym enzymem
nadrodiny, ktery neni v lige gitomen v solubilizované (cytosolickeé) foémnybrz je
vazan na membranu Golgiho aparatu. Katalyzuje NARIRRpendentni redukci
dialdehydu aflatoxinu B1 na nereaktivni mono- alfisholy. U lidské AKR7A2 byl téz
popsan metabolismus xenobiotickych sub&tddunorubicinu a ethakrynové kyseliny
(Matsunaga et al. 2006).

32



2.3. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkymretézcem (SDR)

Nadrodina SDR je jednou z néfgich skupin enzyf ¢itajici pres 47 000 zastupc
(Kallberg et al. 2010). &oli je aminokyselinové uspadani jednotlivych enzyin
znané odliSné (sdileji pouze 15-30% podobnost), ter¢idtruktura vykazuje vysokou
podobnost w/p soudku s centralnirf-listem, ktery u€uje vazbu ke kofaktoru. Mezi
SDR proteiny pd&  NAD(P)(H)-dependentni  oxidoreduktasy, epimerasy
a dehydrogenasy skladajici se obvykle z 250 amsrlky Maji Siroké substratové
spektrum od steroid alkohofi, cukri, aromatickych latek az po mnoh& xenobiotika
(Matsunaga et al. 2006).

Vzhledem Kk rozlehlosti této skupiny a odliSnostermaevoslovi bylo pdeba
sjednotit nomenklaturu této nadrodiny. V &asnosti se vytd@ nové nazvoslovi, ve
kterém je doposud zahrnuto 48 lidskych rodin. Nagewsklada z ozdani nadrodiny
(SDR), ¢iselného ozngeni rodiny (dosud 1-48), vyjéehi typu proteinu (C-clasical,
E-extended) &isla pro ukitého zastupce. Najxlad enzym CBR 1 ma nyni podle
nového nazvoslovi ozteni SDR21C1. Totctislovani bylo vybrano na zaklad
aspsSného pouzivani stejného principu v nadrédiKR (Persson et al. 2009).

Pres ohromné mnozZstvi zastup&tei se nalézaji u vSech zivotnich forentlaveéka
bylo doposud date prozkoumano pouze 14 enzZymRedukni aktivita Waci
xenobiotikim byla gitom podrobgji popsana u enzytnkarbonylreduktasa 1 (CBR1),
dehydrogenasa/reduktasdlen 4 (DHRS4) a 13-hydroxysteroiddehydrogenasa 1
(118-HSD1) (Bray et al. 2009).

Lidskda CBR1 (SDR21C1) katalyzuje NADPH-dependentni redukci roémljch
karbonylovych slo&enin, jako jsou para- a ortho-chinony, aromatickéohy, NNK,
mnoha l€iva i latky €lu vlastni. Endogennimi substraty jsategevsim prostaglandiny,
n¢které 3-kortikosteroidy a isatin,fipemz isatin vykazuje k CBR1 nejvysSi afinitu
(obr. 24). Z I€iv jsou to hlavé daunorubicin, doxorubicin, loxoprofen, metyrapon,
haloperidol, bromperidol, timiperon a wortmannin gfgunaga et al. 2006,
Malatkova et al. 2010).
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Obr. 24: NADPH-dependentni redukce isatinu karbonyteduktasou 1.

DHRS4 (SDR25C2) je peroxisomalni NADPH-dependentni reduktasou pro
xenobiotika obsahujici karbonylovou skupinu. Fyagitkd role lidské DHRS4 je
doposud nejasna. Z xenobiotik jsou metabolizovaniaroxylové slodeniny,
alkyl-fenyl ketony a prawpodobrg i Ilé¢iva odvozend od butyrofenonu
(Matsunaga et al. 2006).

2.3.1. Mikrosomalni enzymy nadrodiny SDR

Z doposud popsanych mikrosomalnich karbonylreduktada aktivita Vici
xenobiotikim prokadzana pouze u (A-HSD1. V rozsahlé skupén mikrosomalnich
reduktas se ovSem nachazeji i jiné potencialni ragzykteré by se mohly dastnit

metabolismu xenobiotik.

2.3.1.1. 11p-hydroxysteroiddehydrogenasy (1f-HSD)

V membrag endoplazmatického retikula byly doposud identi¥i&oy dva typy
118-hydroxysteroiddehydrogenas a toIHSD1 (SDR26C1) a BtHSD2 (SDR9CS3).
Fyziologickou funkci 1B-HSD je prereceptorova regulaceinku kortikosteroid,
jejich metabolickou fenmenou na aktivni 11-hydroxy formu nebo neaktivni Elek
formu (obr. 25). 1g-HSD2 vykazuje pouze dehydrogenasovou aktivitengny
kortisolu na kortison. 13#HSD1 je naproti tomu schopna jak redok tak
dehydrogenasové aktivity. M-vivo testech pevladala redukce kortisonu na kortisol.
Z xenobiotik se 1A-HSD1 podili na metabolismu &€, jako jsou metyrapon,
ketoprofen, prednisolon, triadimefon, benfluron raain. Dale byla popsana aktivita
vaci  4-nitrobenzaldehydu, 4-nitroacetofenonu a NNK ¢é@datt et al. 2010,
Maser et al. 2004).
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Obr. 25: Biotransformace kortisolu 11B-hydroxysteroiddehydrogenasami.

2.3.1.2. Retinoldehydrogenasy (RDH)

RDH jsou NAD(P)(H)-dependentni enzymy, které &astni gedevSim metabolismu
retinoli ve zrakovych organech. Doposud bylo identifikovdrio lidskych zastupc
Kromé o¢i se ¥tSina enzym nachazi i v jinych tkanich, jako jsou jatra, plitedviny
atd. Kront RDH13 se vSechny nalézaji v membrdmadkého endoplazmatického
retikula. RDH jsou schopny katalyzovat oxtdai redukni reakce. Preferovana reakce
probiha na zakladpouzitého kofaktoru. Ui skupin RDH ovSem igvlada redugni
aktivita. U €chto proteiri je potencial, Ze sec¢astni metabolismu xenobiotik, i kdyz
u nich takova aktivita nebyla doposud popsana. jistiuRDH11 (SDR7C1), RDH12
(SDR7C2), RDH14 (SDR7C4), retSDR (SDR16C1) a prRBBR28C2). Redpoklada
se, ze Bdkteré zé&hto enzymi by se mohly potencian podilet na degradaci
aldehydickych slotenin a biotransformaci xenobiotik (Liden et al. 800
Liden et al. 2003, Haeseleer et al. 2002).

2.3.1.3. 17p-hydroxysteroiddehydrogenasy (1p-HSD)

17B-hydroxysteroiddehydrogenasy jsou ulefitymi enzymy v metabolismu
pohlavnich hormaoin Doposud bylo identifikovano 14 sdeh enzyni, z¢ehoz 12 se
vyskytuje i u¢lovéka. Krome 173-HSD5 (AKR1C3) nalezi do nadrodiny SDR protein
Sest enzym je lokalizovano v membré&nendoplazmatického retikula (3-HSD 2, 3,
7, 11, 12, 13). Ztoho pouze FHSD 3, 7 a 12 jsou reduktasami. O metabolismu
xenobiotik je v této skupthznamo jen velmi malo. Bylo ale jiZ popsano, &&teré
178-HSD pisobici oxidan¢, se podileji na metabolismu syntetickych pohlavnic
hormoni, jako je ethinylestradiol nebo a+methyl-19-nortestosteron
(Lukacik et al. 2006, Moeller et al. 2009, Prastd|€2009).
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3. ORACIN

Oracin je syntetickym derivatem isochinolinu. Jgitesna chemicka struktura je
6[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-ditip-11H-indeno[1,2-c]isochinolin
(obr. 26).

O

e

N\/\N/\/OH
I
O H

Obr. 26: Strukturni vzorec oracinu.

Predstavuje nové potencialni cytostatickéiué pro peroralni podani. Na zaktad
chemické struktury Ize odvodit jeho mechanismuisku a to interkalaci do butiné
DNA. To se projevuje inhibici DNA a RNA syntézy,jipz vyasenim je pokles
proteosyntézy. Citlivost mnohych tunéiok oracinu ovSem nespivd pouze v tomto
jednom mechanismu. Bylo popsanoékalik dalSich mechanisinttiumu bugéného
rastu. Ty zahrnuji inhibici topoisomerasy I, stimcilaerobni spéeby glukosy, tvorbu
laktatu a indukci bugtné apoptozy.

U mysSi a potkal byl cytostaticky dinek zkouman na deseti nadorovych modelech
pii peroralnim a parenteralnim podani.inditro testech jevil oracin fimou
cytotoxicitu k buitkam gti typa zvifecich tumat (asciticka forma sarkomu S37, solidni
Ehrlichav karcinom, Gardnéwv lymfosarkom, leukemie L1210 a P388) a utawi
prodluZzoval pimérnou dobu peziti. V piipadd Gardnerova lymfosarkomu,étgina
zvirat nejevila zadné znamky nadorového bujeni jiz @dn¢ peroralni davce. Na
zaklad téchto vysledk byly provedeny testy s lidskymi nadorovymitiami. Oracin
vyznamm snizoval celkovou hmotu rakovinnych kru ascitické formy sarkomu S37,
solidniho Ehrlichova karcinomu a HK adenokarcinowusak Krebfv asciticky tumor
a Nemth-Kelleti lymfom na vystaveni oracinu nereagovaly.

Mezi hlavni gednosti tohoto cytostatika gat moznost peroralniho podani,
kombinace w®kolika mechanisr (¢inku, absence kardiotoxicity, negativni vysledky
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v Amesovych testech mutagenity, velmi nizk4 hepaioita a dobrd farmakokinetika
(Wsdl et al. 2002, Wsdl et al. 2004, Melka et &93).

3.1. Mechanismus biotransformace oracinu

Biotransformace oracinu byla studovammavitro i in-vivo na zvfecich modelech
(mys, potkan, mae, mini-prase, pes, kralik) a v lidské jaterni tkaHlavnim
metabolitem je 11-dihydrooracin, 6-[2-(2-hydroxyg)aminoethyl]-5-oxo-11-hydroxy-
5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-c] isochinolin  (DHO). &edem  k pitomnosti
prochiralniho centra v molekule oracinu na pozidi thohou jeho metabolickou
piemgnou vznikat dva enantiomery DHO ((+)-DHO a (-)-DH@br. 27).

Obr. 27: Biotransformace molekuly oracinu na (+)-DHD a (-)-DHO enantiomery.

Bylo zjis&no, Ze DHO byl tvéen jak v cytosolickych, tak i v mikrosomalnich
frakcich u vSech testovanych dtulStereospecifita tvorby jednotlivych enantiother
zavisi na transponovaném druhu (u mySi, patkamni-prasat a psprevysuje tvorba
(+)-DHO) a pohlavi. Metabolickarpména uclovéka vede k tvord priblizné stejnych
mnozstvi obou enantiome(Wsadl et al. 2003, WsOl et al. 2004, Melka et1&93).
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3.1.1. Biotransformace oracinu v lidskych jaternich mikrosomech

Do dnesni doby byl v lidskych jaternich mikrosomedkntifikovan pouze jeden
enzym, ktery se podili na biotransformaci oracinto 413-HSD1 (SDR26C1). Tento
enzym redukuje oracin na friplusné enantiomery V panu
26 % (+)-DHO : 74 % (-)-DHO. Celé jaterni mikrosorale maji tento pogm posunut
na 40 % (+)-DHO : 60 % (-)-DHO (obr. 28). Tento ddzlze vyswtlit pfitomnosti
dalSihoci dalSich membran@vvazanych mikrosomalnich enzymkteré metabolizuji

oracin s pevahou (+)-DHO enantiomeru (Skarydova et al. 2009).

11B-HSD1
(+HDHO A--DHO
2476

Mikrosomy
(+}DHO /[-DHO
4080

+,nezname” enzymy
prevazujici tvorba (+}-DHO

Obr. 28: Rozdil stereospecifity redukce oracinu jagrnimi mikrosomy a enzymem
118-HSD1.
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B. CIL PRACE

Cilem této prace je zavést a optimalizovat novéfigatni schéma, které by vedlo
k ziskani  purifikované frakce obsahujici novou HKwos mikrosomalni
karbonylreduktasu. Diplomova prace navazuje a jexcésii velkého projektu
zabyvajiciho se purifikaci aripadré naslednou identifikaci nové lidské mikrosomalni
karbonylreduktasy na zakladypotézy popsané na str. 38. Jednotlivéi dille této
prace jsou:
* Vyuzit jiz zavedeny prvni purifikai krok, separaci na Q-sepharose
a ziskanou frakci Q2 pro dalSi purifid kroky.
o Zaradit vhodné sepatai metody jako druhy eventudélrtieti purifikacni
krok.
» Otestovat aktivitu ziskanych frakct® oracinu a u vybranych frakci také
stereospecifitu redukce oracinu.
o Ziskat purifikovanou frakci obsahujici lidskou jate mikrosomalni
karbonylreduktasu v aktivni form
» Zhodnotit¢istotu ziskané frakce pomoci elektroforézy SDS-PAGE

* Vyhodnotit efektivitu navrzeného purifikaiho schématu.
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C. MATERIALY A METODY

4. MATERIALY

4.1. Biologicky material

Mikrosomalni frakce byly fipraveny z lidské jaterni tké&n ktera byla ziskana
v ramci darcovského programu ve spolupraci s Fakulemocnici v Hradci Kralové.
Vzorky tkare byly uskladiny pri -80°C.

4.2. Chemikalie

Acetonitril (Merck)

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

Amoniak (Lachema)

Bis-akrylamid (Penta)

Bromfenolova moti(Riedel-de Haéen)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosforénan sodny dodekahydrat (Penta)
Dihydrooracin (DHO) (Vyzkumny Ustav pro farmacibemchemii)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Merck)

D-ribosa (Sigma-Aldrich)

Dusknan stibrny (Penta)

Ethanol 96% (Kulich)

Ethylacetat (Kulich)

Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich)
Glycerol 85% (Kulich)

Hexansulfonat sodny monohydrat (Sigma-Aldrich)
Howveézi sérovy albumin (BSA) (Bio-Rad)
Hydrogenfosforgnan disodny dihydréat (Penta)
Hydroxid sodny (Penta)

Chloristan sodny (Fluka)
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Isobutanol (Sigma-Aldrich)

Kyselina borita (Lachema)

Kyselina chlorista (Penta)

Kyselina chlorovodikova 99% (Penta)

Kyselina octova 99% (Penta)

Kyselina o-fosforéna 85% (Lachema)
Merkaptoethanol (Kulich)

Methanol (Lachema)

N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
Nikotinamid dinukleotid fosfat (NADB (Fluka)
Oracin (Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii)
Persiran amonny (APS) (Lachema)

Precision plus protein standard, All blue (Bio-Rad)
Siran amonny (Sigma-Aldrich)

Thiosiran sodny (Lachema)

Triethylamin (Fluka)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Penta)

Triton X-100 (Fluka)

4.3. Pristroje a pomicky

Akta Purifier (Amersham Biosciences)
Analytické vahy (Scaltex)
Automatickeé pipety, Spky (Bio-Hit)
Centrifuga Biofuge stratos (Heraeus)
Centrifuga Mini spin plus (Eppendorf)
Elektroforéza MiniProtean (Bio-Rad)
GelDoc XR (Bio-Rad)
HPLC Agilent 1100
Systémové usgadani: pumpy, odplyno¢a autosampler, termostatovana
komora pro kolonu, fluoresceémi detektor
Kéadinky
Kolony: HiTrap odsolovaci 5 ml (GE-Healthcare)
HiTrap Q-sepharose FF 1 ml (GE-Healthcare)
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HiTrap Phenyl-sepharose 6FF 1 ml (GE-Healthcare)
BDS Hypersil Gg 250 mm x 4 mm, um (Thermo electron corporation)
OD-R Chiracel 240 mm x 4,6 mm (Daicel chemicalusities)
Superdex 75 100/300 GL (Amersham Biosciences)

Kyvacka Unimax 1010 (Heidolph)

Magneticka michatka

Mikrostiikacka (Hamilton)

Mikrozkumavky (Eppendorf)

Odmerné valce a hiky

Predvazky (Kern)

Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan)

Termomixér Eppendorf comfort (Eppendorf)

Trepaka IKA MS 3 basic (IKA)

Ultrazvukova vana UC 005 AJ1 (Tesla)

Vakuovy koncentrator Eppendorf 50 301 (Eppendorf)

Zkumavky Amicon Ultra-15 10K (Amicon)
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5. METODY

5.1. Priprava subcelularnich jaternich frakci

Roztoky 0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 (0,1 M NdPO; 0,1 M NaHPOy)

Ctyti gramy lidské jaterni tka&nbyly homogenizovany v trojnasobném mnozstvi
pufru za pouziti homogenizatoru podle Pottera aejelma. Homogenat byl podroben
centrifugaci po dobu 20 minutiips 000 g. Tim byly odstramy zbytky tkas, jadra
a burgcné membrany. Odebrany supernatant byl podrobenédréntrifugaci
20 000 g na 60 minutiimz doslo k sedimentaci mitochondrii. Supernatamttggmto
kroku byl podrobenietimu centrifugénimu kroku pi 105 000 g na 65 minut. Timto
doslo k oddleni mikroson od cytosolu. Pro zaji&i Uplného odstrami cytosolu byl
ziskany supernatant jeStiikrat resuspendovan v homogerizan pufru a itikrat
centrifugovan gi 105 000 g po dobu 65 minut. Po poslednim cergafoim kroku byly
mikrosomy resuspendovany v fosfatovém pufruiidgvkem 20% (v/v) glycerolu
a takto byly uloZeny v hlubokomrazicim boxiti 80°C.

Mikrosomy byly gipraveny na Kate@ biochemickych & pred zapoetim této

prace.

5.2. Purifikace mikrosomalnich frakci

V3echny purifik&ni kroky byly provadny na nizkotlakém chromatografu Akta
Purifier i teplot 4°C a vzorky byly uchovavany na ledu.

5.2.1. Solubilizace mikrosomi

Roztoky solubiliza&ni pufr (10 mM NaHPQO,, 1 mM EDTA, 1 M NaCl,
40% (v/v) glycerol, 1% (w/v) Triton X-100)

K ¢tyfem  mililitram  mikrosomalni  suspenze bylotiggno stejné mnozstvi
solubilizatniho pufru. Ziskana suspenze byla na ledu michangopu 45 minut. Poté
byl vzorek centrifugovan na 38 000 rpm po dobu Himp Vznikly supernatant
(solubilizované mikrosomy) byl odebran a naskeddsolen.
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5.2.2. Odsolovani mikrosomi

Roztoky pufr A, pH 80 (20 mM Tris-HCIl, 10% (v/v) glycdro
1% (w/v) Triton X-100)

Odsoleni bylo provedeno na HiTrap Desalting 5 mloké& K eluci byl pouZit

pufr A. Pro detekci oddovani bilkovin od soli byla sledovana absorbaniée280 nm

a vodivost.

5.2.3. Zakoncentrovani odsolenych mikrosoni

Vzorek, ziskany zigdchoziho kroku, byl zakoncentrovan za pouZiti zkwek
Amicon Ultra-15 10K a centrifugovartid 000 g po dobu 20 minutigeplo& 4°C.

5.2.4. Separace na Q-sepharose

Roztoky pufr A, pH 80 (20 mM Tris-HCI, 10% (v/v) glycdro
1% (w/v) Triton X-100)
pufr B, pH 80 (20 mM Tris-HCIl, 10% (v/v) glycerol,
1% (w/v) Triton X-100, 1 M NaCl)

Odsolené zakoncentrované mikrosomy byly nadavkov@mmyoci mikrodfikacky
Hamilton na ionto¥ vyménnou kolonu HiTrap Q-Sepharose FF 1 ml. Byla preved
gradientova eluce pomoci ptfA a B, gicemZ bylo pouZito stoupajiciho gradientu
pufru B od 0-100 %. U vSech ziskanych frakci bynevena reduki aktivita vaci

oracinu, stereospecifita redukce oracinu na dihggr@n a mnozstvi bilkoviny.

5.2.5. Separace na Phenyl HP-sepharose

Roztoky pufr C, pH 8,0 (20 mM Tris-HCI, 10% (v/v) glyadr 1 M (NH,).SOy)
pufr D, pH 8,0 (20 mM Tris-HCI, 10% (v/v) glycejol

Vybrana frakce Q2 po separaci na Q-sepharose bydropena dalSimu
purifikaénimu kroku na HiTrap Phenyl-sepharose 6FF k®lonobjemu 1 ml. Fed
zapa@etim separace byl vzorek upravetidavkem siranu amonného tak, aby jeho
vysledna koncentrace ve vzorku byla 1 M. Eluceala s pufrem C (0-5 ml).
Postupnym pdavanim pufru D do sloZzeni mobilni faze, dochazé&® snizeni
koncentrace siranu amonného az k jeho nulové ktma@en(6-20 ml). Eluce byla
ukortena za pouziti 100 % pufru D (21-30 ml). U vSeckkanych frakci byla
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stanovena reduki aktivita \a¢i oracinu, stereospecifita redukce oracinu na
dihydrooracin a mnozstvi bilkoviny.

5.2.6. Zakoncentrovani frakce po Phenyl-sepharose

Vzorek, ziskany zigdchoziho kroku, byl zakoncentrovdn na 280za pouZiti
zkumavek Amicon Ultra-15 10K. Frakce byla centridugna pi 10 000 otékach po
dobu 10 minut p teplot 4°C.

5.2.7. Gelova permed&ni chromatografie

Roztoky mobilni faze, pH 7,4 (20 mM NEPQO,, 0,15 M NacCl, 10% (v/v) glycerol,
0,003% (v/v) Triton X-100)

Pro oddleni proteirii o @iblizné hmotnosti 37 kDa byla vybrana frakce podiuod
separaci na gelové koldrSuperdex 75 100/300 GL. Na kolonu bylo naneserb25
vzorku a byla provedena isokraticka eluce mobi&zii.f U takto ziskanych frakci byla
stanovena redéki aktivita Wi¢i oracinu, stereospecifita redukce oracinu na

dihydrooracin a zji®o mnozstvi bilkoviny.

5.3. Stanoveni redukni aktivity

5.3.1. Inkubace vzorku s oracinem

Roztoky NADPH-regeneréni systém (0,8 mM NADP 6 mM glukosa-6-fosfat,
35 jednotek glukosa-6-fosfatdehydrogenasy,
3 mM MgClh)
0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 (0,1M NdPO, 0,1M NaHPO,)
5 mM roztok oracinu
25% NH;
ethylacetat
Stanoveni probihalo v mikrozkumavkach Eppendiir37°C v celkovém objemu
100ul za pouziti termomixéru. K 501 vzorku bylo gidano 20ul fosfatového pufru
a 20 ul NADPH-regeneréniho systému. Vzorek se nechal 5 minut preinkubgiat
37°C. Inkubace byla odstartovanadanim 10ul oracinu. Po 30 minutach byla reakce
ukontena gidanim 40ul amoniaku a uloZzenim vzorku do ledu. Nasketglo k vzorku

piidano 300ul ethylacetatu a redukovany DHO byl po dobu 10 sdkuytrepavan do
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organického rozpou&dla. Vzorky byly centrifugovany ip 13 000 otékach na

2 minuty, aby doSlo k odteni neistot. Organicka vrstva byla poté odebrana do nbvyc
mikrozkumavek Eppendorf. Vigpavani do ethylacetatu se takto opakovékrat.
Spojeny vytepek byl odpgen do sucha pomoci vakuové odparky. Pro stanoveni
neenzymatické igmsny substratu byla provedena inkubace stejnyfsabem, pouze
bez biologického materialu.

5.3.2. Stanoveni kinetiky enzymu

Roztoky NADPH-regeneréni systém (0,8 mM NADP 6 mM glukosa-6-fosfat,
35 jednotek glukosa-6-fosfatdehydrogenasy,
3 mM MgClh)
0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 (smichany z,N®O, a NabPQ,)
0,5-8,0 mM roztok oracinu
25% NH;
ethylacetat
Stanoveni probihalo za stejnych podminek jako \v12.8zorky byly v tripletech
inkubovany s roztoky oracinu v rozsahu koncentfabi8 mM. Konstanty enzymové
kinetiky byly vypaitany za pomoci programu GraphPad Prism 5.0.

5.3.3. HPLC stanoveni metaboliii
5.3.3.1. Achiralni analyza

Roztoky: mobilni faze A (10 mM hexansulfonat sodny, 0,08 miethylamin, pH
3,25 + acetonitril v pogru 75:25)
standardni roztok DHO

Celkové mnozstvi redukovaného DHO po metabolickémpné bylo stanoveno
pomoci HPLC systéemu Agilent 1100. Vzorky byly roZgay v 250ul mobilni faze A
a naneseny na kolonu BDS Hypersils€50 mm x 4 mm. Rtok mobilni faze byl
nastaven na 1,5 ml/min. DHO byl detekovan pomogoréscetiniho detektoru i
vinovych délkach excitace/emise 340/418 nm. Retedas DHO byl stanoven na

zaklad srovnani s reteémim ¢asem standardu DHO.
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5.3.3.2. Chirdlni analyza

Roztoky mobilni faze B (0,3 M chloristan sodny, pH 3,0ae¢etonitril v pordru
69:31)
standardni roztok DHO
Analyza probihala za stejnéhdigirojového usp@dani jako v 2.3.3.1 za pouziti
mobilni fdze B a kolony OD-R Chiracel 240 mm x 4nén. Phatok mobilni faze byl
nastaven na 0,5 ml/min. Reten ¢asy (+) a (-) enantiom&DHO byly rovréz ueny

na zaklad analyzy standardu DHO za stejnych podminek.

5.4. Stanoveni mnozstvi bilkoviny

5.4.1. Stanoveni dle Bradforda

Roztoky 5,5 M roztok siranu amonného
Bradfordovo ¢inidlo (0,122 mM CBBG, 5% (v/v) etanol,
10% (v/v) kyselina fosfotad)

Pro ugeni mnozstvi bilkoviny obsazené ve vzorcich po sepa@henyl-sepharose
byla vybrana linearizovana metoda dle Bradfordar (@oal. 1996). Tato metoda byla
optimalizovana pro naSe geby. JelikoZ mnozstvi siranu amonného obsazeného ve
vzorcich ovliviuje hodnoty nartené touto metodou, bylo nutné ve vSech vzorciah tyt
koncentrace sjednotit. Pro tentdell byly testovany d¥ strategie. R prvni bylo ke
kazdému vzorkuidano gedem vypeéitané mnozstvi 5,5 M roztoku siranu amonného.
V druhém pipact byla ke vzorkm pfidana potebna navazka zakladni latky. V obou
piipadech byla vysledna koncentrace siranu amonn&kaorcich 1 M. K vyhodnoceni
byly sestaveny kalibtai primky v rozmezi 1-5Qug/ml BSA pro nizké koncentrace
a 100-80Qug/ml BSA pro vysoké koncentrace.

Stanoveni probihalo v 96 jamkovych mikrotéinéch destikach. Do kazdé jamky
bylo dano 1Qul vzorku a 24Qul Bradfordovacinidla. Po desetiminutové inkubaci byla
u vzorki zmegiena absorbance ¥iptroji spektrofotometr Infinite M200{p vinovych
délkdch 590 nm a 460 nm. Vysledné hodnoty jsou &fayako ponir absorbanci i
590/460 nm.
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5.4.2. BCA metoda (Smithovo stanoveni)

Roztoky roztok A (BCA)
roztok B (CuSQ@- 5 HO)
BCA ¢inidlo (roztok A + roztok B v porru 50:1)

Obsah proteif ve frakcich po Q-sepharose byl &en pomoci BCA kitu od firmy
Sigma-Aldrich. Stanoveni probihalo v 96 jamkovychknotitracnich destikach.
K 10 ul vzorku bylo gidano 200ul BCA ¢inidla. Po patnactiminutové inkubactip
60°C byla u vzork mgiena absorbanceib92 nm.

5.5. SDS elektroforéza

5.5.1. Priprava gelu

Roztoky 30% akrylamid (AA) + 0,8% bisakrylamid (bis-AA)
1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8
0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8
10% SDS
10% APS
TEMED
Isobutanol
Gely. Gely byly odlity do elektroforetickych skel 1,5hm
Elektroforeticka skla aileben byly umyty jarovou vodou a oplachnuty destlow
vodou a lihomethanolem. Po oschnuti byla skla sp@ojeponami a postavena na
gumovou podloZku stojanu. Mezi skla byl nalit separ gel do % jejich vySky.
Nasled® byl prevrstven tenkou vrstvou isobutanolu. Separagel se nechal
polymerovat po dobu minimamn45 minut. Po uplynuti této doby byl isobutanot sli
a separéni gel byl gevrstven zaosbvacim gelem az po okraj skel. Do z#@ogaciho
gelu byl zasunutileben a gel se nechal polymerovat minimdld hodiny. Po vyjmuti

hiebenu byly jamky omyty destilovanou vodou a gelgiigraven na elektroforézu.
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5.5.2. Priprava vzorki

Roztoky 5x koncentrovany vzorkovy pufr (150 mM Tris-H@% (w/v) SDS,
18% (w/v) glycerol, 3% (w/v) 2-mercaptoetanol,
0,012% (w/v) bromfenolovd mey
Vzorky byly smichany s 5x koncentrovanym vzorkovyoafrem v pondru 4:1
v mikrozkumavkach Eppendorf. Nasleédoyly zalraty na 95°C v termomixéru po dobu

3 minut.

5.5.3. Vlastni elektroforéza

Roztoky 5x koncentrovany elektrodovy pufr, pH 8,3 (960 mliglycin,
124mM Tris-HCI, 0,5% (w/v) SDS)
elektrodovy pufr (5x koncentrovany elektrodovy mpufs vodou
VvV poneru 1:4)

Elektroforetickd cela byla cSténa a jeji gumové ésnéni bylo poteno malym
mnozstvim Skrobového mazu. Do stojafilyla usazena skla s gely a cela byla uinast
do nadoby s ledem. Do jamek byly naneseny vzotilyrgvené v pedchozim kroku.
Do jedné z krajnich jamek bylarigdno 5ul molekularniho standardu Precision Plus.
Jamky i elektrodova cela byly doghy elektrodovym pufrem tak, aby vimf sklo bylo
celé poneené v pufru. Do wSi vantky elektrodoveé cely byl nalit zbyly elektrodovy
pufr. Cela byla fiklopena vékem a pipojena ke zdroji konstantniho ndp Pro
zaostovaci gel bylo nastaveno npl100 V po dobu cca 10-15 minut. Pro separael
bylo poté nagti zvySeno na 200 V. KdyZelo pohybuijici se faze dosahlo konce gelu,

zdroj naggti byl odpojen a skla s gely byla vyjmuta z elefdretické cely.

5.5.4. Barveni stfibrem-Sweet silver stain

Roztoky fixa¢ni roztok (30% (v/v) etanol, 10% (v/v) kyselina @¢d)
senzitiz&ni roztok (8 mM thiosiran sodny)
stiibrici roztok (12 mM dughan stibrny)
vyvojka (2% (w/v) ribosa, 100 mM kyselina borig0 mM NaOH,
50uM thiosiran sodny)
stop roztok (330 mM Tris, 2% (v/v) kyselina octpva
Gely byly vyjmuty ze skel a vlozeny do uzavirateim@doby. Byl k nim fidan

fixa¢ni roztok a nadobka bylaigs noc ponechana na kyea. Druhy den byly gely
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oplachnuty destilovanou vodou po dobu 4x10 minuésiBdovala jednominutova
senzitizace pomoci senzittgdho roztoku a ofiovné oplachnuti vodou. Poté byly gely
20-30 minut sfibfeny a naslednrychle oplachnuty. Déle byla nailphodiny gidana
vyvojka a na konec bylo barveni ukemo gidanim stop roztoku
(Chevallet et al. 2008).

Gely byly vyfoceny pomociistroje GelDoc XR.
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D. VYSLEDKOVA CAST

Byly provedeny i série test s lidskymi jaternimi mikrosomy, které byly ozieamy
jako purifikace A, B a C. Jaterni tkgro experimenty byla ziskana od dvdaizmych
jedinai. Purifikace A a B byla provedena s tkani od d&tck a purifikace C s tkani od
darce¢. 2. Vzhledem k podobnosti ziskanych vyskedkpurifikaci A a B zde budou

uvedeny pouze vysledky z jedné analyzy.

6. PURIFIKACE B

6.1. Analyza vzorka po separaci na Q-sepharose

Separace na Q-sepharose byla provedena na iatddchemickych &l pred
zapa@etim této préace.

Odsolené koncentrované mikrosomy byly podrobenyarsep na Q-sepharose za
pomoci fistroje Akta Purifier. Ve vSech ziskanych frakcimyla stanovena reduki
aktivita wi¢i oracinu. U frakci svyznamdjsi redukni aktivitou byla ukena
stereospecifita redukce oracinu a zarowylo u vybranych frakci zji8ho mnozstvi
bilkoviny metodou BCA.
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Tab. 4: Redulkéni aktivita vaéi oracinu, stereospecifita redukce a mnoZzstvi bilkany ve

vybranych frakcich ziskanych po separaci na Q-sephase.

Redukéni (%) reduk ¢ni | Stereospecifita MnoFstyi
Frakce aktivita aktivity tvorby (+)/(-) bilkovin
(ng DHO/MI/30 | davkovaného | DHO (%) Y
: (ng/ml)
min) vzorku
Q1 5,33 0,03 - -
Q2 2235,18 12,33 74/26 2673,6
Q3 1113,22 6,14 81/19 1325,6
Q4 612,54 3,38 89/11 254.,8
Q5 108,81 0,60 - 64,8
Q6 342,47 1,89 94/6 24.8
Q7 118,97 0,66 94/6 80,8
Q8 165,38 0,91 92/8 396,8
Q9 833,96 4,60 88/12 93,6
Q10 3359,56 18,54 88/12 75,6
Q11 3565,64 19,68 88/12 234,8
Q12 1523,89 8,41 88/12 462,8
Q13 428,34 2,36 87/13 624,8
Q14 114,69 0,63 - 758,8
Q15 42,21 0,23 - 527,6
Q16 187,24 1,03 - 437,6
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Obr. 29: Graficky vyjad ¥ené rozloZeni reduknich aktivit via¢i oracinu v jednotlivych

frakcich ziskanych po separaci na Q-sepharose.
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Obr. 30: Grafické znazornéni stereospecifity redukce oracinu vybranych frakcipo

separaci na Q-sepharose.
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6.2. Analyza vzorka po separaci na Phenyl-sepharose

Purifikaci na Phenyl-sepharose byla podrobena &aRe, ktera byla ziskanaip
separaci na Q-sepharose. Purifikace @t na pistroji Akta Purifier. Takto bylo
piipraveno 36 frakci. U vSech frakci byla stanoveadukni aktivita vi¢i oracinu
a uteno mnozstvi bilkoviny. Stereospecifita vzniku Dig@antiomek byla provedena

u vybranych frakci.
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Obr. 31: Zzaznam purifikace frakce Q2 z Q-sepharosya Phenyl-sepharose za pouZziti
pristroje Akta Purifier.
[l Absorbance pribéhu separace frakce Q2

[ Konduktivita pr iibéhu separace frakce Q2
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6.2.1. Stanoveni

Tab. 5: Redukéni aktivita vaéi oracinu u frakci

redukni

Phenyl-sepharose

Phenyl-sepharose.

aktivity

frakci

po

separaci ha

ziskanych po separaci na

Redukéni | (%) reduk éni Redukéni | (%) reduk éni
aktivita (n aktivit aktivita (n aktivit
Frakee| B0 | qsovanshol || DHO/mI3 | davkovaneho

min) vzorku min) vzorku
P1 - - P19 42,86 1,61%
P2 0,23 0,01% P20 47,24 1,77%
P3 - - P21 43,56 1,63%
P4 4,83 0,18% P22 18,36 0,69%
P5 9,85 0,37% P23 9,27 0,35%
P6 19,41 0,73% P24 4,62 0,17%
P7 23,07 0,87% P25 0,98 0,04%
P8 30,20 1,13% P26 - -
P9 171,19 6,42% P27 - -
P10 667,57 25,05% P28 - -
P11 1 005,43 37,73% P29 2,66 0,10%
P12 344,41 12,92% P30 -
P13 108,09 4,06% P31 2,42 0,09%
P14 59,38 2,23% P32 1,00 0,04%
P15 48,77 1,83% P33 - -
P16 58,58 2,20% P34 2,52 0,09%
P17 36,06 1,35% P35 - -
P18 51,84 1,95% P36 0,97 0,04%
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Obr. 32: Znazornéni miry redukce oracinu na DHO ve frakcich ziskanyh po separaci na
Phenyl-sepharose.

NejvétSi redukni aktivitu vici oracinu jevila frakce P11. Hlavni pozornost tdégya
zametena na ufeni jejich parameir (stereospecifita tvorby (+)/(-)-DHO enantioraer
kinetika redukce oracinu na DHO a mnozstvi bilkgwrdanych frakcich).
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6.2.2. Stanoveni stereospecifity redukce vzonk po separaci ha

Phenyl-sepharose

Analyza stereospecifity byla provedena pouzesktaerych frakci. Tyto frakce byly
vybrany na zaklatljejich celkové schopnosti redukovat oracin za kardHO.
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Obr. 33: Podil vzniklych (+)-DHO/(-)-DHO enantiomeni po redukci oracinu
v jednotlivych frakcich ziskanych separaci na Pheriysepharose.

Frakce P11 ma svou stereospecifitu vygaposunutu k (+)-DHO enantiomeru. Je
tedy velmi pravédpodobné, Ze je vtéto frakcitipmen enzym(y) odliSny od
118-HSD 1.
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6.2.3. Stanoveni koncentrace proteid ve frakcich po separaci na

Phenyl-sepharose

Mnozstvi bilkoviny ve vzorcich bylo &éno modifikovanou metodou dle Bradforda
(Zor et al. 1996). Hodnoty natifené touto metodou jsou ale owlovany i koncentraci
soli ve vzorku. Byly proto sestrojeny dva typy kadtni kiivky pro zgesreni odeitani
vysledki. V prvni byla koncentrace siranu amonného 1 Mdréhé byla koncentrace
siranu amonného 0 M. V obodinilo rozmezi koncentraci 0-5Qug/ml BSA
a 100-50Qug/ml BSA. Kalibrace byly provedeny v kvartetu v 9famkovych
mikrotitratnich destikdch. Vhodnost této metody byla &&na na modelovych
vzorcich BSA s fidavkem i bez fidavku siranu amonného.

Byla zmetena absorbanceripd50 a 592 nm. Ziskané hodnoty byly @m&rovany
a dany do posru 450/592 nm. Z vyslednych hodnot byly sestrojkaljbracni kiivky.

1-500 pug /ml y =0,00234x + 0,60874

R*=0,99936
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Obr. 34: Kalibra ¢éni kiivka pro koncentrace 100-50qug/ml BSA s 1 M siranem

amonnym.
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Obr. 35: Kalibra éni kiivka pro koncentrace 100-50Qug/ml BSA bez siranu amonného.

JelikozZ byla eluceip separaci na Phenyl-sepharose provedena klesgjigidientem
siranu amonného, bylo nutno jeho koncentrace vecicto sjednotit. Za timtodglem
byly testovany d¥ strategie viz 2.4.1.

Koncentraci siranu amonného nebyloipba upravovat u vSech vzarkv pribéhu
separace na Phenyl-sepharose klesal gradient simoaného pouze v rozmezi 6-20 ml
mobilni faze. Uprava koncentraci se tedy tykalazgoinakci P8-P22. Vzorky P23-P36
byly ode&itany pomoci kalibréni kiivky bez siranu amonného. &eni zmisobilosti
této metody prokhlo na vzorcich po separaci na Phenyl-sepharoseré kbyly

piipraveny nezavisle na této praci. Budou zde ¢engjako X8-X22.
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Tab. 6: Hodnoty koncentraci bilkoviny ve vzorcich maméfené metodou pidavku siranu

amonného ve forng zakladni latky.

MnoZstvi
Frakce | bilkoviny
(ng/ml)
X8 7,12
X9 7,31
X10 7,08
X11 6,64
X12 14,25
X13 68,35
X14 | 109,14
X15 | 125,98
X16 | 134,84
X17 | 162,52
X18 | 172,91
X19 | 161,56
X20 | 133,18
X21 | 105,41
X22 74,79

¢ (ug/ml)
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Obr. 36: Graf koncentraci bilkoviny ve vzorcich nangfenych metodou Fidavku siranu

amonného ve forng zakladni latky.
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Tab. 7: Hodnoty koncentraci bilkoviny ve vzorcich maméfené metodou pidavku siranu
amonného ve forng 5,5 M roztoku.

MnoZstvi
Frakce | bilkoviny
(ng/ml)

X8 7,77
X9 7,49
X10 7,88
X11 8,65
X12 22,19
X13 70,54
X14 110,48
X15 |131,90
X16 |149,03
X17 |175,72
X18 |191,00
X19 |167,18
X20 |141,84
X21 |113,89
X22 74,46

¢ (ug/ml)
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Obr. 37: Graf koncentraci bilkoviny ve vzorcich nanéfenych metodou Fidavku siranu
amonného ve forng 5,5 M roztoku.
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Vzhledem k podobnosti ziskanych vyslédipramérny rozdil 8,79 %) a snazSimu
provedeni metodyifdavku siranu amonného ve faf,5 M roztoku, byla tato metoda

vybrana jako optimalni.
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Obr. 38: Porovnani metody Fidavku siranu amonného ve fornd zakladni latky (modrd)
a ve formé 5,5 M roztoku (€ervend) p‘i stanoveni bilkoviny dle modifikované

Bradfordovy metody.
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Tab. 8: Hodnoty koncentraci bilkoviny ve frakcich p separaci na Phenyl-sepharose.

MnozZstvi MnoZstvi
Frakce bilkoviny Frakce bilkoviny

(ng/ml) (ng/ml)

P1 2,34 P19 86,85

P2 7,68 P20 53,22

P3 38,30 P21 53,22

P4 41,79 P22 29,05

P5 17,38 P23 8,06

P6 9,24 P24 7,23

P7 7,51 P25 4,43

P8 10,70 P26 1,99

P9 55,51 P27 1,06

P10 109,98 P28 0,59

P11 165,01 P29 1,85

P12 198,86 P30 0,73

P13 192,03 P31 2,64

P14 211,24 P32 1,34

P15 134,37 P33 3,03

P16 114,44 P34 3,79

P17 104,58 P35 3,10

P18 100,45 P36 4,34
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Obr. 39: Graf rozlozeni koncentraci bilkoviny ve frakcich po separaci na

Phenyl-sepharose.
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6.2.4. SDS-elektroforéza frakci po separaci na Phenyl-sephose

Po zjis&ni mnozstvi bilkoviny byla provedena SDS-elektoréfa pro fiblizné
uréeni molekularnich hmotnosti obsazenych prdteidlektroforéza byla provedena
u vzorki P10-P12 po separaci na Phenyl-sepharose, tedpridivg nej\&tsi redukni
aktivitou vi¢i oracinu. Do jamek bylo dano Bl markeru molekulovych hmotnosti,
40pul 20x na@editnych mikrosomi (M), 40 ul 10x ndediné frakce Q2 a 5Qul
3x naednych frakci P10-P12.

Obr. 40: SDS gel s ntedénymi mikrosomy (M), frakci Q2 a frakcemi P10-P12 o

separaci na Phenyl-sepharose.
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6.2.5. Stanoveni kinetiky redukce oracinu na DHO frakce P1 po
separaci ha Phenyl-sepharose
Frakce P11 byla inkubovéana s roztoky oracinuizné koncentraci, jejichZ rozmezi
¢inilo 0,05-0,8 M. Ze ziskanych hodnot redok aktivity bylo moZné odvodit

specifické aktivity pro jednotlivé koncentrace. Siieka aktivita je zde vyjaikna jako

nmol DHO/mg obsazené bilkoviny ve frakci/30 minut.
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Coracin (mM)

Obr. 41: Graf vyjad¥eni kinetiky frakce P11 jako specifické aktivity gt redukci oracinu
na jeho metabolit DHO.

Tab. 9: Michaelisova konstanta a Wax frakce P11.

Km 30,97uM
V max 21,03 nmol/mg/30 min
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/. PURIFIKACE C

Stejre jako v purifikacich A a B byly odsolené koncentmoe mikrosomy podrobeny
separaci na Q-sepharose a ziskana frakce Q2 byl péifikovana pomoci
Phenyl-sepharosy. V tomtdipact byl ale gidan teti purifikaini krok a to rozdeni
pomoci gelové permeéni chromatografie. Tento krok nemohl byt provedan i

piedchozich purifikacich zidodu nedostatku testovaného materialu.

7.1. Analyza vzorka po separaci na Q-sepharose
Stanoveni probihalo za stejnych podminek jakopprifikaci B viz 6.1. Separace

probihla na Katetk biochemickych & nezavisle na této praci.

Tab. 10: Redukéni aktivita viéi oracinu a mnozstvi bilkoviny ve vybranych frakcid

ziskanych po separaci na Q-sepharose.

Red_ukéni (%) re_dl_Jkéni Stereospecifita Mnozstvi
Erakce aktivita ) aktivity ] tvorby (+)/(-) bilkoviny
(ng DHO/mI/30 | davkovaného DHO (%)
min) vzorku (mg/m)
Ql - - - -
Q2 4766,50 7,64 68/32 2,84
Q3 2447,00 3,92 76/24 1,19
Q4 1156,50 1,85 83/17 0,30
Q5 628,00 1,01 90/10 0,11
Q6 298,50 0,48 89/11 0,05
Q7 219,00 0,35 90/10 0,03
Q8 130,00 0,21 88/12 0,02
Q9 53,50 0,09 86/14 0,01
Q10 178,75 0,29 79/21 0,30
Q11 3830,00 6,14 68/32 0,26
Q12 13983,75 22,41 79/21 0,47
Q13 8368,75 13,41 83/17 0,60
Q14 2302,50 3,69 79/21 0,59
Q15 511,25 0,82 71/29 0,23
Q16 127,00 0,20 - 0,38
Q17 82,50 0,13 - 0,31
Q18 62,50 0,10 - 0,27

66



Redukéni aktivita (ng DHO/mI/30 min)
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Obr. 42: Graficky vyjad ¥ené rozlozeni reduknich aktivit viaéi oracinu v jednotlivych
frakcich ziskanych po separaci na Q-sepharose.

(+)-DHO/(-)-DHO (%)

O(+)-DHO O(-)-DHO
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Obr. 43: Grafické znazornéni stereospecifity redukce oracinu vybranych frakcipo

separaci na Q-sepharose.
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7.2. Analyza vzorka po separaci na Phenyl-sepharose

Pro separaci na Phenyl-sepharose byla pouzitadrgke, ktera byla ziskanaip
roz&kleni na Q-sepharose. Na rozdil od separace B kada $rakci zkracena na
30 vzorki. Ve vSech ziskanych frakcich byla stanovena ré&uiusiktivita Vac¢i oracinu
aueno mnozstvi obsazeného proteinu. Ve vybranychcithk byla stanovena

stereospecifita tvorby (+)/(-)-DHO enantiorier

1000
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Obr. 44: Zaznam separace frakce Q2 na Phenyl-sephase na pfistroji Akta Purifier.
[l Absorbance pribéhu separace frakce Q2
[l Konduktivita pr tibéhu separace frakce Q2
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7.2.1. Stanoveni  redukéni  aktivity frakci po separaci na

Phenyl-sepharose

Tab. 11: Aktivita redukce oracinu u frakci ziskanyd po separaci na Phenyl-sepharose.

Redukéni | (%) reduk éni Redukéni | (%) reduk éni
aktivita (ng aktivity aktivita (ng aktivity
Frakee | bHo/mizo | davkovaného| | T8 | DHO/MI/30 | davkovaného
min) vzorku min) vzorku
Pl 24,47 0,49 % P16 326,13 6,54 %
P2 - - P17 310,92 6,23 %
P3 2,90 0,06 % P18 230,75 4,63 %
P4 2,98 0,06 % P19 139,52 2,80 %
P5 3,64 0,07 % P20 103,12 2,07 %
P6 1,26 0,03 % P21 51,70 1,04 %
P7 1,40 0,03 % P22 55,35 1,11 %
P8 1,85 0,04 % P23 17,63 0,35 %
P9 69,94 1,40 % P24 37,37 0,75 %
P10 513,68 10,30 % P25 3,86 0,08 %
P11 738,76 14,81 % P26 - -
P12 586,20 11,75 % P27 11,39 0,23 %
P13 266,85 5,35 % P28 - 0,00 %
P14 65,06 1,30 % P29 3,28 0,07 %
P15 156,44 3,14 % P30 - -
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Obr. 45: Znazornéni redukce oracinu na DHO ve frakcich ziskanych pseparaci na

Phenyl-sepharose.

69



7.2.2. Stanoveni

stereospecifity

Phenyl-sepharose

redukce vzorlk po separaci

na

Stereospecifita redukce oracinu byla&tena pouze u vybranych vzdérkP9-P17,

které nely dosta&ujici redukéni aktivitu vi¢i oracinu.

O(+)-DHO O (-)-DHO
17 13 14 22
— 132 29
£ 33 23
o 57
I
Q
s 87 86
[e) 83
Z |68 78 71 67
g 57
X 43
P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17
Frakce

Obr. 46: Podil (+)-DHO/(-)-DHO enantiomeri po redukci oracinu jednotlivymi frakcemi

ziskanymi po separaci na Phenyl-sepharose.
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7.2.3. Stanoveni koncentrace proteiid ve frakcich po separaci na

Phenyl-sepharose

Vzorky byly zméteny pomoci optimalizované metody dle Bradforda
(Zor et al. 1996).

Tab. 12: Hodnoty koncentraci bilkoviny ve frakcichpo separaci na Phenyl-sepharose.

MnoZstvi MnoZstvi

Frakce bilkoviny Frakce bilkoviny
(ng/ml) (ng/ml)
P1 12,16 P16 168,70
P2 11,73 P17 302,94
P3 20,52 P18 296,63
P4 26,90 P19 217,38
P5 13,88 P20 163,79
P6 10,79 P21 85,94
P7 10,27 p22 46,12
P8 11,50 P23 23,51
P9 11,99 P24 14,00
P10 12,02 P25 11,36
P11 15,05 P26 11,10
P12 21,83 P27 9,69
P13 26,13 P28 10,48
P14 53,02 P29 9,10
P15 81,78 P30 9,12
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Obr. 47: Graf rozlo

Phenyl-sepharose.
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7.2.4.SDS-elektroforéza  vybranych  frakci po  separaci na

Phenyl-sepharose

SDS-PAGE byla provedena se vzorky P10-P11, jelikwély nejvétSi redukni
aktivitu a déle se vzorkem P17, kterg¢lravou stereospecifitu tvorby DHO enantioriner
vyrazre posunutou ve progph (-)-DHO. Do jamek bylo dano Sl markeru
molekulovych hmotnosti, 40 20x naednych mikrosoni (Ml), 40 ul 10x naedné
frakce Q2 a 5@l frakci P10, P11, P12 a P17.

-

Obr. 48: SDS gel s needénymi mikrosomy (M), frakci Q2 a frakcemi P10, P11,P12
aP17.
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7.3. Analyza vzorka po rozdéleni gelovou chromatografii

Frakce P11 s nejtSi redukni aktivitou byla podrobenddtimu purifik&nimu kroku
gelovou filtraci. Separace byla provedena pomotistipje Akta Purifier. Fed
provedenim samotné separace byla kolona nakalibeovAanesenim sfeného

hmotnostniho standardu.

Tab. 13: Molekulové hmotnosti standardi pro gelovou perme&ni chromatografii.

Molekulova
Standard

hmotnost
Albumin 67 000 Da
Ovalbumin 43 000 Da
Chymotripsinogen A 25 000 Da
Ribonucleasa A 13 700 Da
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Obr. 49: Zaznam chromatogramu z [Fistroje Akta Purifier.
[l Absorbance pribéhu separace frakce P11
[l Absorbance hmotnostniho standardu

[l Konduktivita pr iibéhu separace frakce P11
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Na zaklad ziskaného chromatogramu byly k dalSim testpouzity pouze frakce
A5-B10. Frakce A1l-A5 odpovidaji mrtvému objemu koloa vzistajici konduktivita
ve frakcich B9-B6 nazwraje pitomnost siranu amonného a chloridu sodného.
Vzhledem ke své malé molekule prostupuji tyto kolonou nejpomaleji aifftomnost
bilkovin je v €chto frakcich vylodena. Ve vySe zmémych frakcich byla stanovena
reduléni aktivita vic¢i oracinu a zmdfeno mnozstvi bilkoviny. Stereospecifita tvorby
(+)/(-)-DHO enantiometr byla ntiena pouze u vzotk které nély dostaujici celkovou
redukeni aktivitu.
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7.3.1. Stanoveni redukni aktivity ve frakcich po GPC

Tab. 14: Redulkni aktivita vybranych frakci po rozdéleni gelovou permedéni

chromatografii.
Redukéni | (%) reduk éni
aktivita (ng aktivity
Frakee| pHo/mii30 | davkovaného
min) vzorku
A5 - -
A6 - -
A7 - -
A8 - -
A9 - -
A10 37,82 5%
All 301,68 41 %
Al2 82,22 11 %
B12 12,50 2%
B11 - -
B10 - -
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Obr. 50: Graf rozlozeni redukéni aktivity vybranych frakci.
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7.3.2. Stanoveni stereospecifity redukce ve frakcich po GP

Na zaklad hodnot reduénich aktivit byla analyza stereospecifity tvory DHO
enantiomei provedena pouze ve frakcich A1l a A12.

O(+)-DHO @(-)-DHO

16 19
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84
E. 81
x

All Al12

Obr. 51: Procentudlni zastoupeni DHO enantiomar po inkubaci s vybranymi frakcemi

ziskanymi po tretim purifika ¢nim kroku.
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7.3.3. Stanoveni mnozstvi bilkoviny ve frakcich po GPC

Obsah proteinu ve vzorcich A5-B10 byl zi$t optimalizovanou metodou dle
Bradforda (Zor et al. 1996).

Tab. 15: Celkovy obsah protein ve vybranych frakcich.

Frakce . '\"F‘Ois“"'
bilkoviny (pg/ml)
A5 2,21
A6 0,00
A7 0,00
A8 1,08
A9 0,00
Al10 0,42
All 2,25
Al2 0,00
B12 0,00
B11l 4,60
B10 0,04
5,00
4,50
4,00
3,50
g 3,00
E" 2,50
S 2,00 -
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 - ; ;
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Obr. 52: Rozlozeni koncentrace bilkoviny ve frakcib.
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7.3.4. SDS-elektroforéza frakce A11 po GPC

SDS-elektroforéza byla provedena pouze u frakce pdGPC. Do jamek bylo dano
5 ul markeru, 4Qul 20x naedsnych mikrosond (Ml), 40 ul 10x naedné frakce Q2
a 50ul frakci P11 a All. Hledany enzym #edpokladanou hmotnosti 37 kDa se ve
frakci A11 vyskytoval jiz pod detekim limitem metody Sweet silver stain. Prouzky
v oblasti 70 kDa byly keratiny, coz potvrdilfgachozi analyzy pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Obr. 53: SDS gel pfibéhu purifikace mikrosomi (MI). Frakce Q2 po prvnim
purifika énim kroku, frakce P11 po druhém purifikaénim kroku a frakce A1l po

tietim purifika ¢nim kroku.

Tab. 16: Vyhodnoceni efektivity purifikaéniho schématu.

Redukéni

Specificka

o MnozZstvi o Stereospecifita
Frakce| , 2KVt 1y oviny aktivita Faktor |, by (+)/F()-)-DHO
(nmol/ml/30 Il (nmol/mg/30 | precisténi o
min) (ng/mi) min) (%)
Q2 14,76 2840,90 5,19 - 68/32
P11 2,19 15,05 145,18 28 87/13
All 0,89 2,25 396,69 76 84/16
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E. DISKUZE

Proteiny hraji esencialni ulohu v mnohych biologuk procesech. Identifikace
a charakterizace novych nebo malo znamych priotgén tedy nezbytnou soasti
vyzkumu biologickych funkci u vSech Zivotnich foreNa zaklad ziskanych informaci
lze odhalit principy metabolickych pochibda systém enzymové regulace. Lze take
poznat rozdily v expresi protéirmezi girozenym a abnormalnim stavem organismu
(nadorové bujeni, mutantni formy proteiratd.). Definovani primarni, sekundarni,
terciarni a kvartérni struktury protéirkteré v organismu slouZzi jako receptory, enzymy
nebo aktivni latky, umaitije syntetizovani novych léka Iékovych forem.

Genomové analyzyipdpokladaji, Ze okolo 30 % z celkového mnozZstvitgind
syntetizovanych zastupci rodu Homo sapiens je amsgnu vazano na biologické
membrany (Wallin & Von-Heijne 1998). Purifikace talych proteii s sebou oviem
piinasi mnohé obtize, viz 1.2. V pepli zajmu této prace se nachazeji membranov
vazané karbonylreduktasy metabolizujici oracin.

AZ na vyjimky se membranéwézané enzymy, redukujici karbonylové gkmniny,
vyskytuji pouze v rozlehlé nadrodirSDR protei, kteracitd pres 47 000 zastufic
(Kallberg et al. 2010). levaznatast z nich byla pouze vytipovana na zakladalyzy
genomi raznych druld, ale nikdy nebyla purifikovana z biologického nréki. V této
nadrodir bylo doposud zaznamenéno 73 lidskych zastupbt¥ charakterizovano jich
ale bylo pouze 14. U sedmnacti lidskych zastugatim nejsou zndmy Zzadné informace,
jako jsou bunc¢na lokalizace, substratova specifitajegnosiiovany kofaktor, kinetické
parametry nebo trojroz¢ma struktura (Bray et al. 2009).

Snahou této prace bylo purifikovat novou karborddikdasu metabolizujici oracin,
vyskytujici se v endoplazmatickém retikulu Bkinlidské jaterni tka# a rozsfit tak
poznani o lidskych membranbvazanych enzymech z nadrodiny SDR. Prace se opira
o hypotézu polozenou Wsélem et al. (2004), kterd zgoZena na rozdilné
stereospecifé tvorby DHO enantiomér mezi doposud jedinym identifikovanym
membrano¥ vazanym enzymem redukujicim xenobiotika fHSD1) a celymi
jaternimi mikrosomy, jak bylo graficky vyj&eno na obr. 28.

Na zaklad predpokladu hledani neznamého enzymu bylo zvolenoetzalni
purifikacni schéma IEX>HIC—-GPC (Internet 1). Jako IEX byl zvolen silny
iontomeni¢ Q-sepharosa a jako HIC Phenyl-sepharosa HP (Skedyet al. 2009). Po
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separaci na Phenyl-sepharose bylo ve frakcich gtélemno vysoké mnoZzstvi blize
nespecifikované bilkoviny. Po provedeni SDS-eldktgry bylo patrné, Ze
v nejaktivrejSich frakcich P10, P11 a P12 se nachazi velké stwviogroteirii 0 rizné
molekulové hmotnosti (obr. 48). idti purifikaeni krok, gelova permeai
chromatografie, byl tedy ¥azen z dvodu poteby oddlit proteiny o hledané
molekulové hmotnosti 37 kDa od zbytku frakce, ktbrda ziskana po separaci na
Phenyl-sepharose.

Pred nanesenim na gelovou kolonu Superdex 75 10@20Musela byt frakce P11
po Phenyl-sepharose vhadnzakoncentrovana. Provedeni tohoto kroku bylo
nevyhnutelné, jelikoZz pro kvalitni separaciize byt na tuto kolonu naneseno
maximalreé 250 ul vzorku, tedy maximakh1l % z celkového objemu kolony. Tento fakt
byl owéten provedenim testovacich separaci, kdy bylo nankolnejprve naneseno
250ul, poté 50Qul a nakonec 100QI smésného hmotnostniho standardu, jehoZ sloZeni
uvadi tab. 16. K uplnému odléni viechityt sloZek smisi doSlo pouzeipnadavkovani
250 pl vzorku. Ri naneseni &Sich mnoZstvi vzorku byly na chromatografickych
zadznamech patrné pouze dva piky. Separacehiat Fipadech tedy neprobihala
S dostaténou &innosti.

K zakoncentrovani frakce P11 doslo centrifugacikiemavce Amicon Ultra-15 10K
pii 10 000 rpm po dobu deseti minut. Frakce byla dinzvychozich 84Ql
zakoncentrovana na pozadovanych gbrakto upravena frakce P11 byla nanesena na
kolonu a podrobena separaci.

Nutnost tohoto vloZzeného kroku (zakoncentrovantrkappred provedenim samotné
separace gelovou filtraci s sebou allmdsi velkou obtiz a to moznou ztratu hledaného
enzymu. Membranové proteiny totiz ochibtadheruji k pouzivanému laboratornimu
vybaveni. Tento problém se prolina celym purifikian schématem. Vinou degradace
proteinu @i rozmrazovani frakci, ulpivani proteinu na zkumétk pipetach, kolonach
a ostatnim vybaveni dochézi ke ztrdtdm hledanékgnan a ztr&t jeho enzymové
aktivity. Tento jev je patrny na poklesu redok aktivity po kazdém purifikanim
kroku, jak ukazuji tabulky 17-19.
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Tab. 17: Ztrata redukéni aktivity v @éi oracinu separaci na Q-sepharose.

Odsolené . Ztrata redukni
| Suma z frakci po o
koncentrované aktivity
. Q-sepharose
mikrosomy (%)
Redukni aktivita
74 865,0 39 287,0 48 %

(ng DHO/mI/30 min)

Tab. 18: Pokles redukni aktivity ve frakcich po separaci na Phenyl-sephase.

Suma z frakci po

Ztrata redukni

Frakce Q2 aktivity
Phenyl-sepharose
(%)
Redukini aktivita
4 988,3 3726,4 25 %

(ng DHO/mI/30 min)

Tab. 19: Ztrata redukéni aktivity po gelové perme#&ni chromatografii.

Suma z frakci po

Ztrata redukni

Frakce P11 aktivity
GPC
(%)
Redukni aktivita
738,8 438,0 41 %

(ng DHO/mI/30 min)

DalSi problematickou oblasti bylo stanoveni obdailtkoviny ve frakcich. Vzhledem
k ptitomnosti detergentu Tritonu X-100 a vysokému obsadli ve frakcich, musela byt
kK jejimu ukeni vybrana metoda, ktera by byla kompatibilninsito sloZkami a zarove
by byla dostaténé citliva. Jako jedna z moznosti se jevilo pouziGAkitu od firmy
Sigma-Aldrich. Metoda je sice kompatibilni s powatiym detergentem, ale ztraci svou
piesnost v fitomnosti siranu amonného. JelikoZ je toto stanovémano na nutnost
inkubace p zvySené teplata je také relativhmalo citlivé, nebylo vyhodnoceno jako
optimalni pro dely této prace. Jako dalSi potenctpouzitelnd metoda se ukazovalo
klasické stanoveni bilkoviny dle Bradforda. Nevybodtéto metody je ale nizka

citlivost a nelinearnost v celém rozsaheéremi. Z €chto divodia byla pro stanoveni
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koncentrace bilkoviny ve frakcich pouZita lineaviana metoda dle Bradforda
(Zor etal. 1996). Vyuziva faktu, Ze vazana a namazforma barviva Coomassie
Brilliant Blue G-250 ma rozdilna abs@rnd maxima. Vazana forma absorbujé p
592 nm, zatimco volna forma absorbuje460 nm. Pokud se natifené hodnoty daji do
poméru 592/460 nm, metoda se stava linearni v celénsatoz (Zor et al. 1996).
Vyhodami této metody jsou rychlost provedeni, nidetekni limit a kompatibilita
s @itomnosti siranu amonného a detergew vzorcich. Zd&chto divoda byla tato
metoda vybrana jako optimalni.

Jak jiz bylo zmigno, doposud jedinym identifikovanym mikrosomalnimzymem
metabolizujicim xenobiotika je BIHSD1. Jeji purifikace z biologického materiélu
v aktivni forme byla popsana Maserem et al. (2002). Purdiikaschéma pro jeji ziskani
se v mnohém liSilo od toho, které bylo pouzito otpraci. Pro solubilizaci byl zvolen
pufr s 0,4% koncentraci neiontového detergentu BemuB13. Solubilizovany vzorek
byl centrifugovan a k odebranému supernatantu bgép jes¢ 0,4% roztok iontového
detergentu cholatu sodného. Takto vysoka koncenpawrcho¥ aktivnich latek byla
ve vzorku udrzovana po celyteh purifikace. Na rozdil od toho byla v této diplonéo
praci snaha o postupné sniZovani koncentrace gavitletergentu Tritonu X-100
v zavislosti na snizujicim se mnozstvi obsazenkobiihy ve frakcich. R purifikaci
118-HSD1 byly téz pouzity jiné purifikani metody a byly provedenityii purifikacni
kroky. Jako prvni purifikéni krok byla pouzita hydrofokéninterakéni chromatografie
nasledovana iont@v vyménnou chromatografii. fetim purifika&nim krokem byla
afinitni  chromatografie a poslednimétvrtym  krokem byla gelova perméd
chromatografie.

Sledovani metabolické aktivity enzymufltHSD1 probihalo na dvou latkach. Prvni
z nich byl metyrapon, modelovy substrat pr@3-HSD1. Druhou latkou pro stanoveni
dehydrogenasové aktivity byl kortison, tediirpzeny substrat daného enzymu. Diky
pouzitym substréim s vysokou afinitou k JBEHSD1 byly ziskdny vysoké hodnoty
specifické aktivity a bylo dosazeno 376 nasobnétegigicni (Maser et al. 2002).
Oracin je naproti tomu substratem velmi nespecyiick Mimo mikrosoni byl jeho
metabolismus popséan i u cytosolickych engymmadrodiny AKR. Jmenowdtse jedna
0 AKR1C1-C4 (Wsol et al. 2007, Novotna et al. 2008 AKR1B10
(Martin et al. 2006). | v samotnych mikrosomechvgmi pravé&podobné, Ze oracin
neni substratem pouze pro BIHISD1, jak naznaje jiz zmirgna hypotéza dle
Wsodla et al. (2004). Zthto divodi byla ve vychozim materialu n&bena vysSi
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specificka aktivita a ve vysledku nebylo dosazealo telkého pecisténi, jako tomu
bylo v pripact 113-HSD1 (viz tab. 16).

Je pravdpodobné, Ze dalSi mikrosomalni enzym z nadrodinyR SByl caste&ne
purifikovan Skarydovou et al. (2009). Purifikacd@to enzymu probihala za stejnych
podminek jako v této diplomové pracicemétem zdjmu ovSem nebyla frakce Q2 po
Q-sepharose, ale stala se ji frakce Q11. Po sepadehenyl-sepharose byla ziskana
frakce s 86% fevahou tvorby (+)-DHO enantiomeru a specifickouatktu rovnajici
se 633 nmol/mg/30 min. Frakce All, ziskana v tétacippo separaci gelovou
perme&ni chromatografii, vykazovala obdobnou stereosjiacifako frakce po
Phenyl-sepharose ipad Skarydové et al. (2009). \Mudledku vy3siho obsahu
bilkoviny ve frakci ale byla stanovena nizsi spekd aktivita, 290 nmol/mg/30 min.
Jelikoz byla pedmétem této prace flow-through frakce Q2 s odliSnyrtkdyinnym
spektrem, nez jaké bylo ve frakci Q11, je vysocpraekpodobné, Ze by se mohlo
jednat o stejnou karbonylreduktasu z nadrodiny SIMRrda byla purifikovana
Skarydovou et al. (2009).

Proteiny, obsazené v purifikované frakci A11 poogélpermeéni chromatografii, je
nyni nutné identifikovat. Jefgjmé, Ze tato frakce ma reduk aktivitu Vi¢i oracinu,
musi tedy obsahovat ¢jakou mikrosomalni karbonylreduktasu, ale s #iSjv
pravdEpodobnosti bude obsahovat fe&talSi, Zejm¢ strukturni proteiny. Obsazené
proteiny je mozné identifikovat pomoci metody hnostimi spektrometrie. Cely tento
proces je ovSemipdmétem dalSiho aikladného testovani. Da s&ekavat, ze pro
Ucely identifikace enzymu neni koncentrace proteimietn 2 ug/ml ve frakci
dostaténd a bude feba zait purifikaci z wtSiho mnozstvi lidskych jaternich

mikrosomi.

84



F. ZAVER

V prab¢hu této prace bylo zavedeno nové puridikiaschéma. K frakci Q2 byly
Gspsre pridany dalSi dva purifikéeni kroky. Po hydrofob# interakéni chromatografii
byla pouzita je$t gelova permeami chromatografie. DoSlo tak k odseparovani Uzkého
spektra bilkovin z vychoziho materidlu a bylo dese¥ 76 nasobnéhorggisteni
vzorku. Byla tak ziskana frakce srednk aktivitou wi¢i oracinu a Zadanou
stereospecifitou tvorby DHO enantiomierV této frakci (All) vyrazé pieviaddala
tvorba (+)-DHO enantiomeru, ¢imz dosSlo k potvrzeni hypotézy podle
Wsodla et al. (2004), viz obr. 28. Je tedgjmeé, Ze se v této frakci nachazi mikrosomalni
enzym odliSny od 13HSD1 s aktivitou uc¢i oracinu. Je tudiz vysoce prajmbdobné,

Ze by se mohl podilet i na metabolismu jinyativé& je nutné jej identifikovat.
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G. SEZNAM ZKRATEK

118-HSD 113-hydroxysteroiddehydrogenasy

178-HSD 1B-hydroxysteroiddehydrogenasy

AC afinitni chromatografie

ADH alkoholdehydrogenasy

AKR aldo-ketoreduktasy

APS persiran amonny

BCA bicinchoninové kyselina

BSA howzi sérovy albumin

CBBG Coomassie Brilliant Blue G-250

CBR1 karbonylreduktasa 1

CMC kriticka micelarni koncentrace

CYP 450 cytochrom P450

DD dihydrodioldehydrogenasy

DHO dihydrooracin

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

GPC gelova perméai chromatografie

HIC hydrofobni interaéni chromatografie

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

IEX iontow¢ vyménna chromatografie

MDR dehydrogenasy/reduktasy se tfedtt dlouhym
retézcem

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

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

PGD, prostaglandin B

PGE prostaglandin £

PGR, prostaglandin

PGH, prostaglandin ki

QR chinonreduktasy

RDH retinoldehydrogenasy
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RNA ribonukleova kyselina

RNH dihydronikotionamidribosa

RPC chromatografie na reverzni fazi

SDR dehydrogenasy/reduktasy s kratkgtizcem
SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza
TEMED N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin
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