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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Markéta Svobodova

Skolitel: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Imunochemické stanoveni enzymii DHRS8 a DHRS12 v

lidskych tkanich

Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodiny) ¢len 8 (DHRS8, SDR16C2) a
dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodiny) c¢len 12 (DHRS12, SDR40C1) jsou lidské
mikrosomalni enzymy, které patii do nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR). Tato nadrodina ptedstavuje jednu z nejvétSich proteinovych skupin. SDR enzymy se
podileji na metabolismu rtznych endogennich a cizorodych latek a jsou zapojeny do
fyziologickych i patologickych procest. Nicméné, stale existuje mnoho enzymi, které nejsou

dostate¢né charakterizovany.

Doposud jsou k dispozici informace o DHRSS jen na tirovni mRNA a o jeji katalytické
aktivit¢ vac¢i Sa-androstan-3o-17p-diolu. Navic neexistuji dosud publikované informace

(kromé¢ predikce) ohledn¢ DHRS12.

Cilem této studie bylo prozkoumat expresi DHRS8 a DHRS12 v rznych lidskych
tkanich na rovni proteinu. Vzorky tkané byly odebrany od ¢tyf muzi stfedniho véku po
nahlé smrti bez zjevného onemocnéni. Detekce proteinii byla provedena pomoci Western
blottingu a specifickych protilatek. Rekombinantni forma hledanych proteind (DHRS12,
DHRSS) byla exprimovéna v Sf9 hmyzich bunikach a byla pouZita jako kontrola.

Podle naSich vysledkii je enzym DHRS8 Siroce exprimovan v mnoha tkénich
s nejveétsim nalezem v jatrech a nadledvinach. DHRSI12 byla detekovdna pouze na trovni
mozku. Za pomoci nové ziskanych informaci je mozné odhadnout ulohy téchto enzymi

v lidském téle.
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Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 8 (DHRS8, SDRI16C2) and
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 12 (DHRS12, SDR40C1) are human
microsomal enzymes belonging to the superfamily of short-chain dehydrogenases/reductases
(SDR). This superfamily represents one of the largest protein groups. SDR enzymes
participate in the metabolism of various xenobiotic and endogenous compounds and are
involved in physiological and pathological processes. However, there are still many enzymes

which are only poorly characterised.

To this date, the expression on mRNA level and catalytic activity toward Sa-
androstane-3a,174-diol are the only available information about DHRSS8. Moreover, there is

still no published information (apart from the prediction) regarding DHRS12.

The aim of this study was to examine the protein expression of DHRS8 and DHRS12
enzymes in various human tissues. The tissue samples were collected from four middle aged
male subjects after the sudden death without apparent disease. Proteins of interest were
detected using western blotting and specific antibodies. Recombinant form of searched

proteins (DHRS12, DHRSS8) expressed in SfY insect cells was used as a control.

According to our results, DHRS8 is widely expressed in many tissues with the highest
level in the liver and adrenal glands. On the other hand, the expression of DHRS12 was
detected only in the brain. Our data could help to estimate the role of these enzymes in human

body.
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A. UVOD

Enzymy jak je vSeobecné znamo zajistuji jednu z nejzakladnéjsich funkci v buiice a to
enzymovou katalyzu. Pomoci katalytickych reakei se uskutecnuji chemické pochody v burice,

které utvareji cely metabolismus organismu.

Dehydrogenasy/reduktasy rodiny SDR jsou enzymy s vysokym zastoupenim u
vSemoznych organismu. Po objeveni téchto enzymu i u lidi se naskytla ptilezitost ke kladeni
spousty klicovych otazek. Co to je za enzymy? Kde se nachazeji a které z metabolickych

pochodt ovliviiuji?

Touto problematikou se zabyva védecka skupina na Katedie biochemickych véd, Faf
UK v Hradci Kralové, pod vedenim prof. Ing. Vladimira Wsoéla, Ph.D., které jsem byla
soucasti. Mym ukolem bylo stanovit expresi dvou konkrétnich enzymtt DHRS8 a DHRS12

v lidskych tkénich za pouziti imunochemickych metod.
Nase skupina pfispéla k poznani téchto enzymu, pomohla pfiblizné¢ urcit, k jakému
ucelu tyto enzymy slouzi a potvrdila nebo vyvratila vzniklé domnénky v ovlivnéni celého

organismu.



B. TEORETICKA CAST

1 Metabolismus slou¢enin s karbonylovou skupinou

Karbonylova

skupina je pfitomnd jak vendogennich tak

i xenobiotickych

slouceninach. Karbonyl muzeme nalézt u ketont, aldehydi a chinonli. Enzymy, které

metabolizuji slouCeniny s karbonylovou skupinou lze rozd¢lit do péti zakladnich skupin, tzv.
aldehyddehydrogenasy (ALDH),

nadrodin. Jedna

se o aldo-ketoreduktasy (AKR),

dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem (MDR), dehydrogenasy/reduktasy
s kratkym fetézcem (SDR) a NAD(P)H-dependentni chinonreduktasy (QR) (Obrazek 1)

(Stambergova, 2013; Oppermann et al., 2000).

Mazewv Funkce Koenzym Welikost Struktura
MR o
Dehydrogenasyreduktasy Oxidace alkohold, Prevazngé NAD{H) Cca 370 zhytkd NLIkIElDtidCI"ﬁE vazana
se stiedné diouhym redukce chinond, domena Rossmannova
fetdzrem endogenni zahybu, dvou-domenova
dehydrogenace/redukce struktura, vétSinou Zn2+
dependentni enzymy
ALDH
Aldehyddehydrogenasy — Oxidace endogennich NAD(P)+ Cca 500 zbytkd 'I"Fl—dc-n'!ennfe Enzymy,
a xenobiotickych nuklectidové vazana
aldetydd domena Rossmannava
zahybu
AKR
Aldo-ketoreduktasy Oxidace endogennich MADP{H}) Cra 320 zhytkd (e/[FI(TIM) Barrel; bez
a xenobiotickych nuklectidoys
karbonyld, vazang domeény
alkoholl a C=C Rossmanowva zahybu
SDR
Kratko FetEzcove Oxidace endogennich MNAD{FIH] Cca 270 zhytkd o/ p-Fold. one-domain
dehydrogenasy/redukiasy a xenobiotickych Rossmann-fold nucle-
substratl otide binding site
lyasy, epimerasy
OR o
Dvou elektronova NAD(PIH; M-alkyl, Cca 280 zbytkd Flavodoxinowy zahyb FAD

NAD(PIH- dependentni
chinonreduktasy

redukce endogennich
a xenobiotickych chinond

M-ribosyl nikotinamid

Obrazek 1: Piehled enzymu redukujicich slou¢enin s karbonylovou skupinou (upraveno dle Oppermann et

al., 2000).



2 SDR nadrodina enzymu

2.1 Prehled objevii proteinii SDR nadrodiny

Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR) tvoii jednu z nejvétSich
enzymatickych nadrodin. Nejvice frekventovany je klasicky typ s 285 rodinami a 68 000
Cleny a s prodlouzenym fetézcem zahrnujici 81 rodin a 38 000 Clend. V soucasné dobé
existuje celkem 163 120 ¢lentt v UniprotKB (elektronickd databaze proteinti) piifazenych
k SDR nadrodin€. Z nich 122 940 lze pftitadit do 464 rodin, zatimco zbyvajicich 40 180 je
slozeno z pfili§ kratkych tsekt, aby byly pouzitelné pro Hidden Markov model (klasifika¢ni
metoda, viz kap. 2.3.) (Persson et al., 2013).

V 70. letech 20. stoleti byl nalezen prvni enzym patfici do SDR nadrodiny.
Prikopnikem byl zastupce z hmyzi tiSe, alkoholdehydrogenasa s ndslednym pokracovatelem

ribitoldehydrogenasou, ktera byla objevena u bakterii (Persson et al., 2013).

V pocate€nich studiich byly SDR enzymy zaznamendny pouze u bakterii a nizSich
eukaryot. Teprve pozd¢jsi masivni metagenomické sekvenovani ukazalo, ze tyto enzymy se
nachdzeji u vSech druhli organismi a predstavuji tak jednu znejvétSich znamych

proteinovych nadrodin (Persson et al., 2013; Bhatia et al., 2015).

V 90. letech bylo pfidano dal$ich 20 ¢lent. V roce 1992 byl zaveden klasifikacni
syst¢ém HMM a bylo objeveno az 47 000 dal$ich ¢lenti (Persson et al., 2013).

V roce 2009 bylo sekvenovéano vice nez 140 riiznych enzymu a z toho 70 z nich bylo

zatazeno mezi lidské SDR enzymy (Tang et al., 2014).

Pocet ¢lent SDR nadrodiny se od roku 2010 Umérné navySoval spolecné
s objevovanim novych sekvenci, které byly postupné zapisovany do databazi. Od 47 000
¢lenti v roce 2010 po 163 000 ¢lend v roce 2012. Naopak pocet rodin se stejnym tempem
nezvysoval. V roce 2010 bylo zndmo 314 rodin, zatimco v roce 2012 se jejich pocet zvysil na
464. Procentudlni podil popsanych SDR rodin se zvysil z 68 % v 2010 na 75 % v roce 2012.
To znamena, Ze celkovy pocet rodin je omezeny. Tuto situaci znazoriiuje Obrazek 2. Na pravé
¢asti osy y je znazornén celkovy pocet objevenych rodin. Naopak na levé strané osy y jsou
vyobrazené rodiny, patfici do SDR nadrodiny. Odpovidajici podil rodin je znadzornén ve

sloupcich (Persson et al., 2013).
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Obrazek 2: Vyvoj charakterizovanych SDR rodin od roku 2010 po rok 2012 (upraveno dle Persson et al,
2013).

2.2 Vyskyt enzymi SDR nadrodiny u organismu

Obrazek 3 ukazuje zastoupeni enzymu patficich do SDR nadrodiny u organismd.
Nejvice zastupcii bylo objeveno u bakterii (374 rodin). U eukaryot bylo charakterizovano 236
rodin, zatimco u archei pouze padesat. Devadesat rodin se vyskytuje pouze u eukaryot,
zatimco 212 je specifickych pouze pro bakterie. Pro archea nejsou specifické zadné rodiny.

7

Zaroven 34 SDR rodin je soucasti vSech tii fi$i organismu (Persson et al., 2013).

A B
16 212
0
34
0 112

Archaea a0

Bacteria

Eukaryota E

Obrazek 3: Zastoupeni SDR rodin u organismii (upraveno podle Persson et al., 2013).
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2.3 Nazvoslovi SDR nadrodiny

SDR nadrodina je velmi rozsahla skupina proteint. Pro klasifikaci jednotlivych SDR
rodin byl zaveden novy semiautomaticky systém, tzv. Skryty Markoviv model (Hidden
Markov model; HMM). Metoda je zaloZend na analytickém zpracovéani sekvencnich motivi
enzymdu, které byly extrahovany z UniprotKb databdze. Zkoumaji se vlastnosti proteinu jako
je lipofilita, distribuce nabitych zbytkli, aminokyselinova preference, existence signalnich
peptidii a vyvojové informace odvozené od vice sekvencnich podobnosti (Jérnvall et al.,

2014; Tsaousis et al., 2014).

Metoda se stala velmi popularni v bioinformatice a je Uspé€Sné¢ pouzivana pro
klasifikaci proteint. Vytvofeni HMM usnadnilo orientaci v databazich a v novych udajich
v genomovych datech pfidetekci dalSich ¢leni. HMM umoziiuje identifikovat a vyuzit

sekvencni uspotadani, které by jinak bylo tézce odhalitelné (Persson et al., 2013).

Pouzitim této metody bylo rozliSeno minimalné¢ pét zékladnich typt lidskych SDR
skupin. Tato analyza anotovanych SDR sekvenci byla pozdéji pouzita jako nomenklaturni
vzor pro nové objevené enzymy a posunula cely vyzkum vyznamné doptedu (Bhatia et al.,

2015).

V nazvoslovném schématu (Obrazek 4) bylo kazdé SDR rodiné pfifazeno cislo.
V soucasné dobé je nalezeno 48 lidskych SDR rodin, kterym byla pfidélena nazvoslovna Cisla
nebo jinych eukaryot. Tém rodinam, které se vyskytovaly ve vSech fiSich, byla pfifazena nizsi
¢isla nez u rodin, které se vyskytovaly jen v jedné nebo dvou fiSich. U dalSich rodin, které
byly zastoupeny v bakteridlni fiSi a u archei byla ddna ¢isla v souladu s klesajici velikosti

rodiny. A jako posledni SDR rodiny, které se vyskytuji jen u bakterii, taktéZ podle stoupajici

vvvvv

cv w7

Cisla ptipadaji lidskym a nejvice zastoupenym rodindm enzymu (Persson et al., 2013).

oznafeni rodiny _ konkremi Elen
SDR34C1

"
",

oznafeni nadrodiny oznafeni tvpu'podrodiny
Obrazek 4: Nazvoslovi SDR nadrodiny (pfevzato z Stambergova H., 2013).
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Celkové byly lidské SDR enzymy rozd€leny do sedmi skupin rodin. Tyto zékladni
typy SDR enzyma byly oznaceny pismeny C (classical), E (extended), A (atypical), I
(intermediate), D (divergent), X (complex), U (unassigned) (Obrazek 5) (Persson et al., 2013).

GrxxxxSxA

YA aMx XK

Obrazek 5: Sedm typti enzymii SDR rodiny znamych v roce 2012 (pfevzato dle Persson et al., 2013).

Na tomto pfehledu miizeme vidét rozdéleni SDR enzymi do sedmi typt. Spolecné s kazdym typem je
pfitazen i pocet SDR forem a rodin (kurzivou). Pod uvedenim poctu, jsou v obdélnikach priklady
enzymatické aktivity a charakteristicka sekvence pro kazdy typ.

VSechny SDR rodiny jsou uvedeny na webové strance http://www.sdr-enzymes.org.
Kazdy mésic jsou zapisovany nové charakterizované sekvence genomt. Tento pokrok je dany
zejména zlepSenim sekvencnich technologii. Je pravdépodobné, ze SDR rodina stale poroste a

v budoucnu se bude muset zavést opét novy systém pro nazvoslovi (Persson et al., 2013).

2.4 Struktura

Na zaklad¢ modelt enzymi, vytvotenych ze znalosti pfisluSnych mRNA se zjistilo, Ze
enzymy, patfici do SDR nadrodiny, maji vysokou sekvencni variabilitu, jejich podobnost je

pouze 15-30 % (Tang et Le, 2014; Persson et al., 2013).

Enzymy z SDR rodiny obsahuji vétSinou 250 (,,classical SDR*) az 350 (,,extended
SDR*) aminokyselinovych zbytkli (Tang et Le, 2014). Mohou byt monomery, dimery nebo
dokonce tetramery (Morris et al., 2004).

N-koncovda doména SDR enzyml vaze kofaktor. Toto misto je tvofeno
Rossmannovym zahybem s centralnimi paralelné¢ uspofadanymi 6 -7 beta-listy. Tyto beta-
listy jsou lemovany z kazdé¢ strany 3-4 alfa helixy (Obrazek 6). Takto uspotfaddana strukturalni

formace poskytuje ,leSeni pro rizné sekvencni prvky, které tvofi prostfedi pro navazani
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kofaktoru a urcuji specifitu bilkoviny (Kavanagh et al., 2008).

Vazebné misto pro substrat je lokalizovdno na termindlnim C-konci. DalSi drobné

domény jsou obc¢as pozorovany u prodlouzenych SDR enzymu (Kavanagh et al., 2008).

Katalyticka tetrada je u SDR enzymu vétSinou tvofena aminokyselinami Asn-Ser-Tyr-
Lys. Serin a asparigin jsou velice konzervované na rozdil od tyrosinového zbytku, ktery neni

vzdy zastoupen (Persson et al., 2013).

Zajimava je podobnost aktivniho mista aldo-ketoreduktas s SDR nadrodinou. Jedna se

o piiklad tzv. konvergentni evoluce konformace aktivni strany (Bhatia et al., 2015).

Obrazek 6: 3D porovnavajici model klasickych SDR, prodlouZzenych SDR, MDR a LDR enzymi
(Kavanagh et al., 2008).

(A) SDR zastupce s klasicky dlouhym fetézcem (3a, 20B-hydroxysteroiddehydrogenasy ), (B) SDR
zastupce s prodlouZzenym fetézcem (galaktoepimerasa). (C) SDR zastupce se stfedné¢ dlouhym
fetézcem (alkoholdehydrogenasa z konskych jater). (D) SDR zastupce s dlouhym fetézcem
(manitoldehydrogenasa). Rossmanniv zahyb je vyobrazen s beta listy v modré a helixy v ¢ervené
barve. Dals$i domény a sekundarni strukturni prvky jsou znazornéné sede¢.

2.5 Metabolicka aktivita

Dehydrogenasy/reduktasy patiici do SDR nadrodiny zaujimaji z celého mnozstvi

reduktas az 25 % (Persson et al., 2009).

Témét polovina znich jsou typu s prodlouzenym fetézcem, pro ktery je

charakteristicka epimerasova a dehydrogenasova aktivita (Persson et al., 2013).

Atypické SDR enzymy jsou zapojeny v adaptaci redoxniho stavu nebo zpracovani
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RNA. Diky této aktivit¢ SDR enzymii miZzeme fict, Ze jsou nedilnou soucasti cel¢ tady

zivotn¢ dulezitych bunécnych procesii (Bhatia et al., 2015).

Skala metabolickych procesti enzymiti SDR nadrodiny nezahrnuje jen preménu
eobiotickych substrati, ale taktéz xenobiotik. Enzymy zasahuji do metabolismu lipidi,
aminokyselin, sacharida i hormonti. Jedna se naptiklad o steroidni hormony, prostaglandiny a

retinoidy (Tang et Le, 2014; Lukacik et al., 2006).

Vyznamnou skupinou jsou 17B-hydroxysteroiddehydrogenasy (17B3-HSD), které se
zapojuji do metabolismu androgent a estrogenti. Aktivita enzymu spociva v katalyze oxidace
hydroxylovych nebo redukce karbonylovych skupin v pozici C17 u androgent a estrogent.
Diky uvedené reakci je mozné timto zplusobem regulovat nitrobunéénou dostupnost
steroidnich hormoni a jejich vazbu na jaderné receptory. V roce 1997 bylo vefejné znamo pét
17B-HSD isoenzymu-(17B-HSD typ 1 az 5). Nalez enzymt byl potvrzen jak u opic tak u
cloveéka (Labrie et al., 1997).

Na metabolismu latek se steroidni  strukturou (pohlavnich  hormont,
mineralokortikoidii a glukokortikoidit) se podili dale 3B-hydroxysteroiddehydrogenasy a 11[-
hydroxysteroiddehydrogenasy (McBride et al., 1999; Wu et al., 2007).

Dalsi vyznamnou skupinou jsou retinoldehydrogenasy, které zasahuji do metabolismu
retinoidd (derivati vitaminu A). Kyselina retinova, je syntetizovana dvéma kroky z retinolu
(Obréazek 7). Prvnim krokem je oxidace all-trans-retinolu na all-trans-retinalaldehyd. Tato
reakce je katalyzovéana cytosolickou alkoholdehydrogenasou (ADH), ktera patii do nadrodiny
dehydrogenas/reduktas se stfedné¢ dlouhym fetézcem (MDR) a mikrosomdlni
retinoldehydrogenasou, kterd je clenem nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem
(SDR). Druhym krokem je oxidace all-trans-retinalaldehydu na kyselinu retinovou za
spoluucasti n€kolika aldehyddehydrogenas (vétsinou retinaldehyddehydrogenasa typu 2) nebo
nekterych enzymt z nadrodiny aldoketoreduktas (Parés et al, 2008; Haeseeler et al., 1998;
Billings et al., 2013).
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Obrazek 7: Priklad metabolismu retinoidi, do kterého zasahuji enzymy z nadrodiny SDR (upraveno z
Haeseeler et al., 1998; Billings et al., 2013).

11-cis-retinal CHO

Do nadrodiny SDR enzymi se dale fadi lidské karbonylreduktasy CBR1, CBR3 a
CBR4. Jedna se o cytosolické SDR enzymy, znichZz zejména CBRI1 patii mezi nejlépe
charakterizované enzymy této nadrodiny. CBR1 se ucastni metabolismu nejen eobiotickych
substrati, ale také celé fady vysoce toxickych sloucenin (napt. 9,10-fenanetrenchinonu nebo
4-methylnitrosamin-1-(3-pyridyl)-1-butanonu vyskytujiciho se v cigaretovém koufi) (Kassner

et al., 2008).

2.6 Nemoci zpiisobené zménou struktury enzymu

Enzymy z SDR nadrodiny ovliviiuji fadu metabolickych pochodi. Pokud tedy dojde
k naruSeni hladiny téchto enzymi, vznika disbalance, kterd se mlze projevit onemocnénim.
Jako priklad Ize uvést enzymovy polymorfismus, ktery miize mit za nésledek riizna geneticka

onemocnéni, napt. diabetes mellitus II. typu (11B-HSDT1) (Keildson et al., 2014).

Vzhledem k tomu, Ze SDR enzymy ovliviiuji metabolismus steroidnich hormoni,
nerovnovaha aktivni formy hormonii mize byt jedna z pfi€in onemocnéni. SDR enzymy
mohou byt také zapojeny do procesu karcinogeneze. Piikladem je 17f-

hydroxysteroiddehydrogenasa (178-HSD) se podili na rakovin€ prsu (Rotinen et al., 2009).
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Dalsim ptikladem mtize byt enzym 173-HSDS, ktery reguluje konverzi estradiolu na estron.

Snizeni jeho exprese mélo za nasledek vznik recesivni polycystické nemoci ledvin (Rotinen et

al., 2009).

Nekteré z SDR enzymit mohou také zasahovat do degenerativnich a zanétlivych
onemocnéni jako je Alzheimerova choroba (17B-HSD10, CBRI1), osteoporéza nebo,
Cushingova choroba (113-HSD2) a onemocnéni s poruchou zraku (RDH1-14) (Draper et al.,
2005; Keller et al., 2006; Parker et al., 2010; gtambergové et al., 2016).

2.7 DHRSS

2.7.1 Nazvoslovi a zarazeni

Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodina) ¢len 8 (DHRS8, SDR16C2) je také znama
jako retinaldehydrogenasa/reduktasa 2 s kratkym fetézcem 2 (retSDR2), Panlb nebo 17p-
hydroxysteroiddehydrogenasa typu 11 (17b-HSDI1). Tento enzym patii do jedné z
nejpocetnéjsich rodin SDR16C, dehydrogenas/reduktas (SDR) s kratkym fetézcem. Doposud
bylo objeveno pét lidskych zastupci SDR16C (Chai et al., 2003; Bray et al., 2009; Persson et
al., 2013).

V prvotnich studiich je zdznam o enzymu s ndzvem Panlb s 17B-hydroxysteroidnich
aktivitou (Li et al., 1998). Diky identické sekvenci v databazi proteinti byly nazvy Panlb a
retSDR2 sdruzeny a pifejmenovany na 173-HSD11 (Haeseleer et al., 2000).

Nejvyssi procento sekvenéni podobnosti (63 %) s DHRS8 ma enzym SCDRY, ¢len
SDR16C. Katalyticka aktivita tohoto enzymu vSak nebyla dosud charakterizovana (Lundova
et al., 2016).

2.7.2 Vysledky dosavadnich studii

Pro zékladni pochopeni mozné funkce enzymu je dalezité znat lokalizaci enzymu, jeho
katalytickou aktivitu a profil exprese. Ne&které ztéchto faktl jsou u enzymu DHRSS jiz
znamé, ale obecné je tfeba shrnout a rozsitit Skalu poznatkl o tomto enzymu (Lundova et al.,

2016).

Ptestoze zdjem o blizs$i studium DHRSS8 se projevil, charakteristika enzymu nebyla
Uplna. Napiiklad v ndzvoslovi jsou velké nesrovnalosti. Jak bylo vySe sepsano, tento enzym

ma ndzvii mnoho (Bray et al., 2009).
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Lokalizace v bunce

Presny vyskyt enzymu v buiice neni presné¢ dany, nebot jeho pfitomnost byla
zaznamenana v endoplasmatickém retikulu, ale také v cytosolu. Enzym DHRS8 muze byt

dale redistribuovan do lipidovych ¢astic (Yokoi et al., 2007; Horiguchi et al., 2008).

O DHRSS8 enzymu je dale zndmo, ze obsahuje transmembranovy usek. Protein se
sklad4d z N-konce, ktery prostupuje membranu a C-konce, ktery zaujima vétsi ¢ast (aktivni

strana) a je orientovany do cytosolu (Lundova et al., 2016).

Katalyticka aktivita

a) Eobiotické substraty

Vseobecné enzymy SDR16C maji in vitro schopnost metabolizovat substraty pomoci
oxidace a redukce. Prvni zminky o DHRS8 (uvedeny jako novy 17B8-HSD enzym) jsou

v souvislosti s jeho slabou dehydrogenasovou aktivitou vici B-estradiolu (Li et. al., 1998).

Dale byla potvrzena reakce, pii které ovliviiuje DHRS8 konverzi Sa-androstandiolu na

androsteron (Chai et al., 2003).

Znazornéni metabolismu androsteronu muzeme vidét na Obrazku 8. DHRS8 ma
prokéazanou aktivitu v pfeméné Sa-androstan-3-a, 178-diolu na androsteron. Zpé&tna pfeména

ale nebyla doposud prokazana (Brereton et al., 2001).
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Obrazek 8: Metabolicka aktivita DHRSS8 (Brereton et al., 2001).
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Enzym DHRSS8 dale ovliviiuje jak hladinu steroidnich hormont tak retinoida.
Nedavna data potvrdila, ze enzym se zapojuje spiSe na trovni metabolismu mastnych kyselin
nez steroidii. Hladina latek je ovliviiovdna regulaci pfes PPAR (peroxisomal proliferator
activated receptors) a-agonisty, ktery se vyskytuje ptfevazné v jejunu (Motojima, 2004; Yokoi,
2007).

Na odhaleni metabolické aktivity viici steroidnim latkdm a retinoidiim se spolupodilela
i naSe katedra (Obrazek 9). Pomoci metody HPLC byla rozsitena paleta substrati o dalsi dva
Cleny. All-trans-retinol a testosteron. DHRS8 ma na substraty [B-estradiol a testosteron
deaktivacni efekt. Diky této schopnosti miize DHRSS8 ovliviiovat hormonalni rovnovahu a
zabranovat tak prebytku aktivni formy steroidnich hormont. Nejvyssi afinita DHRS8 byla
popsana u B-estradiolu, 3a-diolu a testosteronu. 3a-diol se pravdépodobné povazuje za hlavni

substrat DHRS8 (Lundova et al., 2016).

Dalsi aktivita enzymu byla zaznamenéna u oxida¢ni piemény all-trans-retinolu na all-
trans-retinal. Tato reakce byla poprvé popsana na na$i katedfe. Na rozdil od ostatnich
substratl, all-frans-retinal se metabolizaci nedeaktivuje, ale snizuje se jeho u¢innost. To poté
muze zasahovat do metabolismu dilezité signaliza¢ni molekuly-retinové kyseliny (Lundova

etal., 2016).

Jind studie vSak katalytickou aktivitu DHRS8 na all-frans-retinolu nepotvrdila, ale
byla pozorovana inhibice metabolismu 3a-diolu v pfitomnosti retinoidi (Brereton et al.,

2001).
b) Xenobiotické substraty

Aktivita enzymu neni vSak jen u eobiotickych substrati. DHRS8 metabolizuje i dva
xenobiotické substraty. Jsou to anabolické steroidy, methyltestosteron a nandrolon (Lundova

etal., 2016).
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Obrazek 9: Vyobrazeni katalytické aktivity DHRSS- oxidaé¢ni reakce (upraveno dle Lundova et al., 2016).
SfY-Mi-DHRSS8 byly inkubovany s testovanymi substraty a vysledné produkty byly analyzovany za
pomoci metody HPLC. Katalyticka aktivita vi¢i methyltestosteronu a nandrolonu byla naméiena
spektrofotometricky produkci mnozstvi NADH. NNAL = 4-methylnitrosamino-1- (3-pyridyl)-1-
butanol.

1) Nalezy DHRSS8 v lidskych tkanich

Znalost exprese DHRSS8 na proteinové Urovni ve tkanich je znama pouze u nékterych
typt tkani (napf. u jater, plic a u tkani vytvéftejici steroidni hormony) (Li et. Al., 1998;
Steckelbroeck et al., 1999; Chai et al., 2003; Keller et al., 2006).

Doposud provedené studie ukazaly taktéz vyskyt DHRS8 u hepatocytarniho karcinomu
bunécné linie HepG2 a v prostaté postizené rakovinou (Rotinen et al., 2009; Gatzeva-topalova

etal., 2011).

2.8 DHRS12

2.8.1 Nomenklatura, zaiazeni
Dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodiny) ¢len 12, taktéZ znamy jako SDR40CI1, patii

mezi doposud velmi malo prozkoumané lidské oxidoreduktasy (Persson et al., 2009).

2.8.2 Struktura, metabolicka aktivita
Gen pro vznik této bilkoviny nese chromosom 13. Struktura enzymu obsahuje typické

rysy pro SDR rodinu, metabolickd aktivita neni doposud znama (Internet 7).
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2.8.3 Vysledky dosavadnich studii

V odbornych publikacich, mizeme najit zminku o DHRS12, skrytou v souvislosti s
nalezem neznamého enzymu v myelinu jednoho druhu ryby nadiadu Kostnati. Ve studii byla
identifikovana homologicka genova exprese sav¢iho myelinu v CNS. Mezi detekovanymi
proteiny se naSel i jeden necharakterizovany, ktery nevykazoval strukturdlni homologii

s zadnymi ze znamych myelinovych proteinti (Morris et al., 2004).

Naopak, tento 36 kDa enzym sdilel strukturalni znaky s dehydrogenasou z rodiny
s kratkym fetézcem z 60 %. Necharakterizovany protein s 36 kDa molekulovou hmotnosti byl

nalezen pouze u jednoho druhu ryby, u dalSich ne (Moll et al, 2003; Morris et al., 2004).

Metodou Northern blotting byla identifikovandA mRNA tohoto enzymu s expresi
v mozkové tkdni. Konkrétni exprese je nalezena v oligodendrocytech a neuronech kiry

mozkové u dospélého Clovéka (Moll et al, 2003; Morris et al., 2004).

3 Proteomika

Proteomika je obor, jehoZ naplni je globalni identifikace proteint v urcité zdravé nebo

nemocné bunice ¢i tkani a studium jejich funkce a interakce (Kovarova, 2005).

3.1 Western Blotting

Western blotting je metoda pouzivand k identifikaci polypeptidli prostiednictvim
protilatek. Sklada se obvykle z polyakrylamidové gelové elektroforézy (Obrazek 10), ktera
proteiny rozd€luje za pomoci elektrického pole. Protoze protilatky nemohou byt vyuzity
pifimo ve struktufe gelu, nejdiive se zviditelni hledané proteiny protilatkami pfenosem
rozdélenych proteini na membranu, kde se znovu pouZzivd elektrické pole. Dale se
imunochemicky navazuji protilatky, které zachyti specifickou bilkovinu a néslednym

navazanim detekéniho systému se vyskyt proteinu vyvolava na film (Smarda et al., 2005).
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Obrazek 10: Elektroforeticka aparatura (Smarda et al., 2005).

3.2 SDS-PAGE

Dulezitou roli v detekci proteinu hraje tvarova rozmanitost bilkovin (globuldrni
bilkoviny se pfesouvaji rychleji nez vlaknité), hustota naboje (pomér naboje na molekularni

hmotnost) a velikost (mensi proteiny se pohybuji rychleji nez vétsi).

K odstranéni téchto komplikaci se pouziva SDS-PAGE. Pied aplikaci vzorkti na
polyakrylamidovy gel se bilkoviny denaturuji detergentem laurylsiranem sodnym (SDS).
Denaturace proteinu je znazornénd na Obrazku 11. Pfitomné disulfidické vazby se odstrani
pusobenim redukéniho ¢inidla (B-merkaptoethanolem). To zapficini rozpad komplext, které
jsou slozeny z vice proteini. Poslednim krokem je kratké pievateni vzorkt (Smarda et al.,

2005).
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Obrizek 11: Princip pouZiti laurylsiranu sodného (SDS) u metody SDS-PAGE (upraveno dle Smarda et al.,
2005).

Mechanismus ucinku spocivd v obklopeni negativné nabit¢ého SDS kolem komplexu proteind.
Negativni naboje se navzajem odtahuji a tim molekulu narovnaji do ty¢inkovitého tvaru. Také
mnozstvi navdzané¢ho SDS je zhruba tmérné jeho molekulové hmotnosti. Tim testovana bilkovina, bez
ohledu na jeji velikost, dostane ekvivalentni hustotu naboje.

Ptidané SDS nezasahuje do jediného klicového faktoru, podle kterého se vzorky

budou rozdé€lovat. A to je jejich molekulovd hmotnost (Mahmood et al., 2012).

vvvvvvv

Vzorky proteinii se nanesou do jamek gelu v alkalickém pufru. Tim proteiny ziskéavaji
jednotny negativni naboj, a jakmile se zapoji do elektrického pole, tak se pohybuji od katody

k anodé&. A prave podle molekulové hmotnosti se rozdé¢li.

Na to, aby byly detekovany specifické proteiny protildtkami, je dilezité je dale prenést
na nitrocelulosovou membranu (v postupu semi-dry pienos) nebo na PVDF membranu (v

postupu wet penos) (Smarda et al, 2005).
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e Semi-dry pfenos

Po SDS-PAGE se separované proteiny pienesou zgelu na povrch tenké
nitrocelulosové membrany, kde jsou navazany a imobilizovany. Semi-dry blotting se provadi
s deskovymi elektrodami v horizontalnim uspofadani, poskladanim gelu a membrany mezi
filtracni papiry, které jsou nasaklé pufry. Celd aparatura je sestavena na Obrazku 12. Tyto
papiry funguji jako zasobniky iontd. Pii elektroforetickém pienosu zédporné nabité molekuly
migruji z gelu a pohybuji se smérem ke kladné elektrod¢, kde jsou zachyceny na membranu.
Deskov¢ elektrody, oddéleny pouze od gelu a filtracnich papiri, poskytuji vysoko intenzivni

pole (V/cm) na celém gelu, coz umoziuje velmi efektivni a rychly prenos (Internet 6).

Semi-dry oproti tradi¢nimu wet pfenosu méa nékolik vyhod. Metoda ma snadnou
instalaci, minimalni poZadavky na rozpoustédla a vysSi vykon. Celd metoda je rychlejsi

(Internet 5).

KAZETA UMOZNUJICT PRENOS BILKOVIN
KATODA

3x FILTRACNI PAPIR

AKRYLAMIDOVY GEL

vytekla kapalina musi
byt odstranéna

NITROCELULOSOVA MEMBRANA

3x FILTRACNT PAPIR

ANODA

Obrazek 12: Sendvi¢ové uspoiadani u semi-dry prenosu (upraveno dle Internet 4)

e Wet prenos

v

Vlhké podminky jsou obvykle spolehlivéjsi, protoze je méné pravdépodobné vysuseni

gelu a je vhodné pro vétsi proteiny.

Membréna je umisténa mezi povrchem gelu a kladnou elektrodou v sendvici. Sendvic¢
obsahuje vlaknitou podlozku (houbicku) na kazdém konci a filtra¢ni papiry na ochranu gelu a

specialni odsavaci membranu (Obrazek 13) (Mahmood et al., 2012).
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Obrazek 13-Znazornéni poskladaného sendvice pri blottingu, wet metoda (upraveno dle Mahmood et al.,
2012).

Po transportu bilkovin na membranu se aplikuji protilatky, které specificky zachyti
hledany usek. Nasleduje eliminace primarni protilatky, kterd nebyla navazana. Dal§im krokem
je pfidani sekundéarni protilatky, ktera je casto konjugovana s urcitym enzymem (napf.
alkalickou fosfatasou), kterd se ochotné navazuje na primarni protilatku. Jako posledni ¢ast
celku se navaze detekéni roztok, ktery vykazuje chemiluminiscenci. Ta se dale vyvolava na

fotofilm v temné komote (Smarda et al, 2005).

Tloustka pruhu na fotofilmu odpovidd mnozstvi pfitomného proteinu. Vysledek se

porovnava se standardem, u kterého presn€ vime dané¢ mnozstvi (Mahmood et al., 2012).
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C. CIL PRACE

Cilem této prace bylo stanoveni exprese proteini DHRS8 a DHRSI12 ve vzorcich
lidskych tkani (16 typt tkani ze 4 objekti muzského pohlavi) s vyuzitim metody Western
blotting a imunodetekce. Nové¢ ziskané informace o vyskytu téchto bilkovin porovnat
s doposud publikovanymi pracemi v odbornych ¢lancich z ostatnich védeckych pracovist.

Préce byla rozdé¢lena do nasledujicich krok:
1) Stanoveni exprese enzymu DHRS8
o Optimalizace fedéni protilatky proti DHRSS
o Vlastni stanoveni exprese tohoto enzymu ve vzorcich z lidskych tkani
2) Stanoveni exprese enzymu DHRS12
o Optimalizace fedéni protilatky proti DHRS12
o Vlastni stanoveni exprese tohoto enzymu ve vzorcich z lidskych tkani

3) Porovnani vysledku se diive znamymi poznatky
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D. EXPERIMENTALNI CAST

4  Material

4.1 Pomucky a pristroje

Pomiicky

HypercassetteTM

Automatické pipety a Spicky (0,5 pl-5 ml)

Mikrozkumavky

Skla pouzivané u elektroforézy

Nitrocelul6zova membrana (0,045 pm)

Vyrobce

Amersham Biosciences

Biohit

Eppendorf

Bio-Rad

Bio-Rad

Polyvinyliden difluoridovd membrana (PVDF) Bio-Rad

CL-XPosure Film

Thermo Scientific

Laboratorni sklo: kadinky, odmérné valce

Pristroj

Centrifuga

Hlubokomrazici box

Magneticka michacka

pH metr

Analytické vahy

Model

miniSpin plus

Herafreeze

Color squid

Orion 410A

Scaltec SBC22

Vyrobce

Eppendorf

Heraeus

IKA

Thermo

Sartorius

27



Kyvacka

Thermomixer

Vortex

Stroj na vyrobu ledové
triste

Ultradestilacni piistroj

Predvazky

Vertikalni elektroforéza

Western blotting

Zdroj pro elektroforézu

Spektrofotometr

4.2 Chemikalie

Nazev chemikalie

2-Merkaptoethanol

Akrylamid, elektroforéza

UNIMAX 1010

Compact

MS 3 basic

AF 80

Milli-Q

PT310

Mini PROTEAN® Tetra
Systém

Trans-Blot® Turbo™
Transfer Systém

PowerPac Universal

Tecan Infinite M200

Blotting Grade Blocker Not-fat Milk

Chlorid draselny, p.a.
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Heidoph

Eppendorf

IKA

Scotsman

Millipore

Sartorius

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Tecan

Vyrobce

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Penta



Chlorid sodny, p.a.

Commassie Brilliant Blue G-250

Dodecylgydrogensulfat sodny (SDS), 90%

Glycin, elektroforéza > 99%

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Hydrogenfosforecnan didraselny bezvody, p.a.

Hydrogenfosforec¢nan sodny dodekahydrat, p.a.

Isobutanol, p.a.

Methanol, p.a.

Mocovina, p.a.

N,N -Methylen (bisakrylamid), f.e.> 99%
Octova kyselina, 99%, p.a.

Persiran amonny, elektroforéza, > 99%
Ponceau S

TEMED, elektroforéza, > 99%

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan, p.a.
TWEEN®™20, for molecular biology

Univerzalni rychloustalova¢, FOMAFIX
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Penta

Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Penta

Penta

Penta

Penta

Penta

Sigma-Aldrich

Penta

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Penta

Sigma-Aldrich

Foma Bohemia



Vyvojka, Fomadon LQN

4.3 Zasobni roztoky:

> 30% Akrylamid (AA) + 0,8% Bisakrylamid (bis-AA)

Foma Bohemia

Akrylamid
Bisakrylamid

Destilovana voda

» 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

30g
08¢g
doplnit na 100 ml

Tris
Destilovana voda

pH upravit konc. HCl na hodnotu pH 8,8

> 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8

185¢g
doplnit na 100 ml

Tris
Destilovana voda

pH upravit konc. HCI na hodnotu pH 6,8

» 10% SDS

6g
doplnit na 100 ml

SDS

Destilovana voda

» 10% Persiran amonny (APS)

10g

doplnit na 100 ml

Persiran amonny

Destilovana voda

» Isobutanol nasyceny vodou

20 mg
200 pl

Smichani isobutanolu s destilovanou vodou

V horni vrstvé je nasyceny isobutanol
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> 0,5% Bromfenolovd mod¥

Bromfenolova modr 5mg

Destilovand voda doplnit na 10 ml

» 5x koncentrovany elektrodovy pufr, pH 8,3

Glycin 72g

Tris 15¢g

SDS 5g

Destilovand voda doplnit na 1000 ml

pH upravit konc. HCI

> Elektrodovy pufr

5x koncentrovany elektrodovy pufr 200 ml

Destilovana voda 800 ml

> Roztok na obarveni nitrocelulozové membrdny, -0,1%Ponceau S v 5% kyseliné octové

Ponceau S 0,1g

5% kyselina octova doplnit na 100 ml

» Zdasobni vzorkovy pufr

SDS 1lg

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 5,0 ml
Glycerol 85% 3,4 ml
0,5% Bromfenolovd modf 0,4 ml
Destilovana voda 1,2 ml

» 10% kyselina octovd

99% kyselina octova 50,5 ml

Destilovana voda 449,5 ml
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» Vzorkovy pufrs 2-merkaptoethanolem

50 ul 2- merkaptoethanolu na 1 ml zdsobniho vzorkového pufru (1:20)

> PBS pufr
137 mM NacCl 80g
2,7 mM KCl 2g
10 mM Na,HPO,4.12H,0 358¢g
2 mM KH,PO, 2,728

Destilovana voda

> 0,1 M Tris pufr, pH 8,0

doplnit na 1000 ml

Tris

Redestilovana voda

Upravit pH na 8,0 pomoci 4 M HCI
Redestilovana voda

Uchovavat v lednici

> 10x zfedény TBS

12,11g
800 ml

doplnit na 1000 ml

Tris Base

NaCl

Destilovana voda
1 M HCI

Upravit pH na 7,6

Destilovana voda

» TBS-T pufr

242 ¢
80g
700 ml
38 ml

doplnit na 1000 ml

Destilovana voda
10x zfedény TBS
Tween 20

Uchovavat v lednici

> Blotovaci pufry

450 ml
50 ml
250 ul

Jednopufrovy systém
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25 mM Tris

192 mM Glycin
20% MeOH
Destilovana voda

pH 8,3 (neupravuje se)

Tripufrovy systém
Anodovy pufr |

300 mM Tris

20% MeOH

Destilovana voda

pH 10,4 (neupravuje se)
Anodovy pufr I

25 mM Tris

20% MeOH

Destilovana voda

pH 10,4 (neupravuje se)
Katodovy pufr

25 mM Tris

0,04 M 6-aminokaproova kyselina
20% MeOH

Destilovana voda

pH 9,4 (neupravuje se)

» 10% kyselina octovad

14,4¢g

3,03g

200 ml (100%)
doplnit na 1000 ml

3,642¢
20 ml (100%)
doplnit na 100 ml

15g
100 ml
doplnit na 500 ml

0,303 g

0,525¢g

20 ml (100%)
doplnit na 100 ml

Kyselina octova 10,1 ml

Destilovana voda na 100 ml
» Promyvaci pufr PBS-T

PBS 100 ml

Tween 20 1 ml

Destilovana voda
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> Blokovaci pufry

5% mléko v PBS-T
Susené odtucénéné mléko

PBS-T

5% mléko v TBS-T
Susené odtucénéné mléko

TBS-T

> 3% roztok suseného mléka v PBS-T

58
doplnit na 100 ml

58
doplnit na 100 mi

Susené odtucénéné mléko

PBS-T

> 3% roztok suseného mléka v TBS-T

38
doplnit na 100 ml

Susené odtucénéné mléko

TBS-T

» 3% roztok hovéziho sérového albuminu

38
doplnit na 100 ml

BSA
TBS-T

> Vyvojka (poZadované Fedéni 1:10)

3g
doplnit na 100 ml

Vyvojka FOMADON LQN 8 ml

Destilovana voda 72 ml
» Ustalovac (poZadované Fedéni 1:5)

Univerzalni rychloustalovac 17 ml

Destilovand voda 85 ml

Poté byly presunuty opét do vody, okapany a povéseny ve svislé poloze na vzduchu.



> Stripovaci pufr

0,5 M Tris-Cl, pH 6,8
10% SDS
B-merkaptoethanol

Destilovana voda

4.4 Standard molekulovych hmotnosti

Nazev

Precision Plus Protein™ Standards, All
Blue

4.5 Kity

Nazev

ECL Prime Western blotting detek¢ni
reagent

BCA kit

4.6 Protilatky

Nazev

Krali¢i protilatka proti DHRS8
(ab103087)

Krali¢i protilatka proti DHRS8 (ab
113490)

Krali¢i protilatka proti DHRS12

Vyrobce

Bio-Rad

Vyrobce

GE Healthcare Life

Sigma-Aldrich

Vyrobce

Abcam, UK

Abcam, UK

Abcam, UK
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(ab177968)

HRP-kojugovana praseci protilatka proti ~ Dako, Denmark
krali¢i protilatce (P0217)

Mysi protilatka proti B-aktinu (ab8226) Abcam, UK

4.7 Vzorky

Pro imunochemické stanoveni enzymi DHRS8 a DHRS12 v lidskych tkanich bylo
pouzito 16 vzorkl lidskych tkéni z 5 objekti muzského pohlavi ve stiednim véku. Pficina
umrti byla nédhla smrt bez zjevného onemocnéni, které by mélo na smrt dopad. Vzorky byly
ziskany z Ustavu soudniho 1ékatstvi, Lékatské fakulty UK a Fakultni nemocnice v Hradci
Kréalové, za schvaleni etické komise. Po separaci vzorkll byly uschovany pfi teploté -80 °C
v hlubokomrazicim boxu. Tyto vzorky byly zpracované Mgr. Terezou Lundovou na Katedie

biochemickych véd, Faf UK, jak bylo popsano diive (Lundova et al., 2016).

Rekombinantni forma DHRS8 a DHRS12 byla ziskana stejnym postupem jako jiz
diive zkoumany enzym DHRS7 (Stambergova et al., 2013). Lidska cDNA kédujici enzymy
DHRSS8 a DHRS12 byla ziskana z genové knihovny Structural Genomics Consortium (SGC)
(Stambergova et al., 2013).

Insert byl zaklonovan do plazmidu pFB-CTI10HF-LIC a pouzit pro pfeneseni do
bakmidu v DH10Bac bunkach. DNA izolovana z bakmidu byla transfekovana do hmyzich Sf9
bun¢k. Exprese rekombinantnich lidskych DHRS8 A DHRS12 byla provedena v suspenzi
bunék Sf9, které byly infikovany rekombinantnim virem a inkubovany pii 27 °C po dobu 65
hodin (Skarka et al., 2014).

Buniky Sf9 byly zpracovany centrifugaci pti 3000xg po dobu 10 min pii 4 °C. Pelety
byly omyty v poloviénim objemu bunééné kultury 0,1 M draselno-fosfatovym pufrem (pH
7,5) a znovu sto€eny stejnym zplsobem jako ptfedtim. Pelety byly déale promyty v lyzacnim
pufru (0,1 M draselno-fosfatového pufr; 50 mM KCI; 250 mM sacharo6za; 1,1 mM EDTA (pH
8,00); 0,5 mM PMSF; 0,5 mM DTT; 0,5 mM AEBSF; 1:1000 koktejl inhibitort proteas) pii 4
°C. Pelety byly rozdéleny 1/50 lyzacniho pufru a sonikovany 25 sekund pfi pulzech 49 W.
Homogenni vzorky byly centrifugovany pifi 12 000xg po dobu 20 minut a 4 °C. Na
supernatanty byla pouzita ultracentrifuga 1 hodinu pifi 185 000g a 4°C. Pelety byly
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resuspendovany v resuspendacnim pufru (0,1 M draselno-fosfatovy pufr; 1,1 mM EDTA; 50
mM KCI; 0,5 mM DTT; 0,5 mM AEBSF; 0,5 mM PMSF; 20% glycerol) (Stambergova, 2013;
Skarka et al., 2014).

Takto byly pfipravené kontrolni vzorky Sf9-Mi-DHRSS, 12 (8f9-obsahujici
nadexprimovany enzym DHRS8 a DHRS12).

5 Metodika

5.1 Dot blot

K optimalizaci koncentrace pouzivanych protilatek byla vyuzita rychld metoda Dot
blot. Jako nosi¢ pro vzorky proteint byla pouzita nitrocelulozova membrana. Na
nitrocelul6zovou membranu byly aplikovany vzorky pipetou. Rozmér obdélnikl byl cca 1,5 x

2,5 cm.

Primarni protildtka byla pfipravena v koncentracich 1: 1000, 1: 2000, 1: 4000, 1:

8000 rozpusténim v 3% suseném mléce v PBS-T pufru.

Na membranu o velikosti 1,5 x 2,5 byly napipetovany vzorky (Sf9 obsahujici
nadexprimovany enzym DHRSS) o koncentraci proteinu 5 a 10 pg (Obrazek 14) a ponechany,

aby patficné zaschly.

vzl vz C.

(L3
| )

Obrazek 14: Nakres nitrocelul6zové membrany se znazornénymi vzorky pro dot blot

Membrana byla vloZzena do nadoby s 3% blokovacim mlékem a zanechana 1,5 h na
kyvacce. Po uplynuti této doby bylo blokovaci mléko zaménéno za krali¢i primarni protilatku
v riiznych koncentracich a ponechdno inkubovat pfes noc za chladu na rotatoru. Dalsi den
byla primarni protilatka slita a membrana byla tfikrat kratce a tfikrat a po 10 minutach

oplachnuta v PBS-T (ptfipadné TBS-T pufru).
Dale byla pouzita sekundarni praseCi protilatka (P0217) proti krali¢ci primarni
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protilatce v fedéni 1:20 000. Nadoby s membranou a protilatkou byly na michacce ponechany
1,5 hodiny pfi pokojové teploté. Poté byly 3x kratce a 3x po 10 minutach opét promyvany
v PBS-T (TBS-T) pufru na kyvacce.

5.2 SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Jelikoz jsme ve vzorcich méli nadmérné mnozstvi riznych typt bilkovin, byla vyuzita
metoda SDS-PAGE, pomoci které byly proteiny separovany podle molekulovych hmotnosti
(Alberts et al., 2008).

5.2.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Pro ptipravu polyakrylamidového gelu bylo pouzito sklo se spacery o hloubce 0,75
mm a tenké kryci sklo. Pro pfesnost vysledkii byla skla dikladné umyta jarem, destilovanou
vodou, lihomethanolem pro rychlejsi usuSeni a polozena do vertikalni polohy. Po oschnuti
byla skla ptilozena k sobé a spojena sponami. Zadni strana skel byla pietaZzena parafilmem a

nakonec upevnéna do nalévaciho ramecku.

V dal$im kroku byl namichan separa¢ni gel a ptidané APS iniciovalo reakci. Po
iniciaci byl ihned pfidan TEMED. Roztok byl dostate¢né promichdn a pomoci pipety nanesen
mezi skla. Takto vytvoreny gel byl pfevrstven isobutanolem, ktery zabraiiuje vysychani gelu a

ponechan polymerovat minimalné 45 min.
Po uplynuti této doby byl isobutanol slit a proplachnut destilovanou vodou.

Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl nanesen gel zaostfovaci. Vysledny gel byl tedy
slozen z 12,5% separacniho a 4% koncentra¢niho gelu (Tabulka 1). Na zavér byl mezi skla
vsunut plastovy hieben, ktery slouzil k vytvofeni jamek pro aplikaci vzorki. Separacni gel

polymeroval vice nez 90 minut, popft. pies noc pii 4 °C.
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Tabulka 1: Pfiprava polyakrylamidového gelu
Separac¢ni gel 12,5%

1gel 2 gely

Destilovana voda 3,2 ml Destilovana voda 6,4 ml

1,5 M Tris-HCI; pH 8,8 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI; pH 8,8 5,0 ml
10% SDS 100 pl 10% SDS 200 pl

30% AA+0,8% bis-AA 4,2 ml 30% AA+ 0,8% bis-AA 8,4 mi

Iniciace polymerace:
10% APS 100 pl 10% APS 200 pl

TEMED 5yl TEMED 10ul

Koncentracni gel 4%

1 gel 2 gely

Destilovana voda 3,125 ml Destilovana voda 6,25 ml
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 6,25 ml
10% SDS 50 pl 10% SDS 100 pl

30% AA +0,8% bis-AA 500 pl 30% AA +0,8% bis-AA 1 ml

Iniciace polymerace:
10% APS 100 ul 10% APS 200 pl

TEMED 5 pl TEMED 10 pl

5.2.2 Priprava vzorki pro elektroforézu
Nejprve byl zapnut termoblok, aby se pfedehial na pozadovanych 95 °C. Mezitim byly

smichdny vzorky stanovovaného proteinu se vzorkovym pufrem obsahujicim
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merkaptoethanol (Tabulka 2) vpoméru 1:4. Takto pfipravené vzorky byly vlozeny do
termobloku a vystaveny teploté¢ 95 °C po dobu 5 minut. Vlivem zvySené teploty byla ¢ast
roztoku odpatena, a proto bylo nutné tyto orosené vzorky kratce stocit v centrifuze (13 000xg,

45 sekund).

Tabulka 2: Priprava vzorkového pufru obsahujiciho 2- merkaptoethanol.

Komponenta Mnozstvi
Vzorkovy pufr 75 ul
2- merkaptoethanol 25 pl

5.2.3 Priprava kontrolniho (porovnavajiciho) vzorku
Kontrolni vzorek (rekombinantni forma enzyma DHRSS, 12 ) byl vytvofen smichanim
zasobniho roztoku kontroly, poté pfidanim vody a nakonec pufru (Tabulka 3). Poté byl

napipetovan spole¢né se zkousejicimi vzorky.

Tabulka 3: Priprava kontrolniho roztoku k porovnani zkousenych vzorki.

Komponenta MnozZstvi
Zasobni roztok kontroly 0,6 ul
Destilovana voda 9,4 ul
Vzorkovy pufr 2,5 ul

5.2.4 SDS elektroforéza

Z hotového gelu byl opatrné vyjmut plastovy hieben, ktery vytvoftil jamky pro vzorky.
Nasledné¢ byly skla s gely upevnény do elektroforetického stojanu a zajiStény sponami.
Vznikld mezera mezi skly byla vyplnéna elektrodovym pufrem a cely systém polozen do vany
urcené pro elektroforézu. Elektroforetickd vana byla nakonec vloZena jeSté do vétsi nadoby

s ledem za ucelem chlazeni celého systému.
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Vsechny testované vzorky byly spolecné s kontrolnim roztokem napipetovany do
jamek. Stojan byl doplnén az po okraj 1x koncentrovanym elektrodovym pufrem. Cely systém
byl zapojen ke zdroji stejnosmérného napéti. Prvnich 15 minut byly gely vystaveny napéti
100 V. Poté bylo napéti zvyseno na 160 V do doby, nez startovni ¢elo se vzorky dob¢hlo az na
konec gelu. Nasledné¢ byl zdroj napéti vypnut a skla byla rozeviena pomoci klinku.
Polyakrylamidové gely byly vyjmuty. Poslednim krokem bylo odstranéni koncentracniho gelu

a odtiznuti spacerq.

5.3 Western blotting (WB)

Upravené gely (vyjmuté ze skel, ofiznuté a zbavené koncentracnich geli) byly vloZeny
do predem pfipravenych nadob s blotovacim anodovym pufrem II. V téchto nadobach byly

ponechany 10-15 minut. Do anodového pufru byla vlozena také nitrocelul6zova membrana.

Principem western blotingu v prvni fazi je transport proteint z elektroforetického gelu
na nitrocelul6zovou membranu. Toho se docili uspofadanim filtraCnich papird do tzv.
sendvi¢ového systému. Pro pfenos byl vyuZit jak semi-dry pienos (Obrazek 15) tak pozdé&ji 1

wet ptenos popsany nize (Obrazek 16).

5.3.1 Semi-dry prenos

Sendviovy systém se skladd z péti vrstev (Obrazku 15). Pro dosaZeni dostate¢né
tloustky kazdé vrstvy, byly na kazdy druh pufru pouzity vzdy tfi filtrani papiry pfiblizné
stejné velke jako okrojené gely. Jednotlivé vrstvy byly postupné pfeneseny pomoci pinzety do

kazety blotovaciho pfistroje.
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3x filtracni papir v katodovém pufru

gel
nitrocelulozova membrana

3x filtragni papir v anodovem pufru ll

3x filtracni papir v anodovém pufrul

@

Obrazek 15: Metoda SEMI-DRY pienos-Sestaveny sendvi¢ pro transport proteinii z gelu na membranu
(upraveno dle Internet 3).

Po polozeni vSech casti komplexu, byla kazeta uzaviena a pro transport proteinil
pouzito konstantni napéti 10 V po dobu 30 min. Po uplynuti této doby bylo nastaveni napéti

zménéno na 25 V.

5.3.2 Wet prenos
V prvnim kroku byla PVDF (polyvinyliden difluoridovd) membrdna aktivovéna

namocenim do methanolu (MeOH) (5 minut).
Gel se separovanymi proteiny byl vlozen do blotovaciho pufru.

Z MeOH do blotovaciho pufru byla pfenesena i PVDF membrana. Do dalsi krabicky
s blotovacim pufrem byl ponofen tlusty filtracni papir (2 ks pro jeden gel) a blotovaci

houbicky. Vse bylo ponechano v blotovacim pufru cca 10 minut.

Déle bylo poskladano z jednotlivych ¢asti sendvicoveé usporadani (Obrazek 16).
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Blotovaci houbicka

Silny filtracni papir
Gel

PVDF membrana

Silny filtracni papir

Blotovaci houbicka

Obrazek 16: Metoda WET pi‘enos-Sestaveny sendvi¢ pro transport proteinii z gelu na membrinu
(upraveno dle Internet 3).

Hotovy blotovaci sendvi¢ byl uzavien a vsunut do blotovaciho nastavce. Blotovaci
nastavec byl vlozen do elektroforetické blotovaci vany s elektrodovym pufrem, aby
nedochdzelo k pfiliSnému zahtivani. Nakonec bylo pfipojeno viko s kabely ke zdroji a spustén

konstantni proud 80 mA po dobu 19 hodin (ptes noc).
Po dobé&hnuti blotingu byla membrana pomoci pinzety opatrné vyjmuta.

Jako kontrolu pfenosu proteini z gelu na membranu bylo vyuZito barveni pomoci

Ponceau S.

5.4 Kontrola pienosu proteinii (barveni membrany pomoci Ponceau S)

Uspésnost ptenosu proteinil z gelu na membranu byla ovéfena obarvenim membrany
pomoci barviva Ponceau S (0,1%). JeSté€ pfed samotnym zbarvenim je duilezité si zvyraznit

(napt. tuzkou) kontrolni marker. Po odbarveni neni totiz viditelny.

Nitrocelul6zovd membrana (nebo PVDF) byla minimalné¢ na 1 minutu vystavena
reakci s roztokem, uspéSnost pfenosu proteinll byla vizualné zkontrolovdna a membréana byla

poté opét odbarvena pomoci 10% kyseliny octové a oplachnuta pomoci PBS-T.

5.5 Blokace membrany

Blokace membrany byla uskute¢néna pomoci 5% blokovaciho pufru ze suSeného

mléka. Tento proces probihal pfiblizn€¢ 1,5 hodiny za mirného michani. Blokovaci pufr byl
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nasledné¢ slit a membrana byla dvakrat oplachnuta PBS-T pufrem.

5.6 Priprava a aplikace protilatek

Po separaci proteinti, ndslednému pienosu z gelu na membranu, byla vyuzita metoda

imunodetekce za pouziti specifickych protilatek proti testovanym enzymum.

5.6.1 Priprava protilatek
Kralici primarni protilatka proti DHRSS (ab113490) v 3% mléku

Roztok primarni protilatky byl vytvofen z 3% roztoku susené¢ho mléka v PBS-T pufru.
Koncentrace protilatky byla zvolena nejprve dle navodu vyrobce 1:1000. Poté bylo fedéni

upravovano.
Kralici primarni protilatka proti DHRSS (ab113490, ab 103087) v 3% BSA

Dale byla vyzkouSena zména prostfedi pro protilatky. Prostfedi bylo tvotfeno z 3%
roztoku hovéziho sérového albuminu v TBS-T pufru. Pocatecni koncentrace protilatky byla

zvolena dle navodu vyrobce 1:1000 a poté bylo fedéni upravovano.
Mysi primarni protilatka proti f-aktinu v 3% BSA

Pro kontrolu stability vzorkd byla zvolena primarni protilatka proti B-aktinu
v prostiedi 3% roztoku hovéziho sérového albuminu v TBS-T pufru. Pocatecni koncentraci

protilatky jsme zvolili dle ndvodu vyrobce 1:10 000.
Praseci sekundarni protilatka proti kralicim protilatkam v 3% mléce

Roztok sekundarni protilatky, ktery detekoval primarni krali¢i protilatku, byl sloZen
z 3% suseného mléka v PBS-T (ptipadné TBS-T pufru). Pocate¢ni koncentrace protilatky byla
zvolena dle navodu vyrobce 1:20 000.

Praseci sekundarni protilatka proti kralicim protilatkam v 3% BSA

Jako u priméarnich protilatek, taktéz u sekundarnich protilatek, byla zkouSena zména
prostfedi. Z 3% suSené¢ho mléka byl ptfechod na 3% roztok hovezi sérovy albumin v PBS-T

(ptipadné TBS-T) pufru. Koncentrace byla zvolena dle ndvodu vyrobce 1:20 000.
Kralici sekundarni protilatka proti mysi primarni protilatce f-aktinu v 3 % BSA

Roztok sekundérni protilatky proti B-aktinu, obsaZeném v mysi primarni protilatce, byl

slozen z 3% hovéziho sérového albuminu v prostiedi TBS-T pufru. Koncentrace protilatky
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byla zvolena dle navodu vyrobce 1:20 000.

5.6.2 Nanaseni protilatek
Takto pfipravené primarni protilatky byly nality do menSich nadob spolecné
s vlozenou membranou, uzavieny a poloZzeny na kyvacku. Na kyvacce byly pies noc

inkubovany za chladu.

Dalsi den byla primarni protilatka slita, membrana byla kratce 3x proplachnuta v PBS-
T (ptipadn€ TBS-T) pufru a poté 3x po 10 minutach taktéz v tomto pufru. Optimalni mnozstvi
pufru zaujimalo 4 ml/cm® membrany. V dalim kroku byly aplikovany roztoky sekundarnich

protilatek.

Ptipraveny roztok sekundarni protilatky byl nalit na membranu a dle vyrobce byl
ponechéan 1,5 hodiny na kyvacce pii laboratorni teploté. Po inkubaci byl roztok sekundérni
protilatky slit do naddobky a ulozen do mrazaku. Tento roztok bylo mozné vyuzit az 3x. Jako u
primarni protilatky, tak i u sekundarni byla membrana 3x kratce proplachnuta PBS-T (TBS-T)
pufrem a déle 3x po 10 minutach znovu PBS-T (TBS-T).

5.7 Vizualizace a vyhodnoceni

K vizualizaci byl vyuzit detekéni systém (Amersham ECL Prime Western Blotting),
ktery je kompatibilni ke zvolené sekundarni protilatce. JelikozZ je zavérecnd reakce citlivd na
svétlo, byl cely proces uskuteénén v temné komote. Detekéni systém byl slozen z roztoku A a
B v poméru 1:1, dle navodu vyrobce kitu. Objem detekéniho systému byl takovy, aby cca

0,05 ml tohoto roztoku bylo naneseno na 1 cm” membrany.

> Detekéni roztok

Detekéni roztok | 1ml

Detekéni roztok 1 1ml

Co nejrychleji byl tento roztok rozprostien po celé membrang tak, aby se membrana
zbyte¢né nevysousela. Po cca 5 min expozice byla membrana pomoci pinzety jemné vloZena
mezi potravinaiskou folii. Na folii s membréanou, byl polozen film o velikosti membrany a

ponechan exponovat od 1 minuty az po 1,5 hodiny.
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Film byl vyvolan tim, ze byl pfenesen do nadobky s vyvojkou (fedéna vodou 1:10),

kde byl za jemného krouzeni ponechén az do zobrazeni prouzku patficim kontrolam.

Déle byl film prenesen do vody, kde byl rychle oplachnut a pfenesen do nadobky

s ustalovacem (fedén vodou dle navodu vyrobce 1:5).

Film byl nasledné opét oplachnut ve vodé a usuSen na vzduchu.

5.8 Méreni koncentrace proteinu metodou BCA

Stanoveni celkové koncentrace proteinli ve vzorcich bylo uskute¢néno metodou BCA
(reagent je kyselina bicinchoninova) pomoci komeréné dostupného kitu (postup stanoveni dle
doporuceni vyrobce). MnozZstvi proteinu bylo métfeno spektrofotometrem pii vinové délce 592
nm. Standardem pro vytyeni kalibraéni kiivky byl BSA (100-1000 pg/ml) (Stambergova,
2013).

5.9 Stripovani, znovupouziti membrany

U nékterych membran byla provedena opakovand imunodetekce s vyuZitim jinych
primarnich protildtek. Pro tyto ucely musi byt membrana nejdiive zbavena pivodné
navazanych protilatek. Po chemiluminiscen¢ni reakci je potfeba membranu peclivé zabalit do

potravinatské folie a dat do lednice (takto upravena vydrzi i n€kolik tydni).
Membrana byla oplachnuta ve 30 ml stripovacim pufru po dobu 30 min pii 50 °C.

Membrana byla dale 3x oplachnuta TBS-T pufrem po 15 minutidch. Po proplachnuti
byla membrana uloZena na 1,5 hodiny do 5% blokovaciho mléka. Nésledné byla aplikovana

primarni a sekundarni protilatka. Dale se postupuje klasicky az do vyvoléani na film.
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E. VYSLEDKY

Exprese proteinu DHRSS ve vzorcich lidskych tkéani (4 lid¢, 16 druhti tkani, muZzského
pohlavi) byla zaznamenana metodou Western blotting a naslednou imunodetekci. Pred
samotnym stanovenim enzymu byla provedena optimalizace podminek pro pokus- fedéni
primarni protilatky, zména metody pienosu proteinu, zména prostiedi pro protilatku a jako
posledni zména samotné primdrni protilatky. Exprese byla potvrzena u jaterni tkang,

nadledvin, plicich, ledvinéach, varlatech, tenkém a tlustém stfeve.

Jelikoz je enzym DHRS8 zminovan castéji v diivéjSich publikacich s pozitivnim
nalezem v lidskych tkanich, byl pro nase ucely k potvrzeni nebo vyvraceni vyskytu idealni.
Vyzkum byl proto zaméfen vice na optimalizaci podminek pro enzym DHRS8 nez DHRS12,

o kterém v publikacich neni téméi Zadna zminka.

Enzym DHRS12 byl testovan také, ale v menSi mife. Exprese proteinu v testovanych

lidskych tkanich u DHRS12 prokazana nebyla.

6 DHRSS8

6.1 Optimalizace detekce proteinu DHRSS8

Casto se stava, ze pii aplikaci protilatek je doporugené fedéni zbyteén& malé. Proto

byla nejprve provedena optimalizace fedéni primarni krali¢i protilatky proti DHRSS.

6.1.1 Optimalizace Fedéni krali¢i protilatky proti DHRSS8

Optimalizace byla uskute¢néna pomoci Dot blot metody (viz kapitola 5.1). Jako
vzorky byly pouzity Sf9-Mi-DHRS8 (5f9 mikrosomy obsahujici nadmérné exprimovany
DHRSS). Vzorky byly naneseny ve dvou koncentracich (5 a 10 pg bilkoviny na spot) na
nitrocelulosovou membranu pro vSechna fedéni. Pro zkouSku citlivosti primarni protilatky
proti DHRSS8 (ab 113490) bylo zvoleno fedéni 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:8000. Jako
sekundarni protilatka byla pouZita praseci protilatka proti krali¢i s fedénim 1:20 000 ve 3%
mléce. Redéni bylo zvoleno na zakladé dlouhodobych zkugenosti s touto protildtkou na nagem

pracovisti.

Vzhledem ktomu, Ze pouzitd sekundarni protildtka je konjugovéana s kienovou

peroxidasou, byl pro detekci zvolen Amersham ECL Prime Western Blotting detekéni systém.
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Tento reak¢ni systém se sklada z roztoku A (roztok luminolu) a roztoku B (roztok peroxidu).
Smichdno v poméru 1:1. Vznikld chemiluminiscence byla zachycena na fotopapir. Vysledek

je na Obrazek 17.

5ug 10ug

Obrazek 17: Optimalizace koncentrace primarni krali¢i protilatky (ab 113490) pomoci metody Dot blot.
Byly pouzity 2 rtizné koncentrace SfY9-Mi-DHRSS8 (5 a 10 pg) a primarni krali¢i protilatka proti
DHRSS8 v iedéni 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:8000 v 3% mléce, doba inkubace pies noc.
Sekundarni praseci protilatka proti krali¢im protilatkam v fedéni 1: 20 000 v 3% mléce, doba inkubace
1,5 hodiny. Expozice 5 min.

Na Obrazku 17 je zfejmé, Ze pii fedéni 1: 1000 primarni krali¢i protilatkou je DHRSS8
detekovana dostatecné. U vétsiho fedéni 1: 2000 uz je detekce slabsi, proto bylo zvoleno

radéji fedéni 1:1000, které je doporucené i vyrobcem.

6.1.2 Zkouska zvoleného fedéni protilatky na realnych vzorcich

Jako testovaci vzorek byl k dispozici homogenat z lidskych tkani. Mnozstvi proteinu z
kazdého typu tkané bylo 40 pg bilkovin. Bilkoviny byly separovany pomoci SDS
elektroforézy. Na nitrocelulosovou membranu preneseny semi-dry prenosem (viz kap 5.3.1).
Jako priméarni protilatka byla pouZzita krali¢i protilatka proti DHRS8 (ab 113490) v fedéni 1:
1000 ve 3% mléce. Sekundarni protildtkou byla praseci protilatka proti primarni kralici
protilatce v fedéni 1: 20 000 ve 3% BSA. Detekce probéhla v temné komote za pilisobeni
detek¢niho systému ponechaného na vzorcich 5 minut. Expozice poté trvala 1 minutu
(Obrazek 18).
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Obrazek 18: Testovani na vzorcich lidskych tkani homogenatu ¢lovéka 2.
Primarni krali¢i protilatka proti DHRSS (ab 113490) v fedéni 1:1000 ve 3% mléce. Inkubace pies noc.
Sekundarni prasec¢i protilatka proti primarni krali¢i protilatce v fedéni 1:20 000 v 3% BSA. Doba
inkubace 1,5 hodiny. Expozice trvala 1 minutu.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, SL-slezina, M-mozek, PL-
plice, ST- sitnice, K(8)- kontrolni roztok DHRSS, Film B: VR-varle, P-prostat, TN-tenké stievo, TL-
tlusté stievo, KS-kosterni sval, SZ-Stitnd Zldza, K(8)- kontrolni roztok DHRSS8

U filmu A nebyl hledany protein DHRS8 detekovan u zadného ze vzorkd homogenatu
z tkdni Cloveéka 2. Kontrolni roztok, ktery ma potvrdit spravnost celého postupu, byl vSak
detekovany dobfe. Stejny ndlez byl 1 u filmu B. Vysledek byl vyhodnocen jako

pravdépodobné nedostatecné mnozstvi pirenesenych proteinii na membranu. Proto byla dale

wevr

6.1.3 ZvySeni ufinnosti pienosu proteini na membranu

K dal$imu pokusu byl pouzit homogenat z tkani ¢loveéka 1. Na zakladé predesliého
vysledku pti zkouSce fedéni protilatky na realnych vzorcich, bylo zvySeno mnozstvi bilkovin
ve vzorcich z pivodnich 40 pg na 50 pg. Jako separacni metoda byla vyuzita SDS PAGE.
Semi dry ptenos byl nahrazen wet pfenosem (viz kap 5.3.2). DHRSS byl detekovan pomoci
primarni krali¢i protilatky (fedéni 1: 1000 v 3% BSA, ptes noc v chladu) a sekundarni praseci

protilatky (fedéni 1:20 000 ve 3% BSA, 1,5 hodiny). Expozice trvala 5 minut.

FILM A FILM B

§ ) PL Z TN SN TL ST K(8) VR L NN P S SZ M KSK(@

Obrazek 19: Testovani na vzorcich lidskych tkani homogenatu ¢lovéka 1.
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Separace probéhla pomoci SDS PAGE, podminky: 12,5% separacni polyakrylamidovy gel,
100 V prvnich 15 min, poté 160 V dalSich cca 45 min, wet pfenos na PVDF membranu. Primarni
krali¢i protilatka proti DHRSS (ab 113490) byla v fedéni 1: 1000 v 3% BSA (inkubace pfes noc
v chladu) a jako sekundarni praseci protilatka proti krali¢i protilatce (1,5 hodiny inkubace). Expozice 5
minut.

Legenda: Film A:S7-5titnd Zldza, J-jatra, PL-plice, 7-Zaludek, TN-tenké stievo, SN-slinivka,
TL-tlusté strevo, ST-sitnice, K(8)-kontrolni roztok DHRSS, Film B: VR-varlata, L-ledviny, NL-
nadledvina, P-prostata, S-srdce, SZ-slezina, M-mozek, KS-kosterni sval, K(8)- kontrolni roztok DHRSS

Na Obrazku 19 je vidét, ze byly detekovany bilkoviny na urovni 37 kDa, ale bohuzel
se ukdzaly i dalsi nespecifické vazby u jinych velikosti proteinti a kontrola se ¢tyfmi pruhy.
Tento vysledek mohl byt zplsobeny tim, ze byla pouzita pfili§ koncentrovand primarni

protilatka.

6.1.4 Uprava fedéni primarni protilatky

Z predchozich experimentii bylo zjisténo, ze koncentrace bilkovin ve vzorku 40 pg
bilkovin nestaci, proto bylo zvoleno opét 50 pg bilkovin. Vzorek byl homogenat ze tkani
cloveéka 3. Celé testovani bylo zopakovano obdobné jako je to v kapitole pfedchozi (viz
kap.6.1.3) s tim rozdilem, ze fedéni primarni krali¢i protilatky proti DHRS8 (ab 113490) bylo
zménéno z fedéni 1:1000 na 1:5000 v 3% BSA. Expozice byla 50 min (Obrazek 20).

FILM A: FILM B:

NLSN L J S M PL SZ K@) VR P

7 TN TL KS ST & K(8)

Obrazek 20: Testovani na vzorcich homogenatu ¢lovéka 3, zména koncentrace primarni protilatky z
1:1000 na 1:5000 v 3% BSA.
Separacni technika SDS PAGE elektroforéza, wet metoda (jednopufrovy systém, podminky: PVDF) 2
pm (15 minut v methanolu) 3 silné pruhy, 80 mV ptes noc, 100 mA 4 hodiny béhem dopoledne.
Blokace v 5% mléce v TBST 2 hodiny. Primarni krali¢i protilatka proti DHRSS (fedéni 1:5000 v 3%
BSA, pfes noc v chladném prostredi) a dale sekundarni protilatka proti krali¢i protilatce (fedéni 1:
20 000 v 3% BSA, 1,5 hodiny). Expozice 50 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledvina, SN-slinivka, L-ledvina, J-jdtra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina, K(8)- kontrolni roztok DHRSS, Film B: VR-varle, P-prostata, Z-aludek, TN-tenké stievo,
TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, ST- sitnice, SZ-titnd Zldza, K(8)- kontrolni vzorek DHRS8

U filmu A 1 B vzorki homogenatu ¢lovéka 3 byly znovu detekovany nespecifické
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vazby. Hypotéza z piredchoziho fedéni-vétSim fedénim primarni protilatky (z 1:1000 na
1:5000) se miize detekovat méné nebo zadné nespecifické vazby, byla v tomto piipad¢ mylna.

Kontrola ma navic znovu 4 pruhy.

6.1.5 Uprava sloZeni Fediciho roztoku protilatky
Na zaklad¢ doposud otestovanych vzork tkani byla zménéna koncentrace bilkovin ve
vzorku ze 40 pg bilkovin na 50 pg. Dale bylo zménéno fedéni primarni protilatky z 1:1000 na

1:5000.

V tomto pokusu bylo zménéno prostredi primarni krali¢i protilatky proti DHRS8 (ab
113490) z 3% BSA na 3% mléko. Toto prostiedi bylo zvoleno diky vétsi blokovaci schopnosti
mléka oproti bovinnimu albuminu. Pfi testovani jsme méli k dispozici PVDF membrénu, na
které byly pfeneseny bilkoviny homogenatu ze tkani ¢lovéka 3. Nasledovala blokace 1,5
hodinu v mléce (podle kap. 5.5) a poté byly aplikovany protilatky standardnim postupem.
Byla pouzita primarni krali¢i protilatka proti DHRS8 v fedéni 1:5000 ve 3% mléce pies noc,
sekundarni praseci protilatka proti krali¢i protilatce v fedéni 1:20 000 v 3% BSA, 1,5 hodiny.

Detekce prob¢hla v temné komote. Expozice 45 minut (Obrazek 21).

FILM A

NL SN L J § M PL SZ K(8)

FILM B

VR P Z TN TL KS 52 K(@8)

Obrazek 21: Testovani na vzorcich lidskych tkani homogenatu ¢lovéka 3— primarni krali¢i protilatka proti
DHRSS v fedéni 1:5000 ve 3% mléce.
Separace pomoci SDS-PAGE elektroforézy a wet ptrenos. Podminky: PVDF membrana (15 min
v methanolu), 2um; 3 filtraéni papiry (siln€), vSe v pufru TRIS, glycin; 80 mA, cca 50 V (pfes noc);
blokace 5% mlékem v TBS-T 2 hodiny. Vyuziti primarni krali¢i protilatky proti DHRSS8 v fedéni
1:5000 ve 3% mléce pfes noc, sekundarni praseci protilatka proti kralici v fedéni 1:20 000 v 3% BSA,
1,5 hodiny. Expozice fotofilmu s membranou 45 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina, K(8)- kontrolni roztok DHRSS, Film B: VR-varle, P-prostata, Z-aludek, TN-tenké stievo,
TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, S7- §titnd Zldza, K(8)-kontrolni roztok DHRSS

Ackoliv prostfedi bylo zménéno z bovinniho sérového albuminu na vice blokovaci
mlécné, nebylo presto docileno pozadovaného vysledku. Na rozdil od piedchoziho pokusu

s BSA, kde byly detekovany téméf vSechny proteiny na membrané, v prostiedi mléka byly
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velmi Spatné viditelné 1 samotné kontroly obsahujici zna¢ny nadbytek DHRSS.

6.1.6 Ovéreni stability vzorki

Na zéklad¢ dosavadnich vysledkii byla dosud pouzivana protildtka vyhodnocena jako
nekvalitni. Pro jistotu jesté byla ovétena stabilita vzorkii pomoci detekce B-aktinu. Na ovéfeni
stability vzorkti (homogenat- 50 pg bilkovin) byla pouzila metoda stripovani (viz kap. 5.9) za
znovupouziti membrany. Po ostripovani a blokaci mlékem, byla membrana inkubovana
s mysi primarni protilatkou proti B-aktinu v fedéni 1:10 000 (dle doporuceni vyrobce) v 3%
BSA (v chladu pfes noc). Déale nasledovalo ptidani sekundarni krali¢i protilatky proti primarni
mys$i protilatce v fedéni 1:20 000 v 3% BSA (1,5 hodiny). Vizualizaci jsme provadéli v temné

komofte za pouziti detekéniho systému (5 minut). Expozice 1 minutu (Obrazek 22).

FILM A: FILM B:
S S (G

& 1 PL Z TN SN TL SL VR L NL P S

Obrazek 22: Detekce B-aktinu u homogenatu z tkani ¢lovéka 1, za ucelem zjisténi stability vzorku.
Stripovani membrany-oplachnuti ve 30 ml stripovacim pufrem 30 min pii 50 °C (ptiprava stripovaciho
pufru viz kap.4.3). 3x po 15 min v TBS-T a blokace v 5% mléce v TBS-T 1,5 hod. Primarni mysi
protilatka proti B-aktinu v fedéni 1:10 000 v 3% BSA (chlad, pfes noc), sekundarni mysi protilatka
proti primérni v fedéni 1:20 000 v 3% BSA (1,5 hodiny). Vizualizace v temné komofe. Detekéni
systém na 5 min, expozice 1 minuta.

Legenda: Film A: S7- §titna #ldza, J-jatra, PL-plice, 7Z-2aludek TN-tenké stievo, SN-slinivka,
TL-tlusti stievo, SL-slezina, Film B: VR-varle, L-ledviny, NL-nadledviny, P-prostata, S-srdce, SZ-
slezina, M-mozek, KS-kosterni sval

Na filmu A a filmu B byl detekovan B-aktin ve vSech tkanich homogenatu ¢lovéka 1 az
na tkan srdeni a kosterniho svalu obsahujici jiny typ B-aktinu, ktery dostupna protilatka

nedetekuje. AZ na tyto dvé tkéané, lze fici, ze vzorky byly v potadku.

6.1.7 Optimalizace ,,nové“ primarni protilatky (ab 103087)

Po zkouSeni riznych alternativ v fedéni a zméné prostiedi pro protilatky byla plivodni
protilatka (ab 113490) vyreklamovéana, ndhradou nadm byla zasldna jind protilatka proti
DHRSS8 (ab 103087). Tato protilatka byla rovnou otestovana na vzorcich lidskych tkéani
v fedéni doporuceném vyrobcem. Testovaci vzorek byl homogenat ztkani c¢lovéka 1
v koncentraci 50 pg bilkovin. Jako metoda pro separaci proteinli byla pouzita SDS-PAGE,

nasledujici metodu Western blotting-wet pienos. Aplikovana primarni protilatka byla krali¢i
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proti DHRSS (ab 103087) v fedéni 1:1000 v 3% BSA (podle doposud provedené optimalizace
z kapitoly 6.1.3) a sekundarni prase¢i proti krali¢i primarni v fedéni 1:20 000 taktéz v 3%

BSA. Vizualizace prob¢hla v temné komote. Expozice probéhla na 5 minut (Obrazek 23).

FILM A:
S 1 P

FILM B:

— e - l
VR L NL P S SZ M KS K(8)

Obrazek 23: Detekce DHRS8 na homogenatu ¢l. 1, nova primarni krali¢i protilatka proti DHRSS8 (ab
103087).
Separacni metoda SDS-PAGE, WET ptenos. Podminky: PVDF membrana, tloustka 2pm, 3 silné
filtra¢ni papiry, Na vSe se vyuzival TRIS, glycin. 80 mA, cca 50 V 19 hodin (ptes noc). Déle blokace
5% mlékem v TBS-T. Primarni krali¢i protilatka proti DHRS8 (ab 103087) v fedéni 1:1000 v 3%
BSA, proplachnuti TBS-T, sekundérni protilatka praseci proti krali¢i v fedéni 1:20 000 v 3% BSA,
proplachnuti TBS-T. Vizualizace v temné komote. Expozice 5 minut.

Legenda: Film A: S7: Stitna #ldza, J-jatra, PL-plice, Z-Zaludek, TN-tenké stievo, TL-tlusté
stievo, ST-sitnice, K(8)- kontrolni roztok, Film B: VR-varlata, L-ledviny, NL-nadledviny, P-prostata, S-
srdce, SZ-slezina, M-mozek, KS-kosterni sval, K(8)- kontrolni roztok DHRSS8

Po zméné primarni protilatky za novou (ab 103087) bylo dosazeno kone¢né dosazeno
ptijatelného vysledku. Na filmu A i B jsou vidét zietelné silné prouzky nami hledané DHRS8
bez nespecifickych vazeb. K expozici na film postacilo 5 minut. Exprese DHRS8 na
bilkovinné trovni byla zachycena u tkén¢ jaterni, nadledvin, varlat, ledvin, plic, slinivky,
tenkého a tlustého stfeva. Nejvyssi koncentrace byla detekovéna v jatrech, plicich, tenkém
stievé, varleti, ledvin a nadledvin. Slabsi koncentrace ve tkani §titné zlazy, slinivky a tlustého

stfeva.

6.2 Optimalizované stanoveni exprese DHRSS8 ve vzorcich

Vzhledem k tomu, ze snovou protildtkou bylo docileno pozadované detekce pfi
prvnim zkouSeném fedéni, bylo toto fedéni pouZzito na samotné stanoveni exprese proteinu
DHRSS v lidskych tkénich. V nasledujicich pokusech byla tedy pouzivana krali¢i protilatka
proti DHRSS8 (ab103087) fedéna 1:1 000 v 3% BSA. Sekundarni protilatkou zistala praseci
protilatka proti krali¢i v fedéni 1:20 000 v 3% BSA. Proteiny byly pfendSeny na PVDF

membranu wet metodou.
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6.2.1 Homogenat z tkani ¢lovéka 3
Stejné jako pii prvnim zkouseni protilatky byla pouzita koncentrace 50 pg bilkovin u
homogenatu cClovéka 3. Vizualizace se uskutecnila v temné komote. Expozice 5 minut

(Obrazek 24).

S M PL SZ K8

VR P z TN TL KS Sz K(8)

Obrazek 24: Detekce DHRS8 na homogenatu ¢l. 3, nova primarni krali¢i protilatka proti DHRSS8 (ab
103087) v 3% BSA.
Separacni metoda SDS-PAGE, WET pienos. Podminky: PVDF membrana, tloustka membrany 2um.
Na v8e se vyuzival TRIS, glycin. 80 mA, cca 50 V (pfes noc). Dale blokace 5% mlékem v TBS.
Primarni krali¢i protilatka (ab 103087) v fedéni 1:1000 v 3% BSA, proplachnuti TBS-T, sekundarni
protilatka praseci proti kralici v fedéni 1:20 000 v 3% BSA, proplachnuti TBS-T. Vizualizace v temné
komote. Expozice 5 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina, K(8)- kontrolni roztok DHRSS, Film B: VR-varlata, P-prostata, 7Z-2aludek, TN-tenké
stievo, TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, S7-5titnd ldza, K(8)-kontrolni roztok DHRSS

Pti opakovani podminek z pfedchoziho uspésného pokusu (viz. kap.6.1.7) byl enzym
DHRSS8 nalezen taktéZ v homogenatu z tkdni ¢loveéka 3. Vyssi koncentrace byla nalezena u

tkani nadledvin, jater, tenkého a tlustého stfeva. Nizs§i koncentrace pak u tkéni ledvin, plic,

varlat a zaludku.

6.2.2 Mikrosomy z tkani ¢lovéka 4

vvvvvv

mikrosomalni frakce v koncentraci 30 pg bilkovin. Expozice prob¢hla na 7 minut (Obrazek

25).
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FILM A:
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FILM B:
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Obrazek 25: Detekce DHRS8 na mikrosomech ¢l. 4 za pouZiti nové primarni krali¢i protilatky proti
DHRSS (ab 103087) Fedéna na 1:1000 v 3% BSA.
SDS-PAGE, WET ptenos. Podminky: PVDF membrana (15 min v methanolu), tloustka membrany
byla 2pm. Na vSe se vyuzival TRIS, glycin. 80 mA, cca 50 V (ponechano pies noc). Déle blokace 5%
mlékem v TBS-T 2 hodiny. Primarni krali¢i protilatka v fedéni 1:1000 v 3% BSA, proplachnuti TBS-
T, sekundarni protilatka prase¢i proti krali¢i v fedéni 1:20 000 v 3% BSA, proplachnuti TBS-T.
Vizualizace v temné komoie. Expozice 7 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina, K(8)- kontrolni roztok s DHRSS, Film B: VR-varlata, P-prostata, Z-Zaludek, TN-tenké
stievo, TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, S7-5titnd ldza, K(8)- kontrolni roztok s DHRSS

Pti pouziti mikrosomt, tedy frakce, kde je pfitomnost DHRS8 ocekavana, nebot’ se
jednd o membranové vazany enzym endoplazmatického retikula byl nalez DHRSS8 velmi
vyrazny. Ve vzorcich z €loveéka 4 byl detekovan v prostaté, Zaludku, tenkém a tlustém stieve,

kosternim svalu a §titné zlaze. Slabsi nalez byl u tkdné¢ z varlete a srdce.

6.2.3 Mikrosomy z tkani ¢lovéka 5
Na dalsi testovani byly k dispozici taktéz mikrosomy z tkdni Clovéka 5. Tentokrat byly
vzorky aplikovany v koncentraci 20 pg misto ptredeslé 30 pg. Expozice trvala 2 hodiny diky

slabému sviceni detek¢niho systému (Obrazek 26).

FILM A:

FILM B:

VR P Z TN TL KS ST SZ

Obrazek 26: Detekce DHRS8 na mikrosomech €l. 5 v koncentraci 20 pg bilkovin, nova primarni krali¢i
protilatka (ab 103087) v Fedéni 1:1000 v 3% BSA.
SDS-PAGE, WET. Podminky: PVDF membrana (15 min v methanolu), tloustka 2um. Na vSe se
vyuzival TRIS, glycin. 80 mA, cca 50 V 19 hodin (v chladu, pfes noc). Dale blokace 5% mlékem
v TBS-T 2 hodiny. Primarni krali¢i protilatka (ab 103087) v fedéni 1:1000 v 3 % BSA, sekundarni
protilatka praseci proti kralici v fedéni 1:20 000 v 3 %BSA, proplachnuti TBS-T. Vizualizace v temné
komote. Expozice 2 hodiny

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina., Film B: VR-varlata, P-prostata, Z-2aludek, TN-tenké stievo, TL-tlusté stievo, KS-kosterni
sval, ST- sitnice, S7- $titnd ldza
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Za vyuziti mikrosomil ze tkani ¢lovéka 5 v koncentraci 20 pg bilkovin byl enzym
DHRSS8 detekovan pouze lehce a to u tkdn€ nadledvin, jater, tlustého a tenkého stieva. Jak
v piipadé¢ clovéka 4, tak ¢loveéka 5 byly pouzity mikrosomy. Nalez nebyl ovSem tak viditelny
diky mensi koncentraci, kterd byla 20 pg bilkovin na rozdil od pfedeslého méteni u loveka 4,

kde byl vyskyt detekovany u koncentrace 30 pg bilkovin.

7/ DHRS12

7.1 Optimalizace detekce proteinu DHRS12

Jako u enzymu DHRSS, tak u enzymu DHRS12 byla optimalizace realizovana pomoci
metody Dot blot (viz. kap 5.1). Vzorky kdispozici byly Sf9 mikrosomy
obsahujici rekombinantni DHRS12 (pfiprava viz kap. 4.7). Vzorky byly naneseny na
nitrocelulosovou membranu ve dvou riznych koncentracich (5 a 10 pg bilkovin na spot) pro
vSechna fedéni stejnym zplsobem. Zvolené fedéni pro primarni krali¢i protilatku (P0217)
bylo 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000, 1:8000. Primarni protilatka byla v prosttedi 3% mléka.
Sekundarni protilatka, ktera se navazovala na primarni krali¢i protilatku, byla praseci v fedéni
1:20 000 taktéz v prostiedi 3% mléka. Redéni sekundarni protilatky bylo zvoleno na zakladé
dlouhodobych zkuSenosti s touto protildtkou na naSem pracovisti. Vznikla chemiluminiscence

byla detekovana v temné komote na fotograficky papir. Expozice 5 minut (Obrazek 27).
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Obrazek 27: Optimalizace koncentrace primarni Kkrali¢i protilaitky proti Sf9 mikrosomium s
rekombinantni DHR12 pomoci metody Dot blot.
Primarni krali¢i protilatka proti Sf9 mikrosomim s rekombinantni DHRS12 v fedéni 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:6000, 1:8000, doba inkubace pfes noc. Sekundarni praseCi protilatka proti krali¢im
protilatkam v fedéni 1: 20 000 v 3% mléce, doba inkubace 1,5 hodiny. Expozice trvala cca 5 min.
Legenda: 5 a 10 ug- dva typy zvolenych koncentraci bilkovin. 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000,
1:8000- typy redeéni primarni kralici protilatky proti Sf9 mikrosomuim.
Na Obrazku 27 je zfejmé, ze pii fedéni 1:1000, 1:2000, 1:4000 primdrni krélici
protilatkou je DHRS12 detekovana dostatecné. U vétsiho fedéni 1: 6000 uz je detekce nulova,

proto bylo zvoleno fedéni maximalné do 1:4000.

7.2 Testovani na lidskych tkanich

7.2.1 Homogenat z tkani ¢lovéka 1

K testovani dal$iho vzorku byl pouzit homogenat ze tkani ¢lovéka 1 v koncentraci 40
pg bilkovin. Jako separa¢ni metoda byla aplikovana SDS PAGE (viz. kap.3.2; 5.2) a dale
Western blotting, semi-dry pfenos. Primarni protilatka byla pouzita kralici proti DHRS12
v fedéni podle predeslé optimalizace 1:4000 (viz. kap.7.1) v 3% BSA. Navazujici sekundarni
protilatka proti primarni krali¢i protilatce byla pouZzita praseci v fedéni 1:20 000 v prostiedi
3% BSA. Jako kontrolni roztok byla pouzita rekombinantni forma ¢ist¢ho DHRS12 (vyrobena
podle kap.4.7). Filmy byly vyvolavany v temné komoie pii expozici 5 minut (Obrazek 28).
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Obrazek 28: Testovani na vzorcich lidskych tkiani homogenatu ¢lovéka 1 v koncentraci 40 pg bilkovin.
SDS-PAGE elektroforézy, Western blotting semi-dry ptenos. Blokace 1,5 hod v 5% mléce v PBS-T.
Aplikace primarni krali¢i protilatky proti DHRS12 v fedéni 1:4000 v 3% BSA ptes noc, sekundarni
praseci protilatka proti krali¢i v fedéni 1:20 000 v 3% BSA, 1,5 hodiny. Detekeni systém aplikovany
na 5 minut. Expozice fotofilmu s membranou 5 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jatra, S-srdce, M-mozek, PL- plice,
SZ-slezina, K(12) -kontrolni roztok DHRS12, Film B: VR-varle, P-plice, Z-Zaludek, TN-tenké stievo,
TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, ST..., S7-5titnd ldza, K(12)-kontrolni roztok DHRS12

Nalez enzymu DHRS12 u homogenatu z tkani ¢lovéka 1 nebyl potvrzen, jak je patrné
z filmu A a B. Na filmu A mizeme vidét u mozkové tkdn¢ nalez proteinu na jiné molekulové

urovni (25 kDa) neZ je DHRS12, ale se stejnou antigenni specifitou.

7.2.2 Mikrosomy z tkani ¢lovéka 5

Jako dalsi objekt testovani byly tentokrat mikrosomy z tkani ¢lovéka 5. Vzorky byly
napipetovany v koncentraci 20 pg bilkovin. Separacni metoda byla znovu SDS PAGE a dale
Western blotting, semi-dry pfenos. Diky predeslému testovani na ¢lovéku 1 (viz kap.7.2.1) a
vyrazné detekci kontrolniho roztoku byla znovu zvolena primarni krali¢i protilatka proti
DHRSI12 v fedéni 1:4000 v prostfedi 3% BSA. Sekundarni protilatkou proti primarni kralici
protilatce byla pouZita prasec¢i v fedéni 1:20 000 taktéz v 3% BSA. Expozice prob¢hla na 5
minut (Obrazek 29).

FILM A

ML SN L J 5 M PL 5Z K(12)

FILM B

VR P Z TN TL KS ST 57 K(12)

Obrazek 29: Testovani na vzorcich lidskych tkani mikrosomi ¢lovéka 5 v koncentraci 20 pg bilkovin.

SDS-PAGE a Western blotting, semi-dry pienos. Blokace 1,5 hod v 5% mléce v PBS-T. Vyuziti
primarni krali¢i protilatky proti DHRS12 v fedéni 1:4000 v 3% BSA pies noc, sekundarni praseci
protilatka proti primarni krali¢i v fedéni 1:20 000 v 3% BSA, 1,5 hodiny. Detekéni systém aplikovany
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na 5 minut. Expozice fotofilmu s membranou 5 minut.

Legenda: Film A: NL-nadledviny, SN-slinivka, L-ledviny, J-jdatra, S-srdce, M-mozek, PL-plice,
SZ-slezina, K(12)- kontrolni roztok DHRS(12), Film B: VR-varle, P-plice, 7Z-%aludek, TN-tenké stievo,
TL-tlusté stievo, KS-kosterni sval, ST..., SZ-titnd Zldza, K(12)-kontrolni roztok DHRS12

Ani v pfipad¢ mikrosomit ztkéni clovéka 5 nebyl enzym DHRSI2 detekovan
v dostupnych tkanich. Vzhledem ktomu, Ze spravnost celého procesu ovéiuje vyrazna

kontrola, 1ze usuzovat nulovou expresi proteinu DHRS12 v testovanych tkénich.
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F.DISKUZE

Pro identifikaci specifickych proteinii ze slozité smési bilkovin extrahovanych z bun¢k
se nejCastéji pouzivd imunodetekce pomoci specifickych protildtek. Obvykle ji predchazi
separace proteinil podle velikosti a pfevedeni proteinli na pevny nosi¢ (membranu) (Mahmood

etal., 2012).
Aby metoda byla aplikovatelnd, musi se nejdiive optimalizovat veskeré podminky.

Nejprve je dulezité zvolit spravné fedéni primarnich i sekundéarnich protilatek. Pfi
nadmérném fedéni protilatky by detekce nebyla dostatecné viditelna, ne-li Zddna. Naopak pfi
(Mahmood et al., 2012). Proto byla v této praci provedena nejprve optimalizace fedéni
protilatky s vyuzitim metody Dot blot. Jako optimalizovand koncentrace primarni krali¢i
protilatky proti DHRS8 (ab 113490) bylo posouzeno fedéni 1:1000. Zvolené fedéni v ptipadé
enzymu DHRSS8 bylo otestovano na redlnych vzorcich s neuspokojivym vysledkem, kdy

nebylo témét nic detekovano i kontrola byla velmi malo viditelna.

U metody Western blotting jsou znamy dva druhy pfenosu proteinti. Nejprve byl
pouzivan ¢asové méné narocny semi-dry pienos, ktery je ovSem méné ucinny. Proto v dalSich
Timto pfechodem se ptfedchazi vysuSeni membrany a také je metoda vhodnéjsi pro pienos

vétsich proteini (Mahmood et al., 2012).

Po neuspé$né optimalizaci byla provedena zména sloZeni fedéného roztoku pro
protilatky z 3% BSA na suSené¢ odtucnéné mléko. Mléko ma vyhodnou vlastnost, kterd
zaptiCinuje obecné vys$i blokaci epitoplti. Zménou prostiedi byla snaha zabréanit detekci
nespecifickych vazeb, které ndm znesnadnovali odecteni vysledku. Z vysledku bylo vSak
patrné, Ze blokace byla nadmérna a tudiz nebyly dobfe detekovatelné ani kontrolni vzorky

(Mahmood et al., 2012).

Dhulezitou soucasti pokusu je také kontrola stability vzorkid pomoci primarni protilatky
proti B-aktinu. Tato kontrola byla provedena z diivodu vylouceni chyby na stran¢€ zpracovani
vzorkli a potvrzeni nevhodnosti dosud pouzivané primarni protilatky proti DHRSS8 (ab
113490). Stabilita tkani tak byla potvrzena. BohuZel, jsme nemohli zcela fict, ze vSechny
testované vzorky jsou v pofaddku, protoze zvolena primarni protilaitka (ab8226) neni

kompatibilni s detekci B-aktinu srde¢niho a kosterniho svalu.

60



Vsechny doposud provedené optimalizace na jednotlivych stupnich detekce byly
provedené lege artis, tudiz zbyvala posledni moznost ve zmén¢ primarni protilatky z ab
113490 na nové objednanou ab103087. Po aplikaci nové protilatky byl detekovan enzym
DHRSS v lidskych tkanich Gspésné.

Jak bylo pojednano diive, enzymy dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodiny) ¢len 8
(DHRSS, SDR16C2) a dehydrogenasa/reduktasa (SDR rodiny) ¢len 12 (DHRS12, SDR40C1)
jsou nedostatecné popsany. Tyto enzymy se podileji na redoxnich reakcich a ovliviuji diléi
metabolické pochody organismu. Na zéklad¢ zjiSténi jejich exprese v lidskych tkanich se

muze predpovidat, jaké vSechny faze metabolismu ovliviiuji.

Kdyz porovname doposud zachycené nalezy DHRSS, na kterych pracovali dalsi
veédecké skupiny ze svéta, tak je exprese tohoto enzymu zndma na urovni mRNA. Vyskyt je
zaznamenan u jaterni tkdné€, nadledvin, plicich, ledvinach, varlatech, tenkém a tlustém stievé,
vajecnicich, déloze, placenté, mozku, srdci a prostaté (Li et al, 1998; Chai et al., 2003;

Steckelbroeck et al., 2003).

Nicméné protein, jako takovy, je zodpovédny za funkci enzymu, ne mRNA. Proto je
potieba znat enzym na urovni proteinu. UZ kvili tomu, Ze existuji velké rozdily mezi mRNA

urovni a Urovni proteinu (Bray et al., 2009).

Vysledky dosazené v této praci, za pouziti metody Western blotting na Urovni
bilkoviny jako takové, potvrzuji expresi u jaterni tkané, nadledvin, plicich, ledvinach,

varlatech, tenkém a tlustém stieve.
Naopak vyskyt enzymu DHRSS8 nebyl prokézan v mozku, srdci a prostate.

Diky tomu, Ze byly pouzivané vzorky odebrany od lidi muZského pohlavi nebylo
mozno potvrdit ani vyvratit nalez u tkané vajec¢niku, délohy a placenty. V téchto zenskych
tkanich byl enzym nalezen za pouziti jiné imunochemické metody, nez jaka byla vyuzita

v této praci (Brereton et al., 2001).

Vsechny organy, u kterych byl enzym detekovan, se podileji na biotransformaci v

organismu nebo jsou hormondlni steroidogenni orgéany.

Pravé ovlivnéni hladiny tohoto enzymu muze mit dalekosahlé disledky. Jak mizeme
vidét, enzymy byly exprimovany v organech, které se podileji na biotransformaci riznych
latek v organismu. Od endogennich aZ po xenogenni. Nedostatkem nebo naopak nadbytkem

se muze zmeénit homeostdza organismu a mize vyvolat rizné druhy metabolickych
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onemocnéni nebo hormonalni dysbalanci (Keildson et al., 2014).

Na objasnéni moznych disledkd na organismus bude nutno jesté pockat. Nyni jsou

pfedmétem dalSich studii.

Enzym DHRS12 byl také imunochemicky stanovovan v lidskych tkanich metodou
SDS-PAGE a nésledné Western blotting za pouziti pfislusnych protilatek. Taktéz na Grovni
bilkoviny. Tento enzym byl testovan na 16 lidskych tkanich 2 rtiznych subjekti muzského
pohlavi.

Pti detekci byl zaznamenan nélez v mozkové tkani, ktery podle kontrolniho vzorku
nebyl zcela totoZzny s molekulovou hmotnosti DHRS12 (50 kDa). Z toho divodu miZeme
uvazovat o podobnosti nalezu proteinu s DHRS12, ackoliv jej jiné velikosti, kterd mtze byt

zpusobena riznymi posttranslacnimi modifikacemi.

Zaznaml o vyskytu DHRS12 je mélo. Doposud jsou publikované dvé studie, které
vypovidaji o expresi DHRS12 na mRNA trovni. MRNA byla zachycena ptivodné u jin¢ho
zivoc¢isného druhu, u ryby ,,zebrafish, ktera patii do nadiadu Kostnati. Tento enzym byl
nalezen spole¢né¢ s dalsimi bilkovinami uvnitt myelinovych bunék. Po porovnani
aminokyselinové sekvence vykazuji podobnost s lidskou DHRS12, ktera byla nalezena
v oligodendrocytech a neuronech mozkové kliry dospélého ¢loveéka. (Moll et al., 2003; Morris
et al., 2004). Mlzeme se proto domnivat, zda pravé nas nalezeny protein s molekulovou

hmotnosti 50 kDa netvofti dalsi skupinu enzyml podobnych DHRS12.

Samotny enzym DHRSI12 se nepodafilo v testovanych tkanich zachytit. Specifickou

protilatkou proti DHRS12 byl v§ak v mozkové tkani zachycen protein jiné velikosti.

Pro dalsi studie by bylo urcité¢ dobré mit vétsi spektrum vzork tkani a vice subjektil

k testovani (jak Zenského tak muzského pohlavi).
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Za pouziti metody Western blotting a imunodetekce se postupnou optimalizaci
podminek podafilo blize charakterizovat expresi proteini DHRS8 a DHRSI12 v lidskych
tkanich.

Od prvotni zmény fedéni primarni protildtky proti DHRSS, pfes zménu zplsobu
pienosu bilkovin ze semi-dry na metodu wet, dale obménu prosttedi pro protilatku, kontrolu

stability testovanych vzorkli az po uplnou zménu primérni protilatky z ab113490 na novou

ab103087.

Nalez enzymu DHRS8 byl zaznamenan v jaterni tkani, nadledvinéach, plicich,

ledvinach, varlatech, tenkém a tlustém stieve.
Naopak exprese enzymu DHRS12 v lidskych tkanich nebyla zachycena.

Tato prace prispéla v charakterizaci nami doposud castecné odhalené oblasti enzymii
dehydrogenas/reduktas (SDR rodiny). Mimo jiné, tato prace mize poukazovat na dulezitost
optimalizace vSech podminek (koncentrace protilatky, pouZzité metody, prostiedi pro protilatku

a kvalitu protilatek), které mohou ovliviiovat vznikly vysledek celého pokusu.
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