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2 UVOD

Objev novych lidskych proteini poskytuje nové moznosti vyvoje terapie Siroké
Skaly dosud nelécitelnych nemoci. Tyto proteiny mohou hrat vyznamnou roli
v patogenezi riznych nemoci nebo v biologické draze k nemoci vedouci, a jejich
identifikace a charakterizace mtize vést k pochopeni téchto procest. Diky specifickym
vlastnostem secernovanych a zejména transmembranovych proteinit je mozné jejich
vyuziti pfimo jako samotného 1éCiva nebo jsou tyto proteiny cilen¢ atakovany vhodnymi
strukturami v samotné tkani. Cilenym pusobenim miize byt bud pouziti specifickych
inhibitorti nebo vyuziti protilatky k vybranému enzymu. V obou piipadech je nutné znat
nejprve presnou strukturu cileného enzymu, abychom mohli spravné navrhnout strukturu
ptipadného inhibitoru ¢i protilatky.

Néktera dilezitd 1é¢iva byla navrzena na zakladé znalosti struktury cilovych
proteinti pfitomnych na povrchu bunék urcitého typu nebo proteinti hrajicich vyznamnou
roli v pribéhu onemoc¢néni. Napf. rituxan je protilatka cilena na B lymfocyt-specificky
CD20 protein a je ucinna pii 1é¢bé non-Hodgkinova lymfomu (Jazirehi a Bonavida,
2005). Herceptin je protilatka specifického HER2 proteinu karcinomu prsu a je pouzivana
pii 1é¢bé této nemoci (Duffy, 2005).

Metabolismus 1é¢iv byl dlouhou dobu studovéan predevsim s ohledem na oxidaéni
reakce. Méné€ pozornosti bylo vénovano redukénimu metabolismu, i kdyz dnes je velmi
dobfe zndmo, Ze fada farmakologicky vyznamnych substanci podléhd pii své
biotransformaci reduk¢énim reakcim. Vyznamna je piedev§im redukce karbonylové
skupiny, ktera hraje kli¢ovou roli v metabolické pfeméné mnoha aromatickych,
alicyklickych a alifatickych karbonylovych sloucenin (Felsted a Bachur, 1980; Wermuth,
1985; Rosemond a Walsh, 2004). Redukce karbonylové skupiny hraje téZ vyznamnou roli
pii deaktivaci nékterych substanci jako warfarin, haloperidol, daunorubicin a doxorubicin
(Hermans a Thijssen, 1993; Maser E, 1995).

Dosud bylo identifikovano nékolik enzymi, které zprostiedkovavaji redukci
karbonylové skupiny latek endogenniho i exogenniho plivodu, z nichz vétSina byla
charakterizovana na biochemické a molekularni Grovni (Oppermann se sp., 1998). Tyto
enzymy hraji esencialni roli v bunécnych procesech a bylo prokazano, ze jsou vyznamné i
v mnoha dédi¢nych onemocnénich. V posledni dobé zacinaji byt vyuzivany jako cilené

enzymy pii 1é¢bé obezity, zanétlivého a nadorového onemocnéni (Hyndman a Flynn,



1999; Penning se sp., 2006; Purohit se sp., 2006). Ale i u této skupiny reduktas byla
pozornost az dosud vénovana piedevSim jejich rozpustnym cytosolickym formam,
protoze purifikace a nasledna izolace membranové vazanych reduktas v jejich aktivnim
stavu byla takika nemozna. S rozvojem techniky a ziskanim vice zkuSenosti v oblasti
izolace cytosolickych reduktas bylo mozno izolovat a studovat rovnéz nékteré
Z membranové vazanych reduktas.

Znalost lidského geonomu a moznost pocitacového porovnani sekvenci nukleotidii
DNA, véetné urceni jejich piipadnych membranovych ukotveni nebo domén, vede
k odhadu, Ze stale nékolik desitek membranové vazanych reduktas ¢eka na svou
identifikaci a rozlusténi jejich ulohy v bunce. Ze studia metabolismu cytostatika oracinu
vyplynulo, Ze kromé& 11pB-hydroxysteroiddehydrogenasy by se na jeho pfeméné méla
podilet jesté¢ minimaln¢ jedna, ,,neznama*“, mikrosomalni karbonylreduktasa (Wsol se sp.,
2004). Proto byl oracin zvolen jako modelové 1é¢ivo pii snaze izolovat a purifikovat

dosud neznamou membranove vazanou lidskou karbonylreduktasu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 PURIFIKACE PROTEINU

Rozvoj techniky a metodik proteinové purifikace byl prvotnim nezbytnym
pozadavkem k dosazeni pokrokt u¢inénych v biotechnologii (Anon, 2001).

Vétsina produkt ziskanych biotechnologickymi metodami jsou proteiny a tyto
musi byt pfipraveny ve velkém mnozstvi ve své purifikované formé. Bilkoviny musi byt
vyCistény ze smési ostatnich proteind a je tieba odstranit i ostatni balastni pfimési jako
nukleové kyseliny, sacharidy, lipidy ¢i jiny materidl pfitomny ve vzorku. Mimo
pozadovanou distotu by mélo byt i dosazeno zachovani biologické aktivity proteinu
(Internet 1).

Proteinova purifikace zahrnuje sérii procesti uréenych k izolaci jediného typu
bilkoviny z komplexni smési. Vychozim materidlem byva obvykle biologicka tkan nebo
mikrobialni kultura. Rizné kroky purifika¢niho procesu mohou uvolnit protein z matrix,
ktera jej poutd, separovat bilkovinné a nebilkovinné souéasti smési, a nakonec oddélit
zadany protein od vSech ostatnich bilkovin.

Cisténi miiZze byt preparativni nebo analytické. Preparativni purifikace usiluje o
produkci relativné velkého mnozstvi Cistého proteinu pro nasledné pouziti. Prikladem
muze byt ptfiprava komerénich produkti jako jsou enzymy, nutriéni bilkoviny a
biotechnologicky ziskana léc¢iva (napf. inzulin). Analytické Cisténi poskytuje relativné
malé mnozstvi proteinu pro dal§i vyzkum nebo analytické ucely zahrnujici identifikaci,
kvantifikaci, studie proteinové struktury, posttranslacni modifikace a funkce (Internet 2).

Jednotlivé postupy purifikace se od sebe li§i. Existuje cela Skala metod, od
jednoduchych jednokrokovych precipitacnich procedur az po fadu validovanych procesi.
K dosazeni pozadované Cistoty je vétSinou nutny vice nez jeden purifikacni krok. Klicem
Kuspésnému a ucinnému vycisténi bilkoviny je vybér nejvhodnéjsi technologie,
optimalizace postupu dle zadanych pozadavkd a kombinace metod do logickych celk,
aby se minimalizoval pocet potiebnych krokl. VétSina purifikanich schemat zahrnuje
nektery typ chromatografie, ktera je nezbytnym nastrojem v kazdé laboratofi, ve které je
potteba purifikovat proteiny. Chromatografické techniky s rtiznou citlivosti a ucinnosti

proto mohou tvofit efektivni kombinace k vycisténi jakékoli biomolekuly (Anon, 2001).



3.1.1 Purifikaéni strategie

V prvnim kroku je tfeba popsat zékladni scénatr prub&hu purifikace a je nutné
zodpoveédét nekteré otazky, napi. jaké je vyuziti vysledného produktu, jaky pouzit
vychozi materidl a jakym zpisobem by mél byt zpracovan, jakda by meéla byt Cistota
produktu ve vztahu ke zdroji materialu, co ma byt béhem ¢isténi odstranéno a co musi byt
odstranéno kompletné, jaké vybaveni bude potieba (Anon, 2001).

Vybér vhodného vychoziho materidlu je klicem designu kazdého purifika¢niho
procesu. Konkrétni bilkovina vétSinou neni homogenné distribuovana v téle rostliny ¢i
proteinu. Pouziti pouze tkani nebo orgdni s nejvyS$i koncentraci snizuje mnoZzstvi
materialu potifebné k produkci stanoveného mnozstvi vyc¢isténé bilkoviny (Internet 2).

Vétsina purifikaénich protokolt vyzaduje vice nez jeden krok k dosazeni
pozadovaného stupné Cistoty produktu. Jejich soucésti byvaji i nékteré kroky nezbytné
pro ptenos produktu ziskaného urcitou metodou do podminek vhodnych pro pribch
metody dalsi. Kazdy krok v procesu vede k ur€ité ztrat¢ produktu. Pokud je naptiklad
dosazeno 80 % vytézku v kazdém kroku separace, po 8 krocich se kone¢ny vytézek snizi
na 20 % (obr.1). Je tedy nutné dosahnout zamysleného cile, tj. Cistoty produktu i
dostate¢ného vytézku, s minimalnim poctem krokli a sco nejjednodusSim designem
studie. Neni proto efektivni pridavat navic dalsi krok, pokud byly pozadavky na Cistotu

splnény (Anon, 2001).

Yield (%)
100
a0 J\
Euj 05% / step
4|]: S0% f step
Euj 85% f step
) gal% f step
0 . f . . . . . 5% [ step

1 2 3 4 ] 6 7

MNumber of steps

Obr.1 Celkovy vytézek v zavislosti na velikosti vytézku v jednotlivych krocich.
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3.1.1.1 Trifazova purifikacni strategie (1,2)

Tato strategie je vyuzivana jako pomoc pii vyvoji purifikacnich procest
terapeuticky vyuzitelnych proteinii ve farmaceutickém pramyslu, stejné tak i pti vytvareni
purifikac¢nich schémat ve vyzkumné laboratofi. Typické pro tuto strategii je, ze kazdému
kroku je pfifazen konkrétni cil. Purifikacni problémy spojené s jednotlivymi kroky
procesu budou do zna¢né miry zaviset na vlastnostech vychoziho materialu. Cile kazdého
purifika¢niho kroku se budou lisit podle jeho zatfazeni v celém procesu, tj. budou zvlast
urceny pro izolaci produktu ze surového vzorku, jiné pro dalsi precisténi Castecné
purifikovaného vzorku a nakonec pro findlni docisténi témér ¢istého produktu.

Ttifazova strategie zarucuje rychly rozvoj metody, kratsi ¢as potiebny K vy¢isténi
produktu a dobrou ekonomii. Lze u ni rozliSit tyto faze: predcisténi, ndsledné cisteni a

docisteni (obr.2).

Three Phase Strategy

Purity

Ackieve final purity.
R emove trace impurities
grudtural variants,
aggregates etc.

zolate product,
concertrate, fahilize

A\

= Step

Obr.2 Ttifazova strategie aplikovana pfi purifikaci hrubych vzorki

Ve fazi piedcisténi je hlavnim ukolem izolovat, koncentrovat a stabilizovat cilovy
produkt. Produkt by mél byt koncentrovan a ptenesen do takovych podminek, které zajisti
udrzeni jeho aktivity. Nejlépe by mélo byt dosazeno maximalniho odstranéni kritickych

Béhem faze ndsledného cisténi je hlavnim cilem odstranéni veétsiny z velkého
mnoZstvi znecisténin, jako jsou ostatni proteiny ve smési, nukleové kyseliny, endotoxiny a
viry.

Ve fazi docisténi je jiz odstranéna vétSina necistot az na jejich stopova mnoZstvi

nebo blizce pfibuzné slouceniny. Cilem je dosahnout finalni cistoty (Anon, 2001).
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Je tfeba zminit, Ze pfi vyuziti této purifikacni strategie neplati, Ze vSechny procesy
musi probihat ve tfech krocich. Napt. pred¢isténi a nasledného ¢isténi mize byt dosazeno
V jednom jediném kroku, stejné tak i nasledného Cisténi a docisténi. Bud’ je pozadovana
Cistota tak nizka, ze k dosazeni zadouciho vysledku je dostate¢né rychlé predcisténi, nebo
je Cistota vychoziho materialu tak vysoka, Ze je potiebné pouze docisténi. Naopak izolace
a vycCisténi proteinu ze slozité smési bilkovin vyzaduje obvykle vice purifika¢nich kroki
Casto v kombinaci s mezioperaéni tUpravou vzorku. Pro purifikaci terapeuticky
vyuzitelnych proteini by mél byt pozadovan Ctyf az péti krokovy proces, aby se splnily

Optimalni vybér a kombinace technik pro vSechny tii fiaze je rozhodujici pro

ucinny purifikaéni proces (Anon, 2001).

3.1.1.2 Vybér a kombinace purifikac¢nich technik
Proteiny jsou purifikovany s vyuzitim chromatografickych Cisticich metod, které

je separuji podle rozdilu v jejich specifickych vlastnostech (Tab.1).

Tab.1 Vlastnosti proteini vyuzivané béhem purifikace

Vlastnost proteinu Technika
Naboj lontové vyménna chromatografie (IEX)
Velikost Gelova filtrace (GF)

Hydrofobni interakce (HIC)
Reverzni faze (RPC)
Specifita ligandu Afinitni chromatografie (AC)

Hydrofobicita

Rozmanité techniky pouzivané pti purifikaci nejsou zaroveinn vhodné pro vSechny
faze purifikacni strategie. Tabulka 2 uvadi moznosti vyuziti jednotlivych technik v kazdé

z fazi purifikace (Anon, 2001).

12



Tab.2 Moznost vyuziti chromatografickych technik v jednotlivych fazich purifikacni
strategie.

lirmitoreany ohiem vzorku
limitervary rozsah pritoku

IEX bt e 2T

wyzoka koncentrace =oli

HIC P e . mize zplzobit precipitac
proteinu

proteinoyve ligandy jzou cilive
AC e s P k nesetrrym podminkam

eluenty obsahj organicks
RPC + it rozpoustéda, riziko
denaturace

Kromé kombinace riznych chromatografickych separa¢nich metod jsou pfi
purifikacich vyuzivany i dal$i metody vedouci k charakterizeci ¢isténého proteinu. Patii
mezi né napf. inkubace se specifickymi substraty a stanoveni aktivity purifikované frakce,
stanoveni obsahu bilkoviny ve vzorku, odhad molekulové hmotnosti sledovaného

proteinu pomoci SDS-PAGE a Western blotting.
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3.1.2 lontové vyménna chromatografie (IEX)

Iontové vyménna chromatografie je jedna z nejpiesnéjSich metod vyuzivana
k frakcionaci biologickych substanci a je zalozena na separaci biomolekul dle rozdila
Vv ptitomnosti kladného ¢i zaporného naboje na jejich povrchu. Je vyuzivana predevsim
jako jeden z poc¢ate¢nich krokt purifikace, ale mize byt pouzita i jako selektivni krok

Vv pozdgjsich fazich purifikaéniho schématu (Anon, 1999a).

3.1.2.1 Separacni mechanismus

Separace pii této metod¢ je zalozena na reverzibilni adsorpci rozpusténych
nabitych molekul (jako jsou proteiny, peptidy a nukleotidy) k imobilizovanym iontove-
vyménnym skupindm opacného naboje. K desorpci poté dochéazi pti zméné¢ pH nebo

zvySenim koncentrace soli v mobilni fazi (Anon, 1999a)

3.1.2.1.1 Adsorpce

Proteiny nesou na svém povrchu nabité skupiny aminokyselin a proto se mohou
adsorbovat na iontové ménice. Bilkoviny s negativnim povrchovym ndbojem se adsorbuji
na aniontové ménice, zatimco ty S pozitivnim nabojem na kationtové meénice. Sila

adsorpce roste se zvySujicim se povrchovym nabojem (obr.3).
& @
&} — &
& @
& @
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& — @

& &
&€&
& &
Obr.3 Zavislost velikosti povrchového naboje na sile adsorpce

Nabité aminokyseliny obsahuji bud’ slabé kyseliny nebo aminoskupiny, jejichz
stupent disociace zavisi na pH. V ndvaznosti na to se bude povrchovy naboj bilkoviny
ménit se zménou pH. Tato zména je velmi specifickd pro kazdy protein. Hlavnim

zpiisobem ovlivnéni selektivity této metody je tedy zména pH v pribéhu experimentu.
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3.1.2.1.2 Desorpce

Existuji dvé moznosti jak dosdhnou desorpce molekul vzorku z iontového ménice:

e snizenim povrchového naboje zménou pH

e piidanim konkuren¢niho iontu, ktery zablokuje naboj iontového ménice

Zména pH je G€inny zpusob ovlivnéni povrchového ndboje molekul ve vzorku a je
proto vyuzivana pii kontrole selektivity metody (pofadi eluce proteini, vzdalenost mezi
piky). Pfidani kompetujiciho iontu sice neovlivni selektivitu metody, ale zajisti eluci
molekul v porfadi vzristajiciho povrchového naboje.

Vétsina IEX experimenti vyuziva jako desorpéniho cCinitele neutralni
monovalentni sil, napf. chlorid sodny (NaCl). Je to z toho divodu, ze NaCl ma jen maly

nebo zadny efekt na pH v prib&hu experimentu (Internet 3).

3.1.2.2 Matrix pro iontové vyménou chromatografii

Iontovy méni¢ je tvofen nerozpustnou matrix, ke které jsou kovalentni vazbou
pripojeny nabité skupiny (ligandy). Ligandy jsou asociovany s opa¢né¢ nabitymi
mobilnimi ionty. Tyto ionty mohou byt reverzibilné¢ zaméovany s jinymi ionty stejného
naboje bez vlivu na zménu struktury matrix.

Matrix je tvofena bud’ anorganickymi slouc¢eninami, syntetickymi pryskyficemi
nebo polysacharidy. Charakter matrix urcuje jeji chromatografické vlastnosti jako jsou
efektivita separace, kapacita a regeneracni schopnost, dale ovliviiuje jeji chemickou

stabilitu, mechanickou odolnost a pritokové vlastnosti (Anon, 1999a).

3.1.2.3 Typy iontovych ménici

Ligandy pro IEX mohou byt nabity bud’ kladné nebo zaporné (tab.3, tab.4).
Negativné nabité skupiny adsorbuji kationy, zatimco pozitivné nabité vazi aniony.
Z tohoto divodu se nazyvaji kationtové ménice (katexy) a aniontové ménice (anexy).
V zévislosti na hodnoté pK; nabitého ligandu se dale d€li na silné a slabé. Silné ménice
jsou nabité v celém rozsahu pH pouzivaném pro déleni bilkovin a peptidi. U slabych
ménicl je jejich naboj funkci pH eluentu. Pfi purifikacich proteinti a peptidd jsou dnes
slabé ménice pouzivany méné, protoze neposkytuji zddnou podstatnou vyhodu oproti

silnym ménictim (Anon, 1999a).
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Tab.3 Funk¢ni skupiny pouzivané jako aniontové ménice

Anion exchangers Functional group

Diethylaminoethyl -0-CH,-CH,-MTH(CH,-CH
(DEAE) 2 By

Cluaternary
aminoethyl

(QAE)

+
-D-EHZ-EHZ-N (I32H5)2-I3H2-I:HCIH-EH3

Gluaternary 0-CH,-CHOH-CH,_-0-CH,-CHOH-CH, - NHCH
arnmoniurm iy EHOR Ry By BN B T

(Q)

Tab.4 Funkéni skupiny pouzivané jako kationtové ménice

Cation exchangers Functional group

Carboxymethyl -0-CH,-C00°

(CM)

Sulfopropyl -0-CH,-CHOH-CH - 0-CH,- CH,-CH, 50
(SF)

Methyl sulfonate -0-CH,-CHOH-CH,-CH,_-CHOH-CH, 30

(S)

3.1.2.4 Elué¢ni médy

3.1.2.4.1 Isokraticka eluce
Isokratické eluce je pti IEX vyuzivéna jen velmi ztidka. Vyuziva se spise krokové
eluce, kdy je koncentrace soli najednou prudce zvySena a cilovy protein je zcela

desorbovan.

3.1.2.4.2 Gradientova eluce

Je vyuzivana nejCastéji. Gradient neutrdlni soli je vytvofen smisenim dvou
eluent, z nichz jeden obsahuje nizkou koncentraci soli (pufr A) a druhy obsahuje
vysokou koncentraci této soli (pufr B). Az na koncentraci soli jsou oba dva pufry
identické. Chromatograficky systém obvykle kontroluje formovani gradientu vyuzitim

dvou pump, jedné pro pufr A a druhé pro pufr B (obr.4).
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Obr.4 Schéma chromatografického systému vyuzivaného pro tvorbu gradientu.

Protein je aplikovan na kolonu ve fazi, kdy je koncentrace soli nizka a proto se
adsorbuje na zacatku sloupce. Na pocatku gradientu ziistane zcela naadsorbovan az do té
chvile, neZ koncentrace soli dosahne pocatku tzv. délici zony (rozsah koncentrace soli,
kdy dochazi k desorpci daného proteinu). Jak se koncentrace soli v prub&hu délici zony
zvySuje, protein zacind byt postupné desorbovan a pohybuje se sloupcem rychlosti
vyjadiujici jeho relativni desorpci. Kdyz dosédhne koncentrace soli horni hranice délici
zony, vSechny molekuly proteinu jsou desorbovany. Protein se nyni pohybuje stejnou

rychlosti jako eluent a jeho pozice v prib&hu gradientu zustava neménna (Internet 3).

3.1.2.5 Faze IEX experimentu
Vétsina [EX experimentti probiha ve ¢tyfech zakladnich fazich (obr.5):
e Ustaleni rovnovahy
e aplikace vzorku a jeho adsorpce na kolonu
e gradientova eluce

e regenerace kolony

e gese®e?

Obr.5 Separace Ctyt rtizné nabitych proteint za pouziti gradientové eluce
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Nejprve je na sloupci ustalena rovnovaha pomoci purfu A a iontovy meénic je
ptiveden do pocatenich podminek, co se tyka pH a iontové¢ sily, které umozni navazani
pozadovanych molekul. Ligandy méni¢e jsou V této chvili asociovany s opa¢né nabitymi
ionty (obvykle jednoduché anioty nebo kationy jako Cl” nebo Na®).

Nasledné¢ je na kolonu aplikovan a adsorbovan vzorek. Rozpusténé molekuly
nesouci vhodny naboj nahradi jednoduché ionty a reverzibilné se navazi na matrix.
Nenavazané substance mohou byt vymyty z pori méni¢e pomoci startovaciho pufru A.

Diky zméné eluc¢nich podminek, které vétSinou zahrnuji zvySeni iontové sily
eluéniho pufru nebo zménu jeho pH, jsou navdzané molekuly postupné vymyvany
z kolony. Pokud je k eluci vyuzita zvySujici se koncentrace soli, molekuly jsou ze sloupce
uvolnovany v zavislosti na sile jejich vazby k matrix, tj. nejslabé&ji vazané substance
budou eluovany jako prvni.

Na =zaveér dochdzi k odstranéni substanci neeluovanych za ptedchozich
experimentalnich podminek a ustaveni nové rovnovahy pro nasledujici separaci. VétSinou
se kolona promyje pufrem s vysokou koncentraci soli, aby doslo k vyplaveni i velmi silné
navazanych molekul, a poté se ustali pocatecni rovnovdha pomoci startovaciho pufru

(Internet 3).

3.1.3 Gelova filtrace (GF)

WV

Gelova filtrace je nejjednodussi a nejSetrnéjsi ze vSech chromatografickych
technik, ktera se vyborné€ hodi k zachazeni s biomolekulami, jez jsou citlivé ke zménam
pH, koncentrace kovovych ionti, kofaktori a k neSetrnym okolnim podminkém. Separace
muize byt provedena v pfitomnosti esencialnich iontl nebo kofaktorli, detergentd,
mocoviny, pii vysoké ¢i nizké iontové sile, pii 37 °C nebo v chlazeném prostoru, popf.

dle dalsich pozadavka experimentu (Anon, 2002a).

3.1.3.1 Separacni mechanismus

Pii GF dochazi k déleni molekul podle jejich velikosti. Jeji univerzalnost
umoziuje separaci vSech skupin biologickych substanci, véetné makromolekul. Separa¢ni
mechanismus nema charakter adsorpce a je nezavisly na uzitém elucnim systému. Je
proto velmi Setrny a mé velké vytézky. JelikoZ GF neni adsorp¢ni a vyuziva isokratickou
eluci, neni vzorek béhem separace koncentrovan, ale je spiSe nafedén. Tim je Castecné

omezeno mnozstvi vorku, které miize byt na kolonu aplikovano.
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Schopnost separovat molekuly dle velikosti spociva ve vysoce porézni struktuie

gelu a je v podstaté otazkou dostupnych objemi ve sloupci (0br.6).

Small molecules

[ o - Intermediately sized
b ;g -,,q_l MCHECUIES |
L @ -

; Large molecules

?

Obr.6 Znazornéni rozlozeni jednotlivych objemi v celkovém objemu gelu.

,-.\
q

sumion prop | ”

Vsechny molekuly vzorku maji ve sloupci pfistup ke kapaliné ptitomné mezi
sférickymi Casticemi gelu. Tento objem se nazyva mrtvy objem (void volume, Vy) a
odpovida ptiblizn€ 30 % celkového objemu sloupce.

Médium pro GF obsahuje ve své struktufe pory, které umoznuji molekuldm
vzorku penetrovat do ¢astic gelu, a to v zavislosti na jejich velikosti. Objem téchto port
dava dohromady objem péra ve sloupci (pore volume). Neporézni Casti gelovych ¢astic
se nazyvaji kostra gelu (backbone) a nejsou dostupné pro zadné molekuly vzorku. U
kvalitnich médii tvofi tato kostra asi 3-5 % celkového objemu sloupce.

Celkovy objem sloupce (total column volume, V) je tvofen mrtvym objemem,
objemem port a kostrou gelu. Objem ¢astic gelu je dan jednak rozdilem celkového
objemu sloupce a mrtvého objemu (Vi-Vp), ale mize jej vyjadiit i jako soucet objemu

p6rt gelu a objemu kostry gelu.

3.1.3.1.1 Rozdéleni molekul mezi mobilni a stacionarni fazi

Na koloné pro gelovou filtraci jsou molekuly vzorku déleny mezi eluent (mobilni
fazi, ve sloupci vypliuje mrtvy objem) a pory gelovych ¢astic, které jsou dané molekule
piistupné (staciondrni faze). Toto rozd€lovani probihd aZ do ustaleni dynamické
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a je fizeno vyhradné difuzi.

Mobilni faze strhavd molekuly vzorku smérem ke konci sloupce, ale ovliviiuje
pouze molekuly pfitomné v mobilni fazi. Molekuly, které se nachézeji uvniti pord, jsou
»Staciondrni®“ a tomuto transportu unikaji. To zpusobuje, ze distribuce molekul mezi

stacionarni a mobilni fazi je nerovnomérna a dochazi k dalSimu rozdélovani mezi obé
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faze a ke zpétné difuzi molekul z pért do mobilni faze. Tento efekt zplisobuje patrnou
retardaci molekul na kolon& v zavislosti na jejich velikosti a piistupu do porti gelu. Cim

vetsi ¢ast molekul se nachazi v porech, tim je jejich retardace vétsi.

3.1.3.1.2 Elucni objemy

Migracni rychlost jednotlivych zon (rozsah velikosti molekul se stejnym
ptistupem do porit) vzorku zavisi na frakci molekul ptitomné v mobilni fazi (obr.7).

Molekuly, pro které jsou pory stacionarni faze nepristupné (ve 100 % ptitomné
vV mobilni fazi), se pohybuji sloupcem stejnou rychlosti jako mobilni faze. Z kolony jsou
vymyvany po prutoku objemu mobilni faze odpovidajicimu jednomu mrtvému objemu
(Vo).

Molekuly s ¢asteénym pristupem do porti budou zpozdény v zavislosti na stupni
jejich ptistupu do porid, jinymi slovy budou z kolony eluovany v potadi klesajici velikosti.

Molekuly s plnym piistupem do port se budou sloupcem vSechny pohybovat
stejnou rychlosti a zistanou navzajem neodseparovany. Pfi pouziti média s objemem
kostry cca 5 %, opusti kolonu pii objemu mobilni fdze o néco mélo nizs§im, nez je celkovy

objem sloupce (Internet 3).

Fartial access o the pores

Full access
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Uzed in group Uzed to separate
separation individual protein

Obr.7 Tii kategorie piistupnych objemt vyuzitelné pro rtizné typy separace

3.1.3.2 Separaéni médy

Metoda miize byt aplikovana dvéma zékladnimi zplsoby.
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3.1.3.2.1 Skupinova separace

Diky této technice jsou komponenty vzorku separovany do dvou hlavnich skupin,
které se 1isi rozsahem molekulovych hmotnosti. VétSinou byva vyuzivana k odstranéni
malych molekul ze smési makromolekul (0br.8). Rozsah frakcionace byva zvolen tak, aby
byly makromolekuly eluovany pii objemu odpovidajicimu mrtvému objemu (Vy) a malé
molekuly co mozna nejpozdéji. Jelikoz nemaji makromolekuly zadny ptistup k portim,
zlstanou neodseparovany a budou eluovany jako skupina. Malé molekuly maji naopak
pristup do pdért neomezeny a vymyji se také jako Skupina pfiblizné¢ objemem, ktery
odpovidd jednomu objemu sloupce. Tato metoda je vhodna k odsoleni vzorku nebo ke
zméné pufru.

Celkovy objem vzorku aplikovaného na kolonu mtze byt az 30 % objemu kolony.

Obecné se pouzivaji vyssi pritoky a Sirsi a kratsi kolony nez pii nésledujici metodé.

f |/ \

12

i 4 B 5 10
Eluation volume {mil}

Obr.8 Gelova filtrace v médu skupinové separace

3.1.3.2.2 Klasicka separace

Tato metoda se pouziva k separaci jednotlivych molekul (obr.9). Je vyuzitelna
pouze pro molekuly s ¢aste¢nym pristupem do poéra gelu, proto jsou média pro GF
kategorizovana dle rozsahu frakcionace. Frakcionaéni rozsah vyjadiuje distribuci
velikosti port daného gelového média odpovidajici rozsahu velikosti molekul
s Sasteénym piistupem do port. Siroka nabidka gelovych médii dnes pokryva rozsah
molekulovych hmotnosti od 100 do 8 000 000, tj. od malych peptidi az po velmi velké
bilkoviny.

GF muze byt vyuzita k izolaci jedné nebo vice komponent ze vzorku, k separaci
monomeru z jejich agregéti nebo k urceni molekulové hmotnosti (Mr) pii Mr distribu¢ni

analyze.
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Obr.9 Klasicka separace pomoci gelové filtrace
Objem aplikovatelny na kolonu je pfi této technice omezen, jelikoZz nedochazi
k jeho koncentraci a mohlo by dojit k piekryti jednotlivych pikd. Odpovida cca 0,5-5 %
celkového objemu sloupce. Rychlost pritoku byvéa nizka, aby nedo$lo k rozmyvani a

prekryvani pikt, z tohoto divodu se pouzivaji i relativné dlouhé kolony.

3.1.3.3 Faze GF experimentu
Klasicky GF experiment ma tii faze:
e ustaleni rovnovahy na sloupci
e aplikace vzorku
e eluce
Podminky na sloupci jsou nastaveny pomoci pufru zvoleného k separaci. Protoze
eluce probiha isokraticky, je tento pufr pouZivan po celou dobu experimentu (0br.10).
Vzorek je aplikovan jako ostra uzkd zona na zacatku sloupce. Kvuli pfesnym

vysledkim se jeho objem omezuje na 0,5-5 % celkového objemu sloupce (obr.10)
(Internet 3).
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Obr.10 Ustaleni rovnovahy a aplikace vzorku

Pufr je pumpovan na kolonu a dochazi k déleni molekul vzorku dle jejich velikosti
(obr.11).
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Obr.11 Eluce jednotlivych molekul ve vzorku v zavislosti na jejich velikosti.

3.1.3.4 Média pouzivana pro GF

Superdex je kompozitni médium slozené s vysoce zesiténych agarosovych ¢astic,
ke kerym je kovalentné navazany dextran. Je vysoce fyzikdlné¢ i chemicky odolné.
Pouziva se jako prvni volba pro efektivni déleni v kratkem case, kde musi byt zajiSténa
dobré regenerace pocatecnich podminek.

Matrix Sephacrylu je tvofena kovalentné¢ sitovanym allyldextranem
s N,N’-methylenbisakrylamidem. Je to hydrofilni médium s vysokou mechanickou
odolnosti a zarucuje rychlost a vysokou i¢innost separace.

U Superosy je médium tvotfeno vysoce zesiténymi ¢asticemi agarosy, vyznacuje
se vysokou fyzikalni i chemickou stabilitou. Neni vhodné pro primyslové vyuziti.

Sephadex tvofti zesitény dextran s epichlorhydrinem (Anon, 2002a).

3.1.4 Afinitni chromatografie (AC)

Tato metoda umoznuje purifikaci molekul s ohledem na jejich biologickou funkci
nebo individualni chemickou strukturu. Substance, ktera ma byt vycisteéna, je specificky a
reverzibilné adsorbovéana na ligand imobilizovany kovalentni vazbou k matrix kolony.
Vzorky jsou na sloupec aplikovany za podminek ptiznivych pro jejich specifickou vazbu
k ligandu. Sledované substance jsou tedy navazany na kolonu, zatimco nenavazané slozky
jsou vymyty. Ziskdni poZadovanych molekul byva dosazeno zménou experimentélnich
podminek, ktera vede k desorpci téchto molekul. AC je bézné vyuzivana k purifikaci
smésnych proteinii, mono- a polyklonalnich protilatek a glykoproteidii. Jelikoz je tato
metoda velmi specificka, bézné je dosahovano Cistoty produktu > 95 % po jednom
separacnim kroku! Je idedlni pro pocatecni predcCisténi vzorku nebo jako hlavni

purifika¢ni krok . Vétsinou probiha isokraticky (Anon, 2002b).
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3.14.1 Separacni mechanismus

U vsech typi AC byva afinitni ligand, specicificky pro vazbu k cilové molekule,
pojen s inertni chromatografickou matrix. P¥i vhodnych vazebnych podminkach se k
matrix vazou molekuly pouze podle své specifity K tomuto ligandu. VSechny ostatni

slozky vzorky projdou sloupcem neadsorbovany (obr.12).
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Obr.12 AC vyuziva vysoce specifické vazby molekul k ligandu ukotveného k matrix

Po vymyti vSech nenavazanych soucasti vzorku jsou adsorbované molekuly
uvolnény zménou podminek smérem k disociaci (zména pH, iontové sily ¢i polarity) nebo
pridanim nadbytku substance, kterd vytésni cilové molekuly z vazby na afinitni ligand
(kompetitivni ligand). Béhem experimentu dochéazi nejen k precisténi, ale i ke koncentraci

dané molekuly.

3.1.4.2 Faze AC experimentu
Typicky AC experiment ma tfi ¢asti (obr.13):
e ustaleni rovnovahy na koloné
e aplikace vzorku a vymyti nenavdzanych komponent

e vymyti adsorbovanych molekul

Binding buffer | P
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Obr.13 Faze AC experimentu: ustaleni rovnovahy, aplikace vzorku, vymyti molekul
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Sloupec je promyvan vazebnym pufrem az do ustdleni podminek, které podporu;ji
vazbu a adsorpci cilovych molekul.

Na kolonu je aplikovan vzorek a cilové molekuly jsou specificky navazany na
afinitni ligand, zatimco ostatni molekuly jsou ze sloupce vymyty.

Cilové molekuly jsou desorbovany a vymyty piechodem na eluéni pufr

(Internet 3).

3.1.5 Chromatografie zalozena na hydrofobnich interakcich (HIC)

HIC je purifikacni a separa¢ni technika zalozend na rozdilech v povrchové
hydrofobicité biomolekul. Byvd vyuzivana jako jeden z krokl proteinové purifikacni
strategie v kombinaci s dal$imi chromatografickymi metodami, napt. s gelovou filtraci
nebo iontoveé vymeénnou chromatografii.

O biomolekulach se vSeobecné piedpoklada, Ze jsou hydrofilni, ale kromé toho
maji na svém povrchu dostate¢ny pocet hydrofobnich skupin, jenz umozni jejich interakci

s hydrofobnimi ligandami spojenymi s chromatografickou matrix (Anon, 1993).
3.1.5.1 Separacni mechanismus

3.1.5.1.1 Definice pojmii hydrofilni a hydrofobni

Hydrofilni (polarni) slouc¢eniny obsahuji ve své molekule bud’ nabitou skupinu
(ionty), elektronegativni skupinu s velkym dipélovym momentem nebo skupinu schopnou
tvofit vodikové miustky. Mohou se tedy rozpoustét ve vodé a jejich molekuly jsou
solvatovany.

Naopak hydrofobni (nepolarni) slou¢eniny obsahuji ve své struktufe pouze
kovalentni vazby s dipélovym momentem blizkym nule a ve vodé se nerozpoustéji. Jsou-
li ve styku s vodou, uplatiuji se mezi nimi tzv. hydrofobni interakce. Jde o interakci
nepolarnich ¢asti molekul ve vodném prostiedi, které maji tendenci se navzajem spojovat
a tim snizovat energeticky nevyhodny kontakt s polarnimi molekulami vody.

Jak vyplyva z obrazku (obr.14), neexistuje ostra hranice mezi obéma skupinami

molekul.
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Obr.14 Postupny piechod mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi slou¢eninami.

3.1.5.1.2 Adsorpce

HIC média obsahuji ligandy, které se mohou spojovat s hydrofobnim povrchem
proteind (obr.15). V ¢isté vode je vsak tento efekt piili§ slaby, aby zpusobil interakci mezi

ligandem a proteinem ¢i mezi proteiny navzajem. Urcité soli vSak zvySuji hydrofobni

wrwe

- yrophoic
- surfaces -

l Highhy ordered
i B watet

Obr.15 Hydrofobni povrch proteinu interaguje s imobilizovanymi hydrofobnimi ligandy.

Nasledujici fada soli byva pouzivana k posileni hydrofobnich interakei pfi
purifika¢nich experimentech. Posloupnost je uvedena v potadi snizujiciho se vlivu na
hydrofobicitu.

NaySO4 > KySO4 > (NH4)SO4 > NaCl > NH,CIl > NaBr > NaSCN

Ke kontrole adsorpce pii HIC byva nejcastéji pouzivan siran amonny (amonium

sulfat). Vzorek byva na kolonu aplikovan pii vysoké koncentraci této soli (= 1 M). Pii
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desorpci je koncentrace soli postupné snizovdna a dochazi keluci jednotlivych

komponent vzorku v zavislosti na jejich stoupajici hydrofobicite.
3.1.5.2 Elué¢ni mody

3.1.5.2.1 Gradientova eluce

Gradientova eluce je pii vyuziti HIC v purifikatnim schématu pouzivana
nejcastéji. Gradient soli je vétSinou formovan michanim dvou eluentii. Prvni obsahuje
vysokou koncentraci soli (pufr A) a druhy mé naopak koncentraci této soli nizkou (pufr
B). Oba pufry jsou az na obsah soli identické. Chromatograficky systém obvykle

kontroluje tvorbu gradientll vyuzitim dvou pump, jedné pro pufr A a druhé pro pufr B.

3.1.5.2.2 Jednokrokova eluce

Koncentrace soli je béhem aplikace vzorku nastavena dostate¢né nizo, aby zstala
vétSina slabéji se vazajicich komponent neadsorbovana, zatimco cilové komponenty a ty,
které se vazi siln¢, se adsorbuji. Koncentrace soli je poté nahle snizena na troven, ktera je
dostate¢na k plné desorpci cilovych molekul. Tento typ skupinové separace nezajistuje

takové vysledky jako pii gradientové eluci.

3.1.5.3 Faze HIC experimentu

Separace pomoci HIC s vyuzitim gradientové eluce probiha ve ctyfech fazich
(obr.16):

e ustéaleni rovnovahy
e aplikace vzorku
e gradientova eluce

e regenerace média
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Obr.16 Jednotlivé faze HIC experimentu.
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Rovnovéazné podminky na kolon€ jsou ustdleny promytim pufrem A, poté je
aplikovan vzorek, jehoz nékteré komponenty se navazi na matrix a neadsorbované
molekuly jsou vymyty z kolony pomoci pufru A. Postupnym zvySovanim pufru B
Veluéni smési je nastartovan gradient, ktery zplsobi desorpci navazanych molekul a
jejich vymyti v potadi jejich rostouci hydrofobicity. V posledni fazi jsou vymyty

nejpevnéji navazané kontaminanty a médium kolony je regenerovano (Internet 3).

3.1.6 Chromatografie na reverzni fazi (RPC)

Chromatografie na reverzni fazi je separacni technika, kterd separuje molekuly
v zavislosti na jejich hydrofobicit¢. Na rozdil od HIC je RPC médium vysoce
substituovano uhlovodikovymi fetézci, které jej ¢ini velmi hydrofobnim. Proteiny,
peptidy a oligonukleotidy se adsorbuji k témto fetézcim i v ¢isté vode. Pti HIC jsou
hydrofobni interakce podporovany pfitomnosti soli, kterd nuti molekuly vzorku, aby se
adsorbovaly k matrix, zatimco u RPC je zapotiebi ptidavek organického rozpoustédla,
aby se molekuly desorbovaly. Eluce vyuziva gradientu zvySujici se koncentrace
organického solventu, jako je acetonitril.

Tato metoda nachazi uplatnéni v Siroké Skale preparativnich aplikaci zahrnujici
mikropurifikaci proteinovych fragmenti pro sekvenaci a purifikaci rekombinantnich

proteinovych produkti (Anon, 1999b).

3.1.6.1 Separacni mechanismus

Separaéni mechanismus u RPC zavisi na vazebnych hydrofobnich interakcich
mezi rozpu$ténymi molekulami vV mobilni fazi a imobilizovanymi hydrofobnimi ligandy,
tj. stacionarni fazi. Pocate¢ni vazebné podminky jsou zajiSt€ény vodnou mobilni fazi.
V okoli rozpuSténych molekul 1 imobilizovanych ligandi je voda vysoce strukturné
organizovana (obr.17). Tak, jak se solut vaze k imobilizovanym hydrofobnim ligandiim,
je minimalizovana hydrofobni oblast vystavena solventu. Z tohoto diivodu je stupen
organizace struktury vody zmenSovan s odpovidajicim vzestupem entropie systému.

Z energetického hlediska je tedy vyhodna asociace solutu a ligandu.
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Obr.17 V okoli hydrofobnich ligandti a molekul proteinu vykazuje voda vysoce

organizovanou strukturu.

RPC je adsorp¢ni proces, ktery je zalozen na rozdélovacim mechanismu mezi
mobilni a stacionarni fazi, jenz vede k separaci rozpusténych molekul. Distribuce solutu
mezi ob¢ faze zavisi na vazebnych vlastnostech média, hydrofobicité solutu a ptiznivé
adsorpci molekul z mobilni faze k fazi stacionarni. Nasledn¢ je modifikovano slozeni
mobilni faze tak, aby doslo k zadané desorpci molekul ze stacionarni faze zpét do faze
mobilni. V tomto piipadé je adsorpce povazovana za extrémni stav rovnovahy, kde je
distribuce rozpusténych molekul v podstaté 100 % ve stacionarni fazi. Naopak desorpce

je extrémni rovnovazny stav, kde je solut 100 %-n¢ distribuovan ve fazi mobilni.

3.1.6.2 Eluéni mody

RPC biomolekul obvykle vyuziva gradientovou eluci misto isokratické. Zatimco
se biomolekuly siln€ adsorbuji k povrchu matrix reverzni faze v pfitomnosti vodné
mobilni faze, k jejich desorpci z matrix dochazi uvnité uzkého rozmezi koncentraci
organického rozpoustédla pridaného do mobilni faze (obr.18.). Typicky biologicky
vzorek obvykle obsahuje zna¢nou smés biomolekul s odpovidajici pestrosti rozsahu
adsorpnich afinit. Jedind prakticky vyuZzitelnd metoda pro separaci komplexnich

biologickych vzorkil na reverzni fazi je tedy gradientova eluce.

Decrease polar
properties of eluent

Obr.18 Snizujici se polarita mobilni faze oslabi hydrofobni interakce.
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3.1.6.3 Faze RPC experimentu
Bézny RPC experiment zalozeny na gradientové eluci ma ¢tyti faze (obr.19):
e ustaleni rovnovahy
e aplikace vzorku
e gradientova eluce

e regenerace kolony
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Obr.19 Jednotlivé faze RPC experimentu

1

Prvnim krokem chromatograﬁckého procesu je ustaleni rovnovéhy na sloupci
mobilni faze je kontrolovana pfidanim organickych modifikatort jako je acetonitril.

V druhé fazi je na kolonu aplikovan vzorek obsahujici komponenty, které maji byt
separovany. Pokud je to mozné, m¢l by byt vzorek rozpustén v té samé mobilni fazi, ktera
byla pouzita pro ustaleni kolony. Vzorek je pomoci mobilni faze unaSen sloupcem,
jednotlivé komponenty jsou adsorbovany k matrix nebo se nevazi a jsou vymyty z kolony
ven.

Navazané molekuly jsou nésledné z matrix desorbovany Upravou polarity mobilni
faze a jsou postupné eluovany ze sloupce. Zménou polarity mobilni faze se u RPC
vétSinou rozumi vzestup procentudlniho zastoupeni organického modifikatoru v jejim
slozeni. Hodnota pH inicia¢ni a finalni mobilni faze obvykle zustava stejna. Postupného

sniZeni polarity mobilni faze je dosaZeno zvy§ujicim se linearnim gradientem ze 100 %

ke 100 % mobilni faze B, kterd obsahuje vysokou koncentraci tohoto modifikatoru.

Navazané molekuly se z reverzni faze desorbuji dle svych hydrofobnich vlastnosti.
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V poslednim kroku se z kolony vymyji v§echny dosud nedesorbované molekuly.
Toho je vétSinou dosazeno zménou pufru B za fazi s téméer 100 % organického
modifikatoru. Poté nasleduje znovu nastaveni pocatecnich podminek pomoci pufru A

(Internet 3).
3.1.7 SDS-PAGE

3.1.7.1 Charakteristika

Separace makromolekul v elektrickém poli se nazyva elektroforéza. Tato velmi
béznd metoda pro separaci proteinli vyuziva nespojitého polyakrylamidového gelu jako
podpurného média a sodium dodecyl sulfat (SDS, laurylsulfat sodny) k denaturaci
proteini. Metoda je nazyvana sodium dodecyl sulfate polyakrylamide gel
electroforesis (SDS-PAGE). Nejvice vyuzivany systém je pojmenovan dle svého tvirce,
Laemmliho metoda (1970).

Proteinova separace pomoci SDS-PAGE miize byt vyuzita k odhadu relativni
molekulové hmotnosti, k uréeni relativniho zastoupeni hlavniho proteinu ve vzorku a
K uréeni distribuce proteind uvniti dané frakce. Muze byt také pouzita k posouzeni Cistoty

proteinového vzorku v ramci separaénich a purifika¢nich procedur (Internet 4).

3.1.7.2 SDS

SDS je detergent, ktery dokaZe rozpoustét hydrofobni molekuly a nese na svém
povrchu negativni naboj. Proto, jsou-li sSDS inkubovany bunky, membrany jsou
rozruseny, proteiny jsou detergentem solubilizovany a navic jsou vSechny proteiny po
celém povrchu pokryty negativnimi naboji. Polypeptidové fetézce na sebe vazi takové
mnozstvi SDS, které proporcionalné odpovida jejich molekulové hmotnosti. Negativni
naboj na SDS destruuje vétsSinu komplexnich proteinovych struktur. Kone¢ny vysledek
ma dva dilezité rysy: 1) vSechny proteiny obsahuji pouze primarni strukturu a 2) vSechny
proteiny maji velky negativni naboj, coZ znamend, Ze pfi vloZeni do elektrického pole

budou vSechny migrovat smérem k pozitivnimu polu.
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Obr.20 Obrazek znazornuje protein pied a po inkubaci s denaturaénim detergentem SDS.

SDS dokaze rozrusit hydrofobni oblasti (obr.20, znazornény pismenem H) a pokryt
protein mnoha negativnimi naboji, které piekryji vSechny pozitivni skupiny v molekule.

Vysledny protein je denaturovan a zaroven linearizovan (Internet 4, Internet 5).

3.1.7.3 PAGE

Pokud jsou proteiny denaturovdny a umistény do elektrického pole, budou se
pohybovat smérem ke kladnému poélu stejnou rychlosti, bez jakéhokoliv néaznaku
separace. Proto je tfeba umistit proteiny do takovych podminek, které umozni rizné
velkym proteintim pohybovat se riznou rychlosti. Volbou byva polyakrylamid, ktery
vzniké4 polymerizaci akrylamidovych monomert. KdyZ je tento polymer vytvofen, zméni
se v gel, na kterém je mozno s vyuzitim elektrického proudu separovat proteiny. Cely
proces se tedy nazyva polyakrylamide gel elektroforesis (PAGE). Polyakrylamidovy gel
neni kompaktni, ale je tvofen labyrintem prazdnych bublin, tunelt, uvnitf sit¢ vlaken

(obr.21) (Internet 5).

polyacrylamide gel tunnels of different diameters

Obr.21 V gelu existuji prazdné bubliny (,,tunely*) mnoha velikosti nahodile rozmisténé

v celé jeho strukture.
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3.1.7.4 Polyakrylamidovy gel

Pti tvorbé gelu pro SDS-PAGE jsou mezi sklicka nality dvé rtzné vrstvy
akrylamidu. Spodni vrstva (separacni) je zodpoveédnd za vlastni separaci polypeptidii
podle jejich velikosti. Horni vrstva obsahuje jamky pro aplikaci vzorku a dochazi v ni ke
kompresi vzorku do mikrometrové vrstvicky jesté pred tim, nez proteiny dosahnou okraje
separacniho gelu.

Gel o dané koncentraci akrylamidu separuje proteiny nejefektivnéji vzdy uvnitt
charakteristického rozsahu molekulovych hmotnosti. Typicky gel obsahujici 7 %
akrylamidu dobfe separuje polypeptidy s molekulovou hmotnosti mezi 45 a 200 kDa.

Hustsi gel, napt. 14 %, obvykle rozdéli vSechny nejmensi polypeptidy ve smési.

3.1.7.4.1 Spodni (separacni) gel

Bé&zné se piipravuji gely o koncentraci 7 az 15 % akrylamidu, v zavislosti na
rozsahu velikosti proteind, které je tfeba rozdélit. K zdsobnimu roztoku akrylamidu, ktery
je slozen z 29,2 % akrylamidu a 0,8 % bis-akrylamidu, je pfidan 0,4 % SDS, 1,5 M
Tris-HCI pH 8,8 a voda. Akrylamid spontanné polymerizuje v prostiedi bez pfitomnosti
kysliku, proto zahrnuje polymeriza¢ni proces kompletni odstranéni kysliku z roztoku.
Iniciace polymerace probihd pfidanim cCerstvé ptipravené¢ho amonium persulfatu (APS) a
N,N,N’",N’-tetramethylenethylendiaminu (TEMED) do smési. Smés musi byt
bezprostiedné nalita mezi skla a piekryta vrstvou butanolu nasyceného vodou
isopropylalkoholu. Divodem je vytvorfeni hladkého vodorovného povrchu na separaénim
gelu, ktery bude ve styku s gelem zaostfovacim. Doba polymerizace je obvykle 10 min a
neméla by presdhnout 15 min. Zavisi vSak predev§im na mnozstvi pfidanych iniciatort

polymerizace.

3.1.7.4.2 Horni (zaostrovaci) gel

Typicky zaostfovaci gel ma koncentraci 3 az 4,5 % akrylamidu. K zasobnimu
roztoku akrylamidu se pifida 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 % SDS a voda. Pfed pfidanim
inicidtort polymerizace je odstranén butanol ze separacniho gelu. Po aplikaci gelu mezi
skla je opatrné vlozen hieben pro tvorbu jamek tak, aby mezi jednotlivymi zuby nebyly

bubliny (Internet 6).
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3.1.7.5 Priprava vzorku pro elektroforézu

3.1.7.5.1 Struktura proteinu

Polypeptidy jsou makromolekuly skladajici se znerozvétvené sekvence
aminokyselin, které jsou vzajemné spojeny jednoduchou peptidickou vazbou. Protein je
sloZzen z jednoho ¢i vice polypeptidll a/nebo dalSich typt molekul, jeho struktura je drzena
pohromadé diky mnoZzstvi molekularnich interakci Casto zahrnujici kovalentni vazby.
Tyto interakce maji za nasledek rtizné Grovné organizace struktury, které se nazyvaji
primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni.

Sekvence aminokyselin polypeptidu tvoii primdrni strukturu. Interakce
rozpustného proteinu s vodou vede ke vzniku vodikovych vazeb, které jsou castené
zodpovédné za sekundarni strukturu bilkoviny. Sekundarni struktura se vztahuje k mistni
struktufe polypeptidového fetézce, zahrnujici spirdly, sklddané listy a otdcky. Funkéni
protein méa 3D strukturu, kterd je vysledkem vodikovych vazeb (mistki), hydrofobnich
interakci mezi aminokyselinami, Van der Walsovych sil a disulfidickych mustkd. Tato
struktura je nazyvana ftercidrni. Kvartérni struktura je déna interakcemi jednotlivych

polypeptidovych fetézcl s ostatnimi molekulami tvoficimi funkéni protein.

3.1.7.5.2 Denaturace vzorku

Pro SDS-PAGE byva pouZivano mnoho riznych vzorkovych pufrd, ale vSechny
vyuzivaji stejny princip denaturace. Dobré denaturace vzorku mtze byt napi. dosazeno
jeho smichani 1:1 (v/v) se vzorkovym pufrem obsahujicim 2 % SDS, 20 % glycerolu, 20
mM Tris-HCI1 pH 8, 2 mM EDTA, malé mnozstvi bromfenolové modii a redukéniho
Cinitele jako je dithiothritol (DTT) nebo 2-merkaptoethalnol (exp.biosci).

SDS, redukéni Cinitel a teplo jsou zodpovédné za skutecnou denaturaci vzorku.
SDS rusi 2D a 3D strukturu proteinu a soucasné udili negativni ndboj aminokyselindm
(obr.22). Ackoli je protein pusobenim SDS vice ¢i méné natazeny, urcitda kvartérni
struktura u n& muize byt zachovana diky disulfidickym vazbdm a kovalentnim ¢i

nekovalentnim spojenim mezi ostatnimi typy molekul.
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Obr.22 Anionicky detergent ¢asteéné uvolni protein z vazby na fosfolipidovou

membranu a linearizuje jeho strukturu.

Mnoho proteinii ma vyznamné hydrofobni vlastnosti a mtize byt tésn¢ asociovano
s jinymi molekulami, jako jsou lipidy, diky hydrofobnim interakcim. Zahtati vzorku
nejméné na 60 °C rozrusi tyto vazby a umozni SDS navézat se v hydrofobnich oblastech

proteinu a dokoncit denaturaci (obr.23).

Obr.23 Zahtati vzorku v pfitomnosti SDS urychli rozruseni sekundarni, terciarni a

kvartérni struktury proteinu. Disulfidické vazby ziistanou zachovany.

Aminokyselina cystein obsahuje ve své struktufe —SH skupinu, ktera muze za
normalnich intracelularnich podminek spontanné tvofit disulfidickou vazbu (-S-S-)
s jinou —SH skupinou. Tato vazba je kovalentni a neni rozrusena pusobenim SDS. DDT
nebo 2-merkaptoethanol jsou silna redukéni Cinidla a jejich specifickou roli pii denaturaci
vzorku je odstranit posledni €asti terciarni a kvartérni struktury redukei disulfidickych

mustkt (obr.24) (Internet 7).

=H
LTT

SH

Obr.24 DTT redukuje disulfidické mustky a odstrafiuje posledni znamky terciarni a

kvartérni struktury.
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3.1.7.6 Spusténi elektroforézy

Denaturované vzorky proteinu jsou postupné aplikovany do jamek zaostfovaciho
gelu. Na gel je poté pfivedeno konstantni napéti, které zpusobi migraci negativné
nabitych proteint skrz matrix gelu. V zavislosti na své velikosti se kazdy protein bude
gelem pohybovat rtiznou rychlosti: kratké proteiny se budou ptes jednotlivé pory gelu
tedy dochazi k separaci jednotlivych proteinii na zakladé¢ jejich migra¢ni rychlosti gelem,
tj. na zaklad¢ jejich velikosti. Mensi proteiny doputuji dal smérem k druhému konci gelu,
naopak vétsi proteiny zdstanou blize k pocatku separaéni zony (Internet 8).

Na ELFO vétsinou bezprostiedné navazuje jedna z visualizacnich technik, jako je
napf. barveni pomoci Coomassie Briliant Blue, znaceni stfibrem nebo Western blot. Po
pouziti téchto technik dochazi ke zviditelnéni jednotlivych proteint, které se na gelu
objevi v podob¢ prouzki (bandil). Poté je mozné je srovnavat s molekularnim standardem

a odhadnout tak jejich Mr nebo posoudit ¢istotu jednotlivych vzorku ( Internet 9)

3.1.8 Western blotting

Western blottig (WB) je metoda pfenosu proteinti rozdélenych pomoci ELFO na
pevnou membranu, kde je mozno jednotlivé bilkoviny detekovat pomoci specifické vazby
protilatky. Blotovani miize byt vyuzivano pfi zjistovani mnoha dilezitych charakteristik
antigenu, jako je jeho pfitomnost a kvantita ve vzorku, molekulovd hmotnost a efektivita
extrakce daného antigenu.

Zakladni blotovaci proces mize byt rozdélen do nasledujicich kroki:

e Piiprava vzorku

e Gelova elektroforéza

e Pfenos proteinu na membranu
e Blokace nespecifickych vazeb
e Ptidani protilatky (protilatek)
o Detekce

Prvnimu a druhému bodu bylo vénovano dostatek prostoru vyse (viz. 3.1.7).

3.1.8.1 Prenos proteinu na membranu
Ptenosu proteinii rozdélenych béhem SDS-PAGE na pevnou membranu byva
nejcastéji dosazeno elektroblotovanim. Pfi tomto procesu je stlacen ,,sendvic® gelu a

membrany (nitrocelulosa, polyvinylidinfluorid) do kazety a ponofen do pufru mezi dvé
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paralelni elektrody. Proud prochazi v pravém uhlu ke gelu, coz zpiisobi ptfechod
separovanych proteinil z gelu na membranu. Kdyz je transfer bilkovin dokoncen, stava se
Z membrany ,,blot*. Efektivita s jakou budou jednotlivé antigeny pfeneseny na blot je
zavisla na vazebné kapacité pouzit€¢ membrany, prenosové metodé a podminkach
Vv pritbéhu pienosu. Zavisi také na velikosti a hydrofobicité antigenu.

Vliv na ptenos bilkovin mize mit také SDS pouzity pii ELFO. Zatimco pii ELFO
je SDS potiebny pro usnadnéni migrace proteinu gelem, pii vazbé proteinu K membrané
muze dochazet k interferencim. Mensi polypeptidy, pokud jsou stéale siln¢ obaleny SDS,
se mohou pohybovat rychleji, coz podstatné snizuje efektivitu vazby proteinu K
membrang. Pii blotovani nizkomolekuldrnich proteinti je tedy vyhodné predem
oplachnout polyakrylamidovy gel 5-15 min v transferovém pufru bez SDS, coz pomuze
snizit jeho koncentraci a zvy$i efektivitu pfenosu nizkomolekularnich proteinli na
membranu. Naopak vyss$i molekulové hmotnosti vyzaduji delsi pfenosovy ¢as. Efektivita
prenosu antigentl s vys$si molekulovou hmotnosti mize byt zvySena prodlouzenim doby
blotovani a ptidanim 0,05 % SDS do transferového pufru. Obecné lze fici, ze ¢im je
protein hydrofobnéjsi, tim obtiZznéji je pfendSen na membranu. Tento problém je feSen
pridan metanolu do transferového pufru (az 20 %).

Délka blotovani zavisi na podminkach metody a na velikosti pfenaSenych

proteind. V pribchu pfenosu je vétSinou vyZzadovano chlazeni blotovaciho zatizeni.

3.1.8.2 Blokace nespecifickych vazeb

NeZ je prfidana prvni protilatka, membrina musi byt nejprve inkubovana
S vhodnym blokovacim proteinovym roztokem, aby doSlo k zablokovani zbylych
hydrofobnich vazebnych mist na membrang. Zabrani se tak nespecifické vazbé primarni
protilatky pfimo na membranu. Typicky blokovaci roztok mize byt 10 % (w/v) hovézi
sérovy albumin (BSA) nebo 5 % odtu¢néné susené mléko v Tris-HCI nebo ve fosfatovém
pufru. Je velmi dilezité, aby takovyto blokovaci roztok neobsahoval antigen, ktery je
rozpoznavan primarni nebo sekundarni protilatkou. Dostatetna by méla byt inkubace

30 min pfi 37 °C nebo se membrana necha v blokovacim pufru pies noc v lednici.

3.1.8.3 Pridani protilatek
Po oplachnuti membrany od blokovaciho roztoku je pfidana nafedénd primérni
protilatka a membréana se inkubuje 30 min pii 37 °C, hodinu pfi laboratorni teploté nebo

pies noc pii 4 °C za mirného michani. Po inkubaci s primarni protilatkou nésleduje fada
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oplachi v promyvacim pufru (vétSinou obsahuje 0,1 % Tween 20) a poté pfidani
sekundarni protilatky. Nasleduje inkubace se znaCenou sekundarni protilatkou proti

primarni protilatce za stejnych podminek.

3.1.8.4 Detekce

Metoda detekce zavisi na zplsobu oznaceni sekundarni protilatky (nckdy i
primarni). Pro znaceni protilatek pii WB se nejvice vyuzivaji enzymy, napft. alkalicka
fosfatasa nebo kienova peroxidasa, které mohou byt detekovany vizualné diky konverzi
kolorimetrického substratu (chromogenu) nebo diky pfeméné chemiluminis¢en¢niho
substratu, ktery po pfeméné enzymem emituje svételné zéblesky, jenz jsou poté
zachyceny na RTG film. Vyuziti chemiluminiscen¢niho detek¢éniho systému je velmi

senzitivni (Internet 10).

3.1.9 Stanoveni bilkoviny

Pro stanoveni mnozstvi bilkoviny ve vzorku jsou bézné vyuzivany Ctyfi
spektroskopické metody. Zahrnuji jednak meéteni vnitini UV absorbance a tfi metody,
které vyuzivaji na proteinu zavislé zmény barvy roztoku: Lowryho metodu (1951),
Smithovu metodu (1985) stanoveni pomoci BCA (bicinchoninic acid) a Bradfordovo
stanoveni (1976). VSechny metody jsou bézné vyuzivany ve vSech biochemickych
laboratofich, ale kazda je vhodna pouze pro uréité podminky stanoveni (science.smith).

Absorbance proteini v UV- oblasti je zpusobena piedev§im tryptofanem a
tyroxinem a v mensi mife i fenylalaninem. Absorpci ovliviiuje pH roztoku, takze pii
riznych pH jsou absorpcni kiivky posunuty. VétSinou se mefi absorpce v alkalické
oblasti. (Veseld se sp., 1997). Stanoveni bilkoviny pomoci UV absorbance vyzaduje
pouziti Cistého proteinu se znamy excitatnim koeficientem v roztoku bez dalSich
substanci absorbujicich UV zafeni. Méteni se provadi v kyveté z kfemenného skla pfi
vlnové délce 280 nm nebo 205 nm.

Lowryho metoda a stanoveni pomoci BCA jsou zaloZzeny na redukci méd'natych
jontd Cu®* na ionty médné Cu’ zptisobenou amidy. A¢koli jsou tato stanoveni celkem
ptesnd, vyzaduji ptipravu n€kolika reakénich roztokt, které musi byt v pribéhu stanoveni
peclivé odméfeny a promichany. Nasleduje delsi, casove presné stanovend inkubace pfi
zvyseneé, piesné kontrolované teploté a poté bezprostiedni méteni absorbance nestabilniho
roztoku. Obé metody mohou byt ovlivnény jinymi latkami casto se vyskytujicimi

Vv biochemickych roztocich, jako naptf. detergenty, lipidy, pufry a redukénimi Cinidly.
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Proto tyto metody vyzaduji sérii standardnich roztokd obsahujicimi piesné¢ zndme
mnozstvi proteinu a stejné komponenty, které obsahuje vzorek.

Bradfordovo stanoveni vyuziva posunu v absorbanci barviva Coomassie Brilliant
Blue po vytvotfeni komplexu s proteinem. Tato metoda je velmi rychld a nevyzaduje tak
dlouhé¢ inkubace ani zvyseni teploty jako piedeslé metody. Jeji vyhodou je kompatibilita

s reduk¢nimi ¢inidly, je vSak negativné ovliviiovana pfitomnosti detergentu (Internet 11).

3.1.9.1 Smithovo stanoveni bilkovin pomoci BCA

Metoda vyuziva reakce proteini s Cu** v alkalickém prostfedi. M&d'naté ionty
prechazeji na Cu’, které vytvareji v prostiedi kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex
s BCA. Intenzita zbarveni je pfimo imérna mnozstvi bilkoviny v roztoku. Absorbance
komplexu je méfena pii vinové délce 562 nm. Pied stanovenim je tfeba pfipravit reak¢ni
roztok (C) smichanim dvou standardnich roztoki A+B v poméru 50:1 (A:B).

Roztok A je tvoten 1 % (w/v) BCA, 2 % (w/v) uhli¢itanem sodnym Na,COs, 0,16
% (w/v) vinanem sodnym, 0,95 % (w/v) hydrogenuhli¢itanem sodnym NaHCO3 a 0,1 M
hydroxidem sodnym NaOH.

Roztok B tvoti 4 % (w/v) hexahydrat siranu méd’natého CuSQO4.6 H,0.

Po pfidani roztoku C ke vzorku nésleduje 30-60 min inkubace pfi teplot¢ od 37 do
60 °C. Delsi inkubace zvySuje senzitivitu stanoveni. Zahfivani mize byt preruseno diiv,
aby se zabranilo pfiliSnému zbarveni vzorkd. Inkubace milze byt provedena i pfi
laboratorni teploté, ale potom je metoda méné citliva a piesna. Stanoveni lze provést bud’

jako makro- (standardni) nebo mikrostanoveni (Internet 12).

3.1.9.2 Bradfordovo stanoveni proteinti

Bradfordova metoda stanoveni bilkovin je velmi populadrni pro svou jednoduchost,
rychlost, finan¢ni dostupnost a citlivost. Princip této metody je zalozen na posunu
absorpéniho maxima modrého barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) (obr.25).
Barvivo se specificky vaZe na protein v misté jeho argininovych, tryptofanovych,
tyrosinovych, histidinovych a fenylalaninovych zbytki. CBBG se k témto zbytkiim vaze
ve své aniontové formé, jejiz absorpéni maximum se nachéazi v oblasti 595 nm (modra).
Roztok volného barviva ve formé kationu maximalné absorbuje pii 470 nm (Cervenad).
Me¢fteni probihd na spektrofotometru pii 595 nm a monitoruje se tak komplex CBBG

S proteinem.
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Obr.25 Struktura barviva Coomasie Brilliant Blue G-250

Bylo zjisténo, Ze absorpcni spektra obou forem barviva se piekryvaji. To
zpusobuje nelinearnost standardni kiivky zavislosti absorbance na obsahu bilkoviny.
V tomto ptipadé zavislosti vyhovuje 1épe kiivka druhého fadu nez-li pfimka. Pfi této
metodé mize byt linedrni zavislost vyuzita jen v izkém rozsahu koncentraci proteinu, ale
Casto jen tahle skutecnost vede k vSeobecnému zavéru, Ze je metoda linearni. Dokonce
Bradford (1976) sdm ve svém plivodnim ¢lanku poukazoval na to, Ze metoda neni linearni
Vv celém svém rozsahu.

Eistuji dvé zékladni upravy Bradfordova stanoveni, kazdé ma jiny rozsah detekce.
Mikrostanoveni je uréeno pro koncentrace proteinu do 50 pg/ml a klasické (makro-)
stanoveni se vyuziva v oblasti hodnot 200-2000 pug/ml. Vseobecné je vhodné&jsi pouzit
mikroforméat a vzorky natedit. Pfi mikrostanoveni vznikd mén¢ odpadu a je spotiebovano

mén¢ reakéniho materialu (Internet 13).
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3.2 REDUKCNIi ENZYMY

3.2.1 Zarazeni reduktas v ramci metabolismu xenobiotik

Cest, kterymi mohou byt xenobiotika, a tedy i 1éCiva, metabolizovany ¢i
biotransformovany, je mnoho a zahrnuji oxidaci, redukci, hydrolyzu, hydrataci, konjugaci
a kondenza¢ni reakce. Porozuméni témto pochodiim je dualezit¢é zejména proto, Ze
metabolickd drdha lé¢iva miize determinovat jeho podstatnou farmakologickou ¢i
toxikologickou aktivitu.

Metabolismus xenobiotik je bézné rozde€lovan do dvou fazi: 1.faze a 2. faze
(konjugacni). Reakce 1. faze jsou chapany jako ptiprava xenobiotika pro 2. fazi, tj. ve fazi
1 jsou vytvareny ¢i odkryvany chemicky reaktivni funkéni skupiny, které reaguji ve fazi
2. Reakce 2. faze jsou proto pravymi ,,detoxika¢nimi® drahami a poskytuji produkty
tvotici velké mnozZstvi inaktivnich, vyloucenych metabolitli 1é¢iv. Mnoho reakci z faze 1 1
2 se muze podilet na pfeméné¢ té samé slouceniny, a proto je zde moznost interakci
riznych metabolickych drah ve smyslu kompetice o substrat.

Mezi reakce prvni fdze muzeme zaradit oxidaci zahrnujici cytochrom P450,
ostatni oxidacni reakce, redukci, hydrolyzu, hydrataci, isomerizaci a dal§i zfidka se

vyskytujici reakce (Gibson, 2001).

3.2.2 Redukéni metabolismus

AZ donedavna byl metabolismus 1é¢iv studovan piedevsim s ohledem na oxidacni
reakce, nyni se vSak pozornost obraci také k redukénimu metabolismu. Oxidoreduktasy
tvofi prvni tfidu enzyml dle mezindrodni klasifikace enzyma (EC). Reduktasy jsou
vramci bunky vétSinou lokalizovany Vcytosolu (rozpuStén€), v menSi mife
v mitochondriich a v mikrosomech (membranové vazané). Pfi metabolizaci 1é¢iva mize
mit redukéni preména néckolik uclinkd, a to aktivacni, deaktivacni, toxikacni C¢i
detoxikacni.

Mezi enzymy ucastnici se redukénich reakci patii napt. alkoholdehydrogenasa,
aldo-keto reduktasy, cytochrom P450, NADPH- cyt P450 reduktasa, NADH- cyt bs
reduktasa, thioredoxin reduktasa, xantin oxidasa, aldehyd oxidasa, chinon reduktasa a

glutathion reduktasa.
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Redukéni premény xenobiotik zahrnuji redukce karbonylovych skupin, dvojnych
vazeb, N-oxidd, sulfoxidt, disulfidi, redukce aromatickych nitro- a azosloucenin,
reduk¢ni dehalogenaci, redukce hydroxamovych kyselin (Kvasnickova, 1995).

Predevsim redukce karbonylové skupiny je vyznamnou biotransformacni
pfeménou mnoha [éCiv a hraje také vyznamnou roli pii deaktivaci néckterych

farmakologicky vyznamnych substanci (Gstni sdéleni Wsol, 2004).

3.2.3 Redukce karbonyloveé skupiny

Bylo prokéazano, ze se enzymy redukujici karbonylovou skupinu podileji na
metabolické pfeméné mnoha aromatickych, alicyklickych a alifatickych karbonylovych
sloucenin (Felsted a Bachur, 1980; Wermuth, 1985; Rosemond a Walsh, 2004). Né&které
reduktasy se také ucastni deaktivace nékterych 1éCiv jako je warfarin, haloperidol,
daunorubicin a doxorubicin (Hermans a Thijssen, 1993; Maser, 1995). Doposud bylo
identifikovano nékolik enzym, které zprostiedkovavaji redukci karbonylové skupiny
latek endogenniho i1 exogenniho ptivodu, znichz vétSina byla charakterizovana na
biochemické a molekularni urovni (Oppermann se sp, 1998). Na zaklad¢ jejich primarni
struktury a charakteristickych motivii byly tyto enzymy klasifikovany a rozdéleny do tii
proteinovych nadrodin, dehydrogenasy-reduktasy s kratkym retézcem (SDR) (Jornvall
se sp., 1995), dehydrogenasy-reduktasy se stiedné dlouhym fetézcem (MDR)
(Nordling, 2002) a aldo-keto reduktasy (AKR) (Bohren se sp., 1989). Nachazeji se
v kazdé tkéani vétSiny dosud testovanych organismi a nékteré z nich maji fyziologickou
roli v metabolismu prostaglandind, sacharidi a steroidi (Jornvall se sp., 1995; Jez a

Penning, 2001).

3.2.3.1 Aldo-keto reduktasy (AKR)

Aldo-keto reduktasy tvori rozsahlou nadrodinu NAD(P)H-
dependentnichoxidoreduktas (Jez se sp., 1997a). VétSinou se jednd o monomerni
proteiny, které jsou tvofeny ptiblizné¢ 320 amiokyselinami a které katalyzuji redukci
aldehydu a ketonti, monosacharidi, ketosteroidii a prostaglandinti. Zprosttedkovavaji také
oxidaci hydroxysteroidi. Velmi malo je znamo o jejich substratech mezi 1é¢ivy, 1 kdyz
Matsunaga se sp. (2006) oznacili 6 enzymi z této skupiny, za proteiny ucastni se redukce
karbonylové skupiny nékterych xenobiotik AKR je mozno nalézt jak u zivocCicha, tak i u

rostlin, u eukaryot i prokaryot (Hyndmann se sp., 2003).
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Nomenklatura AKR byla publikovana v roce 1997(b) Jezem a doplnéna 2003
Hyndmanem se sp. Je zalozena na podobnosti sekvence AK a v soucasné dobé zahrnuje
14 rodin, z nichz 9 ma nékolik podrodin (Hyndman se sp. 2003). Oznaceni jednotlivych
proteint se sklada z pojmenovani nadrodiny (AKR), arabské ¢islo oznacuje rodinu (1-14),
pismeno se vztahuje k podroding a arabské ¢islo oznacuje konkrétni enzym. Kritériem pro
zatazeni enzymil do jedné rodiny je 40 % shoda v sekvenci AK, pro zafazeni do
podrodiny musi byt shoda 60 %. Napt. AKR 1Al je oznaceni pro aldehydreduktasu
nachazejici se v lidské jaterni tkani. Dnes je znamo 129 proteini z této nadrodiny a

dalsich 14 genti by mé¢lo pravdépodobné kodovat podobné enzymy.

3.2.3.2 Dehydrogenasy-reduktasy se strédné dlouhym ietézcem (MDR)

Nadrodina MDR obsahuje téméf 1000 ¢lend (Persson se sp., 1994) a tvofi ji 8
proteinovych rodin. Tfi rodiny tvoii alkoholdehydrogenasy (ADH): dimerni ADH, které
se vyskytuji u rostlin 1 zivocichli, cinnamyl-ADH nalezené v rostlinné tisi a kvartérni
ADH vyskytujici se u kvasinek. Dalsi tfi rodiny jsou reprezentovany mitochondridlnimi
proteiny dychaciho fetézce, acetyl-CoA reduktasami, synthasami mastnych kyselin a
leukotrien-B4 reduktasami. Dvé zbyvajici rodiny jsou tvofeny polyoldehydrogenasami a
chinonreduktasami. V lidském genomu bylo nalezeno 23 enzymu z této nadrodiny a
ziejme budou existovat minimaln¢ jeste tii dalsi, nejcastéji patii bud’ do rodiny dimernich
ADH nebo chinonreduktas. VSechny MDR vyuzivaji jako kofaktor NAD(H) nebo
NADP(H) a nékteré obsahuji ve svém aktivnim misté zine¢naty ion (Nordling se sp.,
2002).

3.2.3.3 Dehydrogenasy-reduktasy s kratkym ietézcem (SDR)

SDR zahrnuje okolo 3000 primarnich struktur funkéné€ odliSnych proteint a tvofi
tak nejvétsi proteinovou nadrodinu (Oppermann se sp., 2003). Identita sekvence
jednotlivych enzymi je nizkd, ale 3D struktura mnoha c¢lenti vykazuje velmi podobné
rysy. Typicky je Rosmaniv zdhyb s centradlnim [-listem, ktery se ucastni na vazbé
kofaktorti .

V této velké nadrodiné se vyskytuje také 6 enzymd, které se vyznamné podili na
redukci karbonylové skupiny xenobiotik. Jedna se 0 cytosolické karbonyl reduktasy (CR)
1, 3 a 4 a L-Xylulosareduktasu, mikrosomalni 11B-hydroxysteroiddehydrogenasu 1
(11B-HSD 1) a peroxisomalni dehydrogenasu s kratkym fetézcem (DHRS4,
dehydrogenase/reduktase (SDR family) member 4) (Matsunaga se sp., 2006).
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Jediny zastupce mikrosomalnich, tedy membranové vazanych, enzymi je
11B-HSD 1, ktera v organismu katalyzuje interkonverzi aktivniho kortisolu na neaktivni
kortison. V savéi tkani byly zatim klonovany a charakterizovany jeji dvé formy,
NADP(H)-dependentni 118-HSD 1 a NAD(H)-dependentni 113-HSD 2. 113-HSD 1 je
exprimovana v mnoha rtznych tkdnich a ucastni se pfedevSim regenerace aktivniho
kortisolu z neaktivniho kortisonu. 113-HSD 2 je exprimovana hlavné v cilovych tkanich
mineralokortikoidl, jako jsou ledviny nebo tracnik, a ptisobi pouze jako dehydrogenasa
inaktivujici kortisol (Tomlinson a Stewart, 2001). Zvysena aktivita a exprese 11B-HSD 1
se objevuje Vv patogenesi mnoha béznych nemoci zahrnujicich obezitu, insulinovou
rezistenci, metabolicky syndrom, polycysticky ovarialni syndrom, osteoporosu a glaukom
(Tomlinson, 2005). Na zakladé téchto zjisténi jsou Vv soucasné dob¢é navrhovany a
studovany selektivni inhibitory 11B-HSD 1 jako nova terapeuticka strategie téchto
onemocnéni. V budoucnu by mély byt vyuzivany predevsim v 1é¢bé diabetes mellitus,
obezity a metabolického syndromu (Miguet se sp., 2006). Mimoto bylo zjisténo, ze ma
11B-HSD 1 roli i v metabolismu nesteroidnich karbonylovych sloucenin, napf. oracinu,
ketoprofenu, metyraponu, insekticidnich analogli metyraponu, menadionu a nékterych
aromatickych aldehydl a ketonti (Maser a Oppermann, 1997; Wsdl se sp., 2004; Hult se
sp., 2001).
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3.3 ORACIN

3.3.1 Protinadorovy uéinek

Oracin,  6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-indeno
[1,2-c]isochinolin (Michalsky, 1992) (obr.26), je potencialni cytostatické 1é¢ivo pro
perordlni podani ve II. fazi klinického zkouSeni. Jeho struktura je podobnd anti-
tumorovym antibiotikiim ze skupiny anthracyklint a také mechanismus ucinku spociva v
jeho interkalaci do struktury DNA nadorové bunky. Ziejmé¢ vSak nepdjde jen o tento
mechanismus u¢inku, kdy dochazi k inhibici DNA a RNA syntézy a nasledné ke snizeni
obsahu bilkovin v bunice tumoru (Melka, 1993). Bylo popsano i né¢kolik dalSich
mechanismu, které zahrnuji inhibici topoisomerasy |, stimulaci aerobni spotieby glukosy
a s mensim vyznamem i tvorbu laktatu v nadorové buce a indukci apoptosy (Miko se sp.,
2002; Melka, 1993).

Anti-tumorovy efekt byl studovan na mySich a potkanech, kdy bylo uzito 10
ruznych experimentdlnich tumorovych modell pifi perordlnim a parenterdlnim podani.
Oracin prodlouzil primérnou dobu preziti myS$i u péti tumord. Ve studiich in vitro
vykazoval oracin pfimou cytotoxicitu k buitkdm péti tumort. Tyto vysledky byly ovéfeny
Vv té¢ samé studii u péti lidskych tumort (Melka, 1993).

Hlavni vyhody tohoto nového chemoterapeutika jsou moznost peroralniho podani,
kombinace vice anti-tumorovych mechanismu (viz. vyse), absence kardiotoxicity (Gersl
se sp., 1996, negativni vysledky Amesova testu mutagenity (Marhan, 1995), velmi nizka
hepatotoxicita a jeho vyhodné farmakokinetika.

X
O N~ ~~-OH

(+)-DHO (-)-DHO

Obr.26 Metabolicka konverze prochiralni molekuly oracinu na enantiomery (+)-DHO a
(-)-DHO.
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3.3.2 Biotransformace

Diky slibné biologické aktivité oracinu v chemoterapii a jeho vyhodnym
farmakokinetickym vlastnostem byla intenzivné studovana jeho Dbiotransformace
Vv organismu ruznych laboratornich zvifat i ¢lovéka. Hlavnim metabolitem oracinu je 6-
[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5-ox0-11-hydroxy-5,6-dihydro-11H-indeno|[1,2-
clisochinolin (dihydrooracin, DHO). Tento chiralni metabolit vznika pfi redukci pro-
chiralni karbonylové skupiny v poloze 11 molekuly oracinu (obr.26)

Biotransformace oracinu byla studovana in vitro i in vivo na ruznych zvitecich
druzich (mys, potkan, morce, kralik, miniprase, pes) (Wsol se sp., 1996; Szotakova se sp.,
1996; Wsdl se sp., 1998) a také na lidské jaterni tkani (Wsol se sp., 2000). Bylo zjisténo,
ze je DHO stereospecificky pfeménovan jak mikrosomalni, tak i cytosolickou frakei u
vSech studovanych druhti a tato stereospecifita je ovlivnéna pohlavim laboratornich zvifat
(Wso6l se sp., 1999). Na zaklad¢ indukcnich a inhibi¢nich studii s mikrosomalnimi
frakcemi bylo zjisténo, ze na redukci oracinu na mikrosomalni urovni u potkana by se
mohla podilet i 11B-HSD 1 (Szotdkova se sp., 2000). Studie na purifikované 113-HSD 1
z mysich jater ukazala, ze tento enzym hraje klic¢ovou roli v karbonylové redukci oracinu
v mikrosomech (Wso6l se sp., 2003) a také bylo dokézano, ze 113-HSD 1 je zodpoveédna
za redukci oracinu v mikrosomech lidské jaterni tkané (Wsol se sp., 2004).

Mikrosomalni karbonylova redukce oracinu u c¢lovéka vykazuje urcitou
stereospecificitu, protoZze byla nalezena rtizna mnozstvi dvou vzniklych DHO
enantiomert. V 59,8 £+ 0,4 % pievazuje (-)-DHO. Konverze oracinu purifikovanou 11p-
HSD 1 vsSak vykazuje ponékud odlisnou stereospecificitu, vznika totiz o néco vetsi
mnozstvi (-)-DHO, a to 76,4 £ 1,9 %. Signifikantni diference mezi t€émito hodnotami
indikuje, Ze se na konverzi oracinu v lidskych mikrosomech podili pfinejmensim jesté
jeden dalsi enzym. Bereme-li v ivahu tuto moznost, dal$i enzym by mél mit ve&tsi

stereospecifitu pro vznik (+)-DHO (Wsdl se sp., 2004).
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4 CIiL PRACE

Navrhnout postup postupné purifikace, separace a charakterizace neznamého
membranové vazaného redukéniho enzymu z lidské jaterni tkané.

e Pro purifikaci a ¢astecnou separaci vyuzit kombinaci chromatografickych technik pti
nizkotlakém gradientu (purifikator AKTA).

e Pro nalezeni frakce s neznamou reduktasou vyuzit inkubace s modelovym substratem
oracinem a pomoci achiradlni HPLC stanovit i pfislusnou enzymovou aktivitu.

e Pro vypocet specifické aktivity neznamé reduktasy stanovit obsah bilkoviny v danych
frakcich vyuzitim stanoveni pomoci BCA a Bradfordovou metodou v zavislosti na
pouzitém pufru.

e Pomoci SDS-PAGE odhadnout molekulovou hmotnost neznamé reduktasy a ovéfit
stupeni zne€isténi enzymu ve frakci.

e Pomoci Western blotu vyloucit ptitomnost 113-HSD 1 v aktivni frakci.

e Pomoci chirdlni HPLC charakterizovat ptecisténou frakci s nezndmou reduktasou.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 MATERIAL

5.1.1 Biologicky material

Lidska jaterni tkan pro piipravu subcelularnich frakci byla ziskdna na zékladé
spoluprace s transplantacni stanici Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK) v ramci

,»darcovského programu®. Pro experiment byly pouzity jatra ¢. 20 (muz, 56 let).

5.1.2 Chemikalie

Amersham Biosciences UK Limited, Litlle Chalfont, England

ECL plus Western Blotting Reagent System (Lumigen PS-3) solution A + B
Coomassie Brilliant Blue G

Bio-Rad Laboratories s.r.0., Praha, CR
Blotting grade Blocker Not-fat Dry Milk

BHD Chemical Ltd, England

Sodium lauryl sulphate

Boehringer Mannheim GmbH, Germany

Glukose-6-phosphate-dehydrogenase
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt (NADP+)

Cambrian Chemicals, Beddington, England

Trichloracetic acid min 99,9 %
Dako, Dansko
Anti- rabit antibody
Fluka, Praha, CR
Octaethylene glycol monododecyl ether (Lubrol PX) > 98 %

Sodium perchlorate monohydrate
FOMA Bohemia, Hradec Kralové, CR

Foma LP-T (koncentrat vyvojky pro ru¢ni zpracovani RTG filmi)
Fomafix (koncentrat rychloustalovace)

Chemapol, Praha, CR

Kyselina chloristd p.a. 70%
Kulich s.r.0., Hradec Kralové, CR
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Glycerol 85%

Lachema a.s., Neratovice, CR

Amoniak — vodny roztok min 25 % p.a.
Chlorid méd’naty p.a. 99,9 %
Kalium permanganicum
Kyselina chlorovodikova p.a. 35 %
Kyselina octova p.a. 99 %
Kyselina o-fosfore¢na p.a. 85 %
Persiran amonny Cisty
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-HCI)
Lach-Ner s.r.0., Nratovice, CR
Chlorid sodny p.a. 99,9 %
Lékarna , Na proudu*, Hradec Kralové, CR
Ethanolum 96 %
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenethylendiamin)
Penta, Chrudim, CR
Formaldehyd p.a. 36-38 %

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
Dihydrogenfosforec¢nan sodny dihydrat
Safina Vestec,CR

Dusi¢nan sttibrny

Sigma-Aldrich, Praha, CR; Steinheim, Germany

1-Hexansulfonic acid podium salt 98 %
2-mercaptoethanol

Acetonitrile CHROMASOLV
Akrylamid

Bicinchoninic acid solutin (reagent A)
Bradford Reagent

Bromphenol blue

Cooper(Il)sulphate solution 4 % (w/v)
D-Glucose-6-phosphate disodium salt, hydrate
EDTA disodium salt: dihydrate
Ethylacetate 99,8 %, HPLC grade
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Glycine
Hovézi sérovy albumin (BSA)
Cholsdure natrium saltz hydrat 98 %
lodoacetamide crystalline
Magnesium chloride min 99 %
Methanol G CHROMASOLV
N, N’-methylene-bis-acrylamide > 98 %
Polyoxyethylen sorbitan monolaurate (Tween 20)
Potassium carbonate SigmaUltra min 99 %
Triethylamine

Univerzita Kiel, pracovni skupina prof. Masera
Anti-11B-HSD1

VUEB Praha, CR
Oracin 16956 §. 901220
Oracin redukovany zinkem MA 19393

Fosfatovy pufr 0,1 M. pH 7.4 (inkubace, pfiprava subcelularnich frakci)
Ve dvou odmérnych bankach bylo ptipraveno 1000 ml 0,1 M Na,HPO,4. 12 H,0 (35,8
9/1000 ml) a 250 ml 0,1 M NaH,PO,. 2 H,0 (3,9 g/250 ml). Oba roztoky byly za stalého

michani na michacce slévany dohromady az do poZadované hodnoty pH 7,4 (kontrola

pomoci pH-metru).

5.2 POMUCKY

V priibéhu experimentu byly pouzZivany kadinky, odmérné baiiky, odmérné valce,
sklenéné a umélohmotné zkumavky, eppendorky, automatické pipety a Spicky,
mikrotitra¢ni desti¢ky, vialky pro HPLC, stojanky, 1zicka, navazovaci lodicka, parafilm,

potravinova folie, stopky a dalsi laboratorni pomiicky.
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5.3 PRISTROJE

e AKTA design chromatography system: AKTA purifier, Amersham Biosciences

Kolony:
Hi Trap Desalting Colum (Sephadex G-25 superfine) Amersham Biosciences
Hi Trap Q FF Colum (Strong, Q Sepharose Fast Flow)  Amersham Biosciences
Superdex 75 10/300 GL Colum Amersham Biosciences

PC Hawlett Packart compaqg SN: CZC3290SRT

Software UNICORN 4.12 (Amersham Biosciences)

e HPLC systém Agilent 1100 Series
PC Hewlett Packard Vectra VL 420DT
Software Chem Station for LC 50 Rev. A. 0901, Agilent Technologies
achiralni kolona: BDS Hyperil C 18 250x4 mm

e HPLC systém:
gradientova pumpa Esa model 582 solut delivery system

automaticky davkova¢ Hewlett Packard Autosampler series 1100
temperovaci zafizeni Hewlett Packard Column compartment series 1100
fluorescenéni detektor Philips

chiralni kolona: CHIRACEL OD-R (OCE, A-1035) 250 x 4,6 mm
chromatograficky software CSW 32 verze 1.7, DataApex (Praha, CR)
PI1/233 PC, AutoCont (Hradec Kralové, CR)
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e Centrifugy:
Heraeus Biofuge pico
Heraeus Biofuge stratos
Sorvall Ultracentrifuge ODT combi (Du Pont)
Beckman coulter Avanti J-301
Rotory
Kyvety
e Ultrazvukova lazen Ultrasonic compact cleaner UC 005 AJ1 Tesla
e pH-metr Thermo Orion model 410A
e homogenizator Potter S, B. Braun Bitech International
homogenizaéni pist maly
homogenizacni pist velky
e michacka Hytrel HTR 8068 s michadly
e inkubatory Eppendorf Thermomixer comfort
e tiepacky Heidolph REAX top
e kyvacka Heidolph UNIMAX 1010
e vakuova odparka Eppendorf Concentrator 5301
e Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis system, Bio-Rad
e automatickd multipipeta Eppendorf Multipette plus
Spicky Eppendorf Combitips plus 0,5 ml a 1,0 ml
e analytické vahy Scaltec SBC 22
e predvazky KERN KB
o spektrofotometr Microplate reader model 550, Bio-Rad
e centrifugacni zkumavky Amicom Ultra (centrifugal filter devices), Millipore
o freezer Herafreeze, Heraeus

e Ultradestila¢ni pfistroj Milli Q (Prograd 2), Millipore
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5.4 METODY

5.4.1 Priprava subcelularnich frakci

Cela priprava probihala v chladici mistnosti pii 6 -12 °C, meziopera¢ni kroky byly
provedeny co nejrychleji a nejSetrnéji, aby byla zachovana co nejvyssi aktivita enzymad.

Jatra byla po vytazeni z freezeru rozmrazena na ledu a rozvézena po 5 g do
malych misti¢ek (také na ledu). Z celkovych 42 g bylo ziskdno 8 misti¢ek po cca 5 g.
Jatra byla rozstiihdna na mensi kousky, vzdy zjedné misticky pienddna do
homogenizatoru spolu s 15 ml 0,1 M fosfatového pufru pH 7,4. Po zhomogenizovani byla
smés prelita do centrifugacni kyvety, pist a homogenizator byly vyplachnuty dal§imi 15

ml pufru a tento oplach byl také prilit do centrifugacni kyvety.

54.1.1 1. centrifugace
Kyvety byly vyvazeny pomoci fosfatového pufru (vzdy dvé proti sob¢) a vlozeny
do centrifugy Heraeus stratos s rotorem #3335. Toc¢eni probihalo 20 min pii 5000 g a 4

°C. Peletu tvofily potrhané bunééné membrany, vazivo, cévy a jadra bunék.

5.4.1.2 2. centrifugace

Supernatant z prvniho toceni byl prelit do Cistych kyvet a ty byly opét vyvazeny
fosfatovym pufrem. Toceni probihalo ve Stejném rotoru po dobu 60 min pii 20 000 g a
4 °C v téZe centrifuze. Peletu tvotily mitochondrie, které se pro ucel tohoto experimentu

déle nezpracovavaly.

5.4.1.3 3. centrifugace (ultracentrifugace)

Supernatant z druhého toceni se slil do centrifuga¢nich kyvet pro centrifugu
Beckman tak, aby nedoslo k uvolnéni kali ze dna ptvodnich kyvet. Kyvety byly plnény
maximalné ze tfi Ctvrtin, vyvazeny fosfatovym pufrem, uzavieny vickem a vlozeny do
rotoru. Ultracentrifugace probihala 65 min pii 105000000 g a 4 °C. Peletu tvorily
mikrosomy a supernatant cytosol, ktery byl rozpipetovan po 1,1 ml do eppendorfek, ale

pro ucely tohoto experimentu nebyl pouzivan.

5.4.1.4 4.-6. centrifugace (ultracentrifugace)
Peleta z 3. toceni byla resuspendovana v 5 ml pufru malym homogenizacnim

pistem. Kyvety byly doplnény pufrem na 15 ml, vyvazeny, uzavieny a vlozeny do
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stejného rotoru. Ultracentrifugace probéhla za stejnych podminek jako 3. toceni. Ze
supernatantu z tohoto toc¢eni byl odebran vzorek na zkousku pfitomnosti cytosolu, zbytek
byl vylit do odpadu. Peleta byla opét resuspendovana stejnym zptisobem a za stejnych
podminek ultracentrifugovéna jesté 2x, aby bylo precisténi mikrosomi co nejvetsi a
vyloucila se pritomnost cytosolu, ktery by mohl rusit dalsi faze experimentu. Po kazdém
toceni byl ze supernatantu odebran vzorek na zkousku pfitomnosti cytosolu.

Peleta z posledniho toceni byla resuspendovana v takovém objemu pufru, kolik
bylo gramu jater, tj. 42 ml, a to pomoci malého homogenizac¢niho pistu a poté¢ ponofenim
cca na 45 sekund do ultrazvukové lazné. Za stalého michani na michacce byla

mikrosomalni frakce rozpipetovana po 1,1 ml do eppendorfek a zmrazena pii -80 °C.

5.4.2 Solubilizace mikrosomalni membrany

Po vytazeni z freezeru byly eppendorfky s mikrosomy rozmarazeny na ledu (cca
15-20 min). Rozmrazené mikrosomy byly smichany 1:1 se solubiliza¢nim pufrem pH 7,4,
ktery obsahoval 10 mM NaH,PO,4, 1 mM EDTA, 1 M NaCl, 40 % (w/v) glycerolu a 0,4
% (w/v) Lubrolu PX. Za stalého jemného michani na ledu byla smés solubilizovana po
dobu 45-60 min. Poté byly mikrosomy pfepipetovany do centrifigaénich kyvet a
ultracentrifigovany na centrifuze Sorvall 60 min pti 4 °C a 100000 g, tj. 38 000
otacek/min. Supernatant byl odebran a upraven pfidanim chalatu sodného do koncentrace

0,4 % (w/v) (Maser et al, 2002).

5.4.3 Odsoleni mikrosomu a priprava na IEX

Pii odsolovani solubilizovanych mikrotoma bylo vyuzito gelové filtrace v modu
skupinové separace. Separace probihala na koloné¢ Hi Trap Desalting zapojené do
systému chromatografického purifikatoru AKTA. Pfed samotnym experimentem bylo
nutné pfipravit kolonu promytim cca 10 ml 20 % ethanolu, min. 20 ml ultrafiltrované
vody a 20 ml pufru pH 8,0, ktery obsahoval 20 mM Tris HCI, 10 % (w/v) glycerolu a 0,2
mM merkaptoethanol (tj. pufr A pro IEX). Déleni probihalo pfti prutoku 2 ml/min, tlaku
max. 0,3 MPa, UV detekci pii 280 nm pro proteiny a konduktometrické detekci pro sil.
Na kolonu byl aplikovan vzdy 1 ml solubilizovanych mikrosomil a frakce byly jimany

rucn€. Odsolené frakce byly spojeny a zakoncentrovany.
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5.4.4 Koncentrace odsolenych frakci

Koncentrace byla provedena pomoci specialni centrifuga¢ni zkumavky Amicon
Ultra-4 10K filtru (Millipore) na centrifuze Heraeus pii 4 °C a 4000 g. Zkumavka
obsahuje membranu z regenerované celulosy, ktera propusti pouze molekuly do Mr

10 kDa. Doba to¢eni byla zavisla na pocate¢nim i pozadovaném objemu vzorku.

5.4.5 lontové-vyménna chromatografie

Pro experiment byla zvolena aniontové-vyménnd chromatografie na silném anexu
v modu gradientové eluce. Separace byla provedena na koloné Hi Trap Q FF zapojené do
systému chromatografického purifikitoru AKTA. Kolona byla pred experimentem
promyta 15 ml 20 % ethanolu, 15 ml ultrafiltrované vody, 15 ml pufru B a pufru A do
ustaleni rovnovahy.
Podminky:
e Pufry: pufr A totozny s pufrem pouzitym pro odsoleni, purf B = pufr A +
1 M NaCl
e Prutok: 0,5 ml/min

e Tlak: 0,3 MPa

e Gradient: 1. segment (nastiik) 1mil 0%B
2. segment 8nebo6ml 0%B
3. segment 12 ml 0-50%B
4. segment 4 ml 50-100% B
5. segment 4 ml 100% B
6. segment (vymyti) 2ml 100% B

Nasttik: 1 ml solubilizovanych, odsolenych a koncentrovanych mikrosomi

Detekce: UV pii 280 nm, gradient sledovan konduktometricky
Velikost frakei: 1 ml

5.4.6 Gelova filtrace

Pro experiment byla zvolena gelova filtrace v modu klasické separace. K dé¢leni
byla pouzita kolona Superdex 75 10/300 GL zapojena do systému chromatografického
purifikatoru AKTA. Pfed experimentem byla promyta cca 30 ml 20 % ethanolu, 50 ml

ultrafiltrované vody a 50 ml separacniho pufru.
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Podminky:
e Pufr. pH 8,0, 20 mM Tris HCI, 10 % (w/v) glycerolu, 0,2 mM
merkaptoethanol, 0,1 % Lubrolu PX
e Prutok: 0,5 ml/min
e Tlak: max. 1,9 MPa
e Nastiik: 0,250 — 0,5 ml
e Detekce: UV pii 280 nm

e Velikost frakci: 1 ml

5.4.7 Inkubace s oracinem

50 pl z kazdé ziskané frakce nebo 5 pl mikrosomil ¢i koncentrovanych frakei bylo
inkubovano s oracinem za ucelem zjiSténi aktivity redukénich enzymi v zavislosti na

mnozstvi vzniklého dihydrooracinu.

5.4.7.1 NADPH-regenerac¢ni systém

Vétsina reduktas vyuziva jako kofaktoru NADP* nebo NADPH + H*, proto je
dulezité, aby byl do reakce neustale dodavan. Pti inkubaci byl pouzit regenera¢ni systém
obsahujici 0,8 mM NADP*, 6 mM glukosa-6-fosfat, 35 j. glukosa-6-fosfatdehydrogenasy
a 3 mM chlorid hotec¢naty (MgCly) v 0,1 M fosfatovém pufru pH 7,4 (Maser se sp., 2002).

5.4.7.2 Inkubaéni smés

K 50 pl (5 pl) enzymatické frakce bylo nejprve piidano 20 pl (65 ul) 0,1 M
fosfatového pufru pH 7,4 a 20 pl regenera¢niho systému. Smés byla preinkubovana pii
37 °C po dobu 5 min. Reakce byla startovana 10 ul 5 mM roztokem oracinu (konecna
koncentrace 0,5 mM) s odstupem 30 spro kazdou frakci. Smés byla protiepana na
ttepacce. Inkubace probihala pti 37 °C po dobu 30 min. Stejnym zpiisobem byl zpracovan
1 slepy vzorek, ktery misto enzymatické frakce obsahoval 0,1 M fostatovy pufr pH 7.,4.

5.4.7.3 Zastaveni reakce a extrakce produktu

Inkubace byla po 30 min ukonéena piidanim 40 ul 25 % (v/v) amoniaku (NH3).
Poté bylo ptfiddno 300 pl ethylacetitu a smés byla 10 s intenzivné protfepadvana na
ttepacce. Aby bylo zajisténo uplné zastaveni reakce, eppendorfky byly az do ukonceni
posledni inkubaéni smési ponechany na ledu. Pfed odebranim extrakéni vrstvy, byly

vzorky toeny 2 min pii 13 000 otackach/min na centrifuze Heraeus pico. Odpareni
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organické vrstvy probéhlo ve vakuové odparce pii 45 °C. Odparky byly pouzity pro

HPLC stanoveni mnozstvi vzniklého dihydrooracinu.

5.4.8 Achiralni HPLC analyza

5.4.8.1 Mobilni faze

Pro achiralni stanoveni DHO byla zvolena mobilni faze slozena z 10 mM
hexansulfonanového pufru (HS) pH 3,27 (s 0,1 M triethylaminem) a acetonitrilu (ACN)
vpoméru 75:25 (v/v). Hexansulfonanovy pufr byl piipraven ze sodné soli
hexansulfonanové kyseliny, poté byl pfidan triethylamin do celkové koncentrace 0,1 M

(7,1 ml/l) a pH bylo na pozadovanou hodnotu upraveno pomoci kyseliny 0-fosfore¢né.

5.4.8.2 Priprava vzorki

K odparkim ziskanym po inkubaci jednotlivych enzymatickych frakci s oracinem
bylo ptidano 250 pl mobilni faze a vzorky byly ponofeny do ultrazvukové lazné, dokud
nedoSlo kjejich Uplnému rozpusténi. Pokud se odparky Spatné rozpoustely, bylo
rozpous$téni podpofeno tfepanim na tiepacce. Jednotlivé vzorky byly piepipetovany do

vialek s inserty, zasroubovany vi¢ky s neporusenou membranou a peclivé oznaceny.

5.4.8.3 Separace
Pied zahajenim analyzy byla kolona nejprve proplachnuta 20-30 min methanolem
a cca 60 min redestilovanou vodou. Separacni podminky byly ustadleny promytim alespon
45 min mobilni fazi.
Podminky:
e Kolona: BDS Hypersil C 18, 250 x 4 mm
e Mobilni faze: HS pufr (pH 3,27) : ACN = 75:25 (v/v)
e Nastfik: 100 pl vzorku
e Pritok: 1,5 ml/min
e Tlak 20 MPa
e Teplota: 25 °C
e Detekce: fluorescen¢né Ex = 340 nm, Em =318 nm

e Standard: DHO 10 pg/ml, nastiik 10 pl
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5.4.9 Chiralni HPLC analyza

5.4.9.1 Mobilni faze

Pro chirdlni separaci DHO byla zvolena mobilni faze slozend z0,3 M

chloristanového pufru pH 3,0 a ACN v poméru 69:31 (v/v). Chloristanovy pufr byl

pfipraven z monohydratu chloristanu sodného a jeho pH bylo upraveno pomoci kyseliny

chloristé.

5.4.9.2 Priprava vzorki

Viz. achiralni separace 5.4.8.2.

5.4.9.3 Separace

Pied zahdjenim analyzy byla kolona nejprve promyta alespoiit 30 min methanolem

a cca 60 min 5 % methanolem. Separa¢ni podminky byly ustaleny promytim mobilni fazi

po dobu alesponl 45 min. Pouzitd kolona je velmi citlivd na zvySeni tlaku, proto byl tlak

V prub¢hu experimentu peclive sledovan.

Podminky:

5.4.10

Kolona: Chiracel OD-R OCE (A-1035), 250 x 4,6 mm
Mobilni faze: chloristanovy pufr pH 3,0 : ACN = 69:31 (v/v)
Nastiik 100 pl

Pratok 0,5 ml/min

Teplota: 25 °C

Tlak: 4,1 MPa (max. 5 MPa)

Detekce: fluorescenéné Ex = 340 nm, Em =418 nm

Standard: rac-DHO 10 pg/ml, nastiik 10 pl

SDS-PAGE

5.4.10.1 Zasobni roztoky
e 4MHCI

Do 150 ml redestilované vody v odmérné bance bylo pfilito 88 ml koncentrované

HCIl a doplnéno vodou do 250 ml. Roztok byl uchovavan v lednici

e Zasobni roztok akrylamidu (AA) + bisakryamidu (bisAA) 100 ml

Pii ptipravé tohoto roztoku bylo nutno pracovat V digestofi, V rukavicich,

srouSkou a snejvétsi opatrnosti! Bylo navazeno 30 g AA a 0,8 g bisAA a
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rozpusténo v malém mnozstvi redestilované vody na michacce, poté doplnéno
v odmérné bance do 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8

Bylo navazeno 18,5 g Tris-HCI a v cca 75 ml redestilované vody rozpusténo na
michacce. Poté bylo upraveno pH na pH-metru pomoci 4 M HCI a roztok doplnén
Vv odmérné barice do 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

0,5 M Tris.HCI pufr, pH 6,8

Bylo navazeno 6 g Tris-HCI a michanim rozpusténo v cca 75 ml redestilované
vody. Poté bylo upraveno pH na pH-metru pomoci 4 M HCI a roztok byl
v odmérné baice doplnén do 100 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

10 % SDS

Bylo navazeno 10 g SDS, rozpusténo v 80 ml redestilované vody a roztok byl
vV odmérné banice doplnén do 100 ml. Roztok byl uchovavan pti laboratorni
teploté.

0,05 % bromfenolova modr (BFB)

Bylo navdzeno 5 mg BFB a rozpusténo v 10 ml redestilované vody Roztok byl
uchovavan pfi laboratorni teploté.

Koncentrovany elektrodovy pufr 11

Bylo navazeno 72 g glycinu, 15 g Tris-HCl a 5 g SDS a rozpusténo v 900 ml
redestilované vody na michaéce. Na pH-metru bylo upraveno pH na hodnotu 8,3
pomoci 4 M HCI a roztok byl v odmérné bance doplnén do 1000 ml. Roztok byl
uchovavan v lednici.

Zasobni vzorkovy pufr

K 1,3 ml redestilované vody byl piidan 1,0 ml 0,5 M Tris-HCI pufru pH 6,8,
2,0 ml 85 % glycerolu, 3,0 ml 10 % SDS a 0,6 ml 0,05 % BFB.

Isobutanol nasyceny vodou

Cisty isobutanol byl smichan s redestilovanou vodou. V horni vrstvé byl

isobutanol nasyceny vodou. Roztok byl uchovavan v lednici.

5.4.10.2 Pracovni roztoky

10 % persiran amonny (APS)
Roztok byl pfipravovan vzdy tésné pied pouZitim. Bylo navaZzeno 10 mg APS a

rozpusténo ve 100 pl redestilované vody.
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e Elektrodovy pufr
Byl piipravovan vzdy Cerstvy roztok. 70 ml koncentrovaného elektrodového pufru
bylo smichano s 280 ml redestilované vody.

e Vzorkovy pufr
K potiebnému mnozstvi zasobniho vzorkového pufru byl piidén 2-
merkaptoethanol do kone¢né koncentrace 50 pl/ml.

e Separacni gel 12,5 % (spodni) — rozpis na 1 gel o tloustce 0,8 mm
K 1,6 ml redestilované vody bylo pfidano 1,25 ml 1,5 M Tris-Hcl pufru pH 8,8,
0,05 ml 10 % SDS a 2,1 ml roztoku AA + bisAA. Polymerace byla iniciovdna
pridanim 29 pl roztoku APS a 2 pl TEMEDu. Pro silngjsi gel (1,6 mm) bylo tfeba
mnozstvi jednotlivych slozek roztoku zdvojnésobit.

e Zaostrovaci gel 4 % (horni) — rozpis na 1 gel o tloustce 0,8 mm
K 1,563 ml redestilované vody bylo pfidano 0,625 ml 0,5 M Tris-HCI pufru
pH 6,8, 0,025 ml 10 % SDS a 0,25 ml roztoku AA + bisAA. Polymerace byla
iniciovana pfidanim 15 pl roztoku APS a 1,25 pl TEMEDu.

5.4.10.3 Priprava gelu

Na pracovni plochu byl nachystan nalévaci stojanek, sklicka, sklicka se spacerem,
spony a hiebeny. Skla a hiebeny byly dikladné¢ umyty jarem, vodou, redestilovanou
vodou a nakonec oplachnuty lihomethanolem. Nechaly se ve svislé poloze uschnout.
Sklicka se pfilozila k sobé (spacerem dovnitf), spojila se sponami, postavila se na
gumovou podlozku v nalévacim stojanku a pfichytila se hornim kolikem stojanku. Poté
byl v mal¢ Erlenmayerové banice namichan spodni gel, po mirném promichani byl ihned
pipetou nalit mezi skla do vySky cca 4,5 cm od spodniho okraje. Vrstva gelového roztoku
byla opatrné pievrstvena isobutanolem nasycené¢ho vodou (cca 200 pul), aby byl zajistén
vodorovny povrch gelu. Gel se nechal polymerovat 45 min. Po uplynuti této doby se
isobutanol opatrné slil, povrch gelu byl oplachnut redestilovanou vodou a prostor mezi
skly byl vysuSen filtracnim papirem tak, aby se papir nedotknul gelu. Pak byl v malé
Erlenmayerové bance namichén roztok na horni gel. Lehce se promichal a byl ihned nalit
mezi skla na spodni gel az po horni okraj skel. Mezi sklicka byly nakonec zasunuty

hiebeny a gel se nechal polymerovat 2 hodiny.
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5.4.10.4 Elektroforéza (ELFO)

Nejprve byl ptedehiat termoblok na teplotu 97-99 °C a na pracovni plochu byl
nachystan stojanek na ELFO, vanicka, zeleny klinek na rozvirani skel, zdroj napéti a
ledova lazen.. Vzorky proteinu se smichaly se vzorkovym pufrem v poméru 1:1 az 2:1 a
nechaly se povafit v predehiatém termobloku v eppendorfkach s propichnutymi vicky.
Z gelu byly opatrné€ vyndany hiebeny a vzniklé jamky se vyplachly redestilovanou vodou.
Tésnéni na vnitini ¢asti stojanku bylo lehce potifeno skrobovym mazem a skla s gelem
byla pfitlacena z obou stran na tésnéni tak, zZe silnéjsi skla byla na vné&jsi strané. Tésnéni
se skly se zasunulo do vnéjsi Casti stojanku na ELFO a bylo pfitazeno sponami. Stojanek
byl vlozen do vanicky. Do horniho elektrodového prostoru (mezi skla) byl nalit
elektrodovy pufr (musel byt ponofen cely gel) a bylo nutné zkontrolovat, zda neprotéka.
Zbytek pufru byl nalit do spodniho elektrodového prostoru (hladina musela sahat nad
spodni okraj gelu). Pipetou byly do jednotlivych jamek naneseny vzorky (krajni jamky
nebyly vétSinou pouzivany) a molekularni standard. Vanicka se ponoftila do ledové 1azné,
ptiklopila se vickem a byla pfipojena ke zdroji. Na zdroji bylo nastaveno konstantni
nap¢ti 100 V a spustila se ELFO, na zafatku rozdélovaciho gelu bylo napéti zvySeno na
200 V. Kdyz vzorky dosahly spodniho okraje gelu, byl zdroj vypnut. Stojanek se vyndal
z vani¢ky, elektrodovy pufr byl slit do vylevky a skla s gely se vyndala ze stojanku.
Pomoci zeleného klinku byla sklicka rozeviena, gel se odfiznul od spaceri a
zaostfovaciho gelu a odfiznul se i pravy dolni roh gelu. Nésledovalo barveni pomoci

Coomassie Blue.

5.4.11 Barveni gelu pomoci Coomassie Blue

Po odfiznuti od skel byl gel pfenesen do nadobky s barvici lazni, ktera se skladala
2 0,25 % CBBG v 10 % kyseliné octové. Nadobka byla pfikryta vickem a umisténa na 15-
20 min do susarny s teplotou 50 °C. Po této dobé se barva z gelu slila a byl k nému pfilit
odbarvovac, 10 % kyselina octova. Krabicka s gelem a odbarvovacem byla postavena na
kyvaCku a po 5 min kyvani byl odbarvovaci roztok vyménén za Cerstvy. Poté byl
vyménén jesté 2-3x po 15-30 min. Gel byl nakonec ponechan v odbarvovacim roztoku
pfes noc a poté byl skenovan. Odbarvovaci roztok byl regenerovan filtraci ptes aktivni

uhli.
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5.4.12 Barveni gelu stribrem (Silver stain)

Provadi se v ptipadé, pokud je barveni pomoci Coomasie Blue nedostatecné. Je
citlivéjsi, nevyhodou vsak je, Ze neni kvantitativni.

Odbarvovaci roztok Coomassie byl slit a gely byly na kyvacce postupné machany
Vv jednotlivych roztocich pro barveni stfibrem. Bylo pouzito vzdy 50 ml daného roztoku

na jeden gel.

5.4.12.1 Roztoky pro barveni stiibrem

e Roztok 2 % CuCly, 12 %TCA, 50 % MeOH
1 g chloridu méd’natého a 6 g trichloroctové kyseliny bylo navazeno piimo do
odmérného valce na predvazkach a poté byla pfidana redestilovana voda do 25 ml.
Smés byla rozpusténa tfepanim na tfepaéce a roztok byl doplnén do 50 ml
methanolem. Roztok byl nalit do krabic¢ky s gelem a za stalého kyvani se nechal
pusobit 5 min (tenky gel) nebo 20 min (tlusty gel). Roztok je toxicky, proto se
nevyléval do vylevky, ale do specialni odpadni lahve.

e Roztok A: 10 % EtOH, 5 % CH3;COOH
Tohoto roztoku se pfipravovalo trojndsobné mnozstvi, protoze byl v pribchu
barveni pouzit tfikrat. Do odmérného valce bylo odméfeno 15 ml ethanolu a
7,5 ml kyseliny octové. Smés se doplnila redestilovanou vodou do 150 ml. Pti

prvnim machani se roztok nechal plisobit 5 min nebo 10 min dle tloustky gelu.
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0,01 % KMnOq4

0,5 ml stokrat koncentrovan¢jstho zasobniho roztoku bylo doplnéno
redestilovanou vodou do 50 ml a nalito na gel. Intenzita kyvani byla zvySena a
doba ptisobeni byla 5 min nebo 10 min dle tloustky gelu.

Roztok A

Gel byl machan v 50 ml roztoku A po dobu 1 min nebo 10 min dle tloustky gelu.
10 % EtOH

5 ml ethanolu bylo v odmérném valci doplnéno redestilovanou vodou do 50 ml a
gel byl v roztoku machan 5 min nebo 10 min dle tloustky gelu.

Voda

Gel byl 5 min nebo 10 min oplachovan v 50 ml redestilované vodé.

0,1 % AgNO;

0,05 g dusi¢nanu stfibrného bylo navazeno piimo do odmérného valce, doplnéno
redestilovanou vodou do 50 ml a rozpusténo tfepanim na tfepacce. Roztok byl
nalit na gel a nechal se plisobit 5 min nebo 10 min dle tloustky gelu.

Voda

Gely byly oplachnuty redestilovanou vodou pomoci stfi€¢ky po dobu max. 1 min.
10 % K,COs3

Do odmérného valce bylo navazeno 5 g uhlic¢itanu draselného, doplnéno
redestilovanou vodou do 50 ml a intenzivné protfepavano na tfepacce az do
rozpusténi. Roztok se nechal ptisobit 2-5 min.

2 % K,CO3 0,01 % formaldehyd

Do odmérného valce byl navazen 1 g uhli¢itanu draselného, doplnén
redestilovanou vodou do 50 ml a rozpusStén tfepanim na tfepacce. Poté bylo
pfidano 14 pl 37 % formaldehydu. Roztok byl nalit na gel a nechal se pisobit dle
potieby, dokud nebyly viditelné pozadované prouzky proteinil na gelu.

Roztok A

Redukce sttibra byla zastavena 50 ml roztoku A. Poté bylo mozno gel skenovat.
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5.4.13 Western blot

5.4.13.1 Pufry

¢ Blotovaci pufr
Bylo navazeno 6,06 g Tris-HCI (25 mM) a 28,8 g glycinu (192 mM), rozpusténo
vcca 500 ml redestilované vody a ptidano 400 ml methanolu. Roztok byl
v odmérné bance doplnén do 2000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e 0,1MTRISpHS8,0
Bylo navazeno 12,11 g Tris-HCI a rozpusténo v 800 ml redestilované vody. Poté
bylo na pH-metru upraveno pH na 8,0 pomoci 4 M HCI a roztok byl v odmérné
baiice doplnén vodou do 1000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e Promyvaci pufr (TBST)
Bylo navazeno 8,77 g NaCl, rozpusténo v cca 300 ml redestilované vody a ptidan
1 ml Tweenu 20 a 100 ml TRIS pufru pH 8,0. Roztok byl v odmérné barce
doplnén vodou do 1000 ml a uchovavan v lednici. Pfed pouzitim v§ak musel byt
zahtéaty na laboratorni teplotu.

e 8% mléko v TBST
Byly navazeny 2 g praskového mléka (dry powder milk) a rozpustény ve 25 ml

TBST (mnozstvi na 1 membranu).

5.4.13.2 Ukon¢eni ELFO a priprava na blotovani

Den ptedem bylo do mrazédku nachystano leditko, aby byl v€as vyrobeny led pro
chlazeni blotovaciho zafizeni. Po skonceni ELFO byla skla s gelem ponofena do
blotovaciho pufru nalit¢ho v nerezové misce a rozeviena zelenym klinkem, gel se odfizl
od spacert a byl odfiznut i pravy dolni roh. Gel se nechal nékolik minut plavat v pufru a
mezi tim byl sestaven blotovaci sendvic:

e zacalo se na Cerné Casti a postupovalo se smérem nahoru, vSechny soucasti
sendvice byly nejprve namoceny do blotovaciho pufru a pred pfiddnim dalsi
vrstvy polity pufrem, aby se odstranily pfipadné bublinky

e bila houbicka o
aktivni strana

e [ silny filtra¢ni papir (Bio Rad, rozstfihnuty na ¢tvrtiny) w
o gel
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e nitrocelul6zovd membrana aktivni stranou na gel (dle velikosti gelu odméfena a
odstiihnuta z role + plus odstiihnut ptislusny roh)
e 1 silny filtracni papir
e bild houbicka
Sendvi¢ byl opatrné uzavien a vloZzen do blotovaciho zatizeni — ¢erna K Cerné.
Celé blotovaci zafizeni bylo vlozeno do blotovaci vanicky spolu s leditkem a opatrné
ptelito blotovacim pufrem tak, aby byl ponofen cely sendvi¢, a vanic¢ka byla umisténa do
ledové lazné. Na zdroji bylo nastaveno konstantni napéti 100 V a blotovani probihalo 90

min (délka blotovani je zavisla na velikosti proteinu, ktery chceme blotovat).

5.4.13.3 Znaceni protilatkami
Po skonceni blotovani se sendvi¢ oteviel, membrana byla vyndana pinzetou a
oplachnuta redestilovanou vodou. Poté byla oplachnuta v TBST (25 ml na jednu Petriho
misku) a Spendlikem byl oznacen marker. Membrana zustala v TBST dokud se
neptipravil roztok blokovaciho pufru (8 % powder milk v TBST). Bylo nutné membranu
alespont 60 min kyvat na kyvacce, poté pfikryt hornim sklem a na noc umistit do lednice.
Réno se miska s membranou vyndala z lednice a cca 10 min se nechala kyvat na kyvacce.
Nasledovalo promyvani v promyvacich roztocich a v roztocich s protilatkami:
o 2x promyto v TBST (vzdy 25 ml)
e poté ponechano v TBST dokud se neptipravil roztok 1. protilatky: 30 ml
TBST + 1,5 pl anti 11B-HSD 1 (20 000x naiedéno)
e Vroztoku 1. protilatky ponechano 90 min na kyvacce
e oplachnuto v TBST
e 15minv TBST (V=4 ml/cm?) na kyvacce
e promyto 3x 5 minv TBST
e byl pfipraven roztok 2. protilatky: 30 ml TBST + 3 ul protilatky (antibody
against rabbit)
e Vv roztoku 2. protilatky ponechano 90-120 min na tfepacce
e proveden stejny oplach jako po 1. protilatce

— membrany piipraveny pro detekci

5.4.13.4 Detekce

Detekce probihala v temné komote.
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5.413.41  Pomucky

e pipety: I mla 100 pl

e kadinka 10 ml

e nuzky, pinzeta

e potravinova folie

e papirovy ru¢nik

e Western Blotting Detection System: roztok A + roztok B (40:1)
e krabice s filmem

e kazeta na vyvolani filmu Hypercassette

e vyvojka 1:25 (vydrzi asi tyden, poté nafedit novou)
e ustalovac 1:3 (vydrzi fadové mésice)

e voda

¢ 3 misky nebo vanicky na roztoky

e rukavice

54.13.4.2 Postup

Nejprve byly ustfizeny 1 nebo 2 kusy potravinové folie a opatrné polozeny na stil.
Poté byly pfipraven roztok Lumigenu A+B 40:1, v/v (2,2 ml + 55 pl na 5x6 cm; 3,3 ml +
82,5 ul na 6,5%9 cm). Z membrany se slil TBST, membrana se vzala za rizek do pinzety
a osusila se pfiloZzenim rizku k papirovému ru¢niku, poté byla vloZena zpatky do Petriho
misky. Pipetou byl na membranu nanesen roztok A+B (po kapkach, bylo nutné, aby
membrana byla Uplné mokrd), nechal se plisobit 5 min, poté se slil zmembrany a
membrana byla opét osusena. Osusena membrana se polozila na folii tak, aby se
nevytvofily bubliny (proteinovou stranou nahoru!) a foukanim se ptes ni piiklopil
zbytkem folie (nesmi byt bubliny). Poté byly pfipraveny vani¢ky s vyvojkou,
ultradestilovanou vodou a s ustalovacem.

V temné komote se zhaslo a pii Cerveném (nebo jiném tlumeném) svétle se
nastiihal RTG film na velikost membrany (2-4 kusy). Kazdému filmu byl ustfizen
ptislusny roh (pravy dolni) a postupné jeden po druhém byly ptikladany na membranu
umisténou ve vyvijeci kazeté proteinovou stranou nahoru. Kazeta byla uzaviena a 1. film
se vyvijel cca 1 min (béhem této doby bylo mozno rozsvitit). Poté byla kazeta oteviena,
film se vzal za rizek do pinzety a ponofil se asi na 2 min do vyvojky. Potom se rychle

oplachnul ve vodg, osusil rizkem o ruénik, ponofil se do ustalovace dokud se neodbarvil
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a opét se oplachnul ve vod¢. Dalsi film byl exponovan dle vysledku 1. filmu (bud’ byla
prodlouzena nebo zkracena doba exponace).

Filmy byly ususSeny a fixou byl ozna¢en marker.
5.4.14 Stanoveni bilkoviny

5.4.14.1 Stanoveni pomoci BCA (Smith)
e Kalibracni kiivka
Nejprve byly nafedény dvé fady koncentraci roztoki hovéziho sérového albuminu
(BSA). Nizsi koncentrace byly pouzity pro stanoveni bilkoviny ve frakcich po GF,
vyssi koncentrace pro stanoveni bilkoviny v mikrosomech. BSA byl navazen do
eppendorfky a doplnén pufrem pro GF na koncentraci 2 mg/ml. Postupnym fedénim
tohoto roztoku stejnym pufrem byly ziskany koncentrace 1 mg/ml, 500, 250, 125,
100, 80, 60, 40 a 20 pg/ml. Slepy vzorek obsahoval vSechny komponenty, jako
meétené vzorky, kromé bilkoviny, tj. pufr pro GF a reagencie.
e Inkubace s reakénimi ¢inidly
Na mikrotitra¢ni desti¢ku bylo napipetovano vzdy do tfech jamek 15 pl vzorku (pro
kalibraci nebo jednotlivych frakci). V jamce 1A byla vzdy Cista voda a v jamkach
1B-1H byl slepy vzorek. Ke vS§em vzorkiim kromé& vody bylo ptfiddno 10 pl 2 mM
iodoacetamidu v 0,1 M Tris-HCI a desti¢ka se nechala 15 min inkubovat pii 37 °C.
Poté se ke vzorkiim ptidalo 180 pul BCA pracovniho roztoku, ktery byl piipraven
smichanim reak¢niho roztoku A sroztokem B v poméru 50:1 (v/v). Desticka se
nechala inkubovat 30 min pti 37 °C.
e Méreni absorbance
Cte¢ka Microplate Reader se zapla asi 20 min pied zatitkem méfeni, aby se
rozehiala. Absorbance vzorkl byla zmétena pifi 562 nm proti redestilované vodé a

vysledky zpracovany v programu Excel.

5.4.14.2 Bradfordovo stanoveni
e Kalibracni krivka
Do eppendorfky byl navdzen BSA a dolnén pufrem pro IEX (pufr A: pufr B = 80:20,
v/v) na koncentraci 1 mg/ml. Postupnym fedénim stejnym pufrem byly ziskany
koncentrace 100, 80, 60, 40 a 20 pg/ml. Slepy vzorek obsahoval vSechny
komponenty jako métené vzorky kromé bilkoviny, tj. pufr pro IEX a reagencni
¢inidlo.
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e Inkubace s rekénim ¢inidlem

Na mikrotitra¢ni desti¢ku bylo vzdy do tifi jamek napipetovano 5 pl vzorku (pro
kalibraci nebo jednotlivych frakci). V jamce 1A byla vzdy ¢istd voda a v jamkach
1B-1H byl slepy vzorek. Ke vSem vzorkiim kromé vody bylo pfiddno 250 pl
Bradfordova ¢inidla a desticka se nechala inkubovat pti laboratorni teplot¢ 20 min.
Promichani vzorku byly zajisténo kyvanim na kyvacce.

e Mgéreni absorbance

Cte¢ka Microplate Reader se zapla asi 20 min pied zaGatkem méfeni, aby se
rozehtala. Absorbance vzorkli byla zmétfena pti 595 nm proti redestilované vod¢ a

vysledky zpracovany v programu Excel.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 PURIFIKACE REDUKTASY Z LIDSKE JATERNI TKANE

6.1.1 Priprava mikrosomalni frakce pro separaci

Lidska jaterni tkan byla nejprve zhomogenizovana a ze vzniklého homogenatu
byla ultracentrifugaci ziskana mikrosomalni frakce (viz. kapitola metody), ktera byla az
do nasledného pouziti skladovana pii -80 °C . Z pivodnich 42 g jaterni tkané bylo
ziskano cca 40 ml mikrosomd.

Aby bylo mozno izolovat a purifikovat enzymy obsazené v mikrosomech, bylo
nutné solubilizovat mikrosomalni membranu a proteiny z ni uvolnit. Mikrosomy byly
proto smichany 1:1 (v/v) se solubiliza¢nim pufrem obsahujicim 0,4 % (w/v) Lubrolu PX
(detergent) a hodinu za stalého michani na ledu solubilizovany. Kromé Lubrolu PX, lze
pouzit i jiné detergenty, jako napt. Emulgen 913, C12E9, CHAPSO, deoxycholat sodny ¢i
Triton X-100, dle pozadavkl experimentu ¢i vlastnosti izolovaného enzymu (Maser se
sp., 2002; Song se sp., 1998; Tang a Moore, 1997; Tsuchiya se sp., 1994; Shinagawa se
sp., 2002). Zbytky nerozpusténych membran byly odstranény ultricentrifugaci 60 min na
100 000 g. K ziskdnému supernatantu byl nasledné pfidan choldt sodny do koncentrace
0,4 % (w/v) z divodu prevence vyraznéjSiho poklesu aktivity mikrosomalnich enzyma a
také kvili lepsi separaci jednotlivych proteint (Maser se sp., 2002). Pro solubilizaci bylo
pouzito 7,35 ml mikrosomalni frakce a ziskano 14,3 ml solubilizovanych mikrosomalnich
proteintl.

Bezprostfedné po solubilizaci néasledovalo odsoleni mikrosomalni frakce a jeji
ptiprava pro prvni separac¢ni techniku, iontové vyménnou chromatografii, aby se zajistila
pocatecni nizka iontova sila vzorku, ktera je nutnd pro navazani proteinii na kolonu.
K odsoleni byla zvolena GF a cely proces prob&hl v modu skupinové separace, ze vzorku
tedy byly odstranény pouze malé molekuly soli a proteiny zistaly navzijem
neodseparovany. Na kolonu byla po 1ml aplikovana pouze polovina mikrosomd,
ziskanych pfi solubilizaci, po odsoleni €inil celkovy objem frakce 15 ml. ProtoZe pfi
solubilizaci i pfi odsoleni doslo k velkému natedéni vzorku, celkem cca 4,5 x, musel byt
vzorek pted prvni separaci zakoncentrovan.

Pro svou rychlost a jednoduchost provedeni byla zvolena koncentrace

v centrifugaéni zkumavce Amicon. V literatufe je mozné se setkat také s koncentraci
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pomoci dialyzy proti zvolenému pufru (Lee se sp., 2003, Maser se sp., 2002, Tsuchiya se
sp., 1994), tento zplisob zakoncentrovani vzorku je sice Setrny, ale zdlouhavy a pracny.
Po 10 min pfi 4000 g bylo ziskano 5,4 ml vzorku (cca 2,8% koncentrovano), ktery byl

pouzit pro naslednou separaci.

6.1.2 Separace pomoci IEX

Byly provedeny celkem tii paralelni separace. Na kolonu bylo aplikovdno 3 x po 1
ml koncentrovanych mikrosomti a bylo najimano 31 (1.run) a 29 (2. a 3. run) frakci o
velikosti 1 ml. U kazdé frakce z 1. runu byla stanovena aktivita reduk¢nich enzymii na
zakladé HPLC stanoveni DHO vzniklého pfi inkubaci enzymatické frakce s oracinem. U
2. a 3. runu byly prométeny pouze 2.-7. frakce od pocatku gradientu (zelena kiivka na
obr.27), protoze nejvyssi aktivita byla predpokladana v oblasti kolem 4. frakce od pocatku
gradientu. Naméfené hotnoty a vytézek shrnuje tabulka 5

Me¢fteni aktivity na zdklad¢ konverze substratu danym enzymem a ndsledného
HPLC stanoveni vzniklého produktu neni jedind moznost, jak vyjadfit aktivitu enzymu.
Lze ji stanovit téz fluorimetricky méfenim piirustku NADPH na luminiscenénim
spektrometru (Song se sp., 1998), kolorimetrimetricky, pokud preménou substratu vznika
barevny produkt, nebo polarograficky jedna-li se 0 oxida¢ni reakci (Shinagawa se sp.,
2002).

Z naméfenych hodnot vyplyva, ze nejvyssi aktivita byla zaznamenana v oblasti 4.-
6. frakce (B12-B10) od pocatku gradientu NaCl. Vyssi hodnoty aktivity byly naméteny
také v 2. a 3. frakci od pocatku separace. Za tuto aktivitu jsou zodpov&€dné enzymy
nenavazané na kolonu. Mize jit bud’ o enzymy, které se na kolonu viibec neadsorbuji ,a
jsou proto vymyty jiz pufrem bez soli, nebo to jsou enzymy, které se sice vazat mohou,
ale vazebna kapacita kolony jej jiz vyCerpana, tudiz jsou z Kolony také vymyty bez
jakékoli interakce se stacionarni fazi. Obdobné vysledky byly ziskany i prométfenim

frakei z 2. a 3. runu.
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Obr.27 Zaznam IEX separace. Sipky oznaduji frakce s nejvyssi aktivitou redukéni pfemény oracinu.
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Tab.5 HPLC analyza mnozstvi DHO vzniklého v jednotlivych frakcich z IEX

HPLC po IEX 1. RUN LIDSKE MIKROSOMY 20
vzorek inkubace (ul)[fedéni (ul)|nastrik (ul)|DHO v nastiku(ng)| frakce (ul)jcelk. DHO (ng
Mik solub. 5 250 100 12,210 1240 7570,20
Mik odsol. 5 250 100 2,378 2778 3303,04
Mik konc. 5 250 100 9,954 1000 4977,00
Al 50 250 100 0,056 1000 2,80
A2 50 250 100 13,098 1000 654,90
A3 50 250 100 2,830 1000 141,50
A4 50 250 100 0,369 1000 18,45
A5 50 250 100 0,277 1000 13,85
A6 50 250 100 0,088 1000 4,40
A7 50 250 100 0,150 1000 7,50
A8 50 250 100 0,020 1000 1,00
A9 50 250 100 0,187 1000 9,35
A10 50 250 100 0,130 1000 6,50
All 50 250 100 0,234 1000 11,70
Al12 50 250 100 0,357 1000 17,85
B12 50 250 100 6,646 1000 332,30
B11 50 250 100 15,591 1000 779,55
B10 50 250 100 7,410 1000 370,50
B9 50 250 100 1,768 1000 88,40
B8 50 250 100 0,452 1000 22,60
B7 50 250 100 0,306 1000 15,30
B6 50 250 100 0,218 1000 10,90
B5 50 250 100 0,181 1000 9,05
B4 50 250 100 0,157 1000 7,85
B3 50 250 100 0,135 1000 6,75
B2 50 250 100 0,117 1000 5,85
B1 50 250 100 0,376 1000 18,80
C1l 50 250 100 0,089 1000 4,45
Cc2 50 250 100 0,129 1000 6,45
C3 50 250 100 0,266 1000 13,30
C4 50 250 100 0,252 1000 12,60
C5 50 250 100 0,240 1000 12,00
C6 50 250 100 0,145 1000 7,25
C7 50 250 100 0,146 1000 7,30
celkem 2621,00
vytézek 52,66%

Rozlozeni molekulovych hmotnosti ve frakcich bylo zjisténo pomoci SDS-PAGE,

srovnanim s molekulovym standardem. Na gel bylo aplikovano vzdy 24 ul vzorku s 12 pl

vzorkového pufru, u spojené a koncentrované frakce z IEX to bylo 10 pl + 8 pl pufru, 5 pl

mikrosomt s 5 pl pufru a 3 pul molekulového markeru. Gel byl nejprve barven pomoci

CCBG (0br.28), ale protoze byly prouzku jen velmi malo viditelné, bylo nutné provést i

barveni stribrem (obr.29). Po druhém barveni byl v nejaktivnéj$i frakci viditelny

vyraznéjsi prouzek v oblasti kolem 37 kDa.
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Obr.28 ELFO aktivnich frakci po IEX. Barveni Coomassie Brilliant Blue.

Vysvétlivky k obrazkiim: B12, B11 a B10 jsou tfi nejaktivnéjsi frakce z 1. runu na IEX,
IEX je spojend a zakoncentrovana frakce nejaktivnéjsi frakci ze vSech tii runti (celkem 9),

MI jsou mikrosomy.

10&
e . e N R AN

Obr.29 ELFO aktivnich frakci po IEX. Znaceni stfibrem.

Jednotlivé proteinové prouzky byly malo viditelni i po barveni stéibrem, je to dano
hlavné tim, Ze koncentrace proteintl, se kterymi se pracovalo, byly velmi nizké. Nejprve

byly pouzivany gely o tloustce 0,8 mm a do jamky bylo aplikovano az 18 pl, i kdyz
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standardné by aplikovany objem vzorku nemél piekrocit 10 pl. Ani tak vsak nebylo
dosazeno pozadovanych vysledkl. Byly proto pouzity silngjsi gely, o tloust’ce 1,6 mm, a
tim mohl byt aplikovany objem zdvojnasoben, tj. az na 36 ul. Bylo sice zaznamenano
urCité zviditelnéni prouzku, ale i tak nebyly vysledky idealni. Dalsi problém nastal pfi
skenovani jednotlivych gelii, kdy se nedafilo naskenovat gel bez viditelnych bublin, coz
se projevilo na kvalité obrazka (obr.28, obr.29). Bylo evidentni, ze pfi dal§im separa¢nim
kroku se vzorek jest¢ dale nafedi a viditelnost na gelu bude jeSté horsi, proto se vzaly tii
nejaktivnéjsi frakce ze vSech tii rund, spojily se a pfed dalsim krokem byly 5,6 x

zakoncentrovany (7,5 ml na 1,34 ml) a déle separovany pomoci GF .

6.1.3 Gelova filtrace 1

Gelova filtrace se do purifikacniho schématu zarazuje pomérné Casto diky své
Setrnosti k enzymtm a byvé dosazeno relativné dobrého precisténi vzorku.

Na kolonu pro gelovou filtraci byla aplikovdna zakoncentrovand frakce
z ptedchozi separace, a to ve tfech runech. V prvnim runu bylo aplikovano 0,250 ml,
v druhém 0,500 ml a ve tietim 0,300 ml. Zaznam 2. runu je vidét na obr.30 , kde jsou také
vyznaceny Ctyfi nejaktivnéjsi frakce.

Byly inkubovany vSechny frakce z 2. runu a 6.-13. frakce z runu 1 a 3, kde byla
predpokladana nejvyssi aktivita. To bylo potvrzeno, nejaktivnéjsi byla 10.-13. frakce od
pocatku separace. Vytézek 128,11 % v sob¢ zahrnuje chybu vzniklou pii vyhodnocovani
chromatogrami a pti zaokrouhlovani. Hodnoty aktivit vSak nebyly dostate¢né velké, aby
mohla byt provedena dalsi separace pouze s nejaktivnéjsi frakei, bylo proto opét nutné
vzorek zkoncentrovat. Koncentrace byla provedena s 10-ti nejaktivnéj§imi frakcemi ze
vSech tfi runi a vzorek byl pomoci centrifugaéni zkumavky Amicon zakoncentrovan
8,7 x (z 8 ml na 0,915 ml). Tato zkoncentrovana frakce byla aplikovana opét na kolonu
pro GF, pouzitou v pfedchéazejicim kroku.

S nejaktivn&j$imi frakcemi po GF1 byla rovnéz provedena ELFO. Vysledek byl obdobny
jako po IEX, byl opét viditelny prouzek v oblasti 37 kDa. Nebyly vSak ziskany kvalitni

obrazky, proto zde nejsou uvedeny.
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Obr.30 Zaznam GF1 separace. Sipky oznacuji nejaktivnéjsi frakce.

75



Tab.6 HPLC analyza mnozstvi DHO vzniklého v jednotlivych frakcich z GF1

HPLC po gelové filtraci 2. run LIDSKE MIKROSOMY 20
vzorek inkubace (ul)|redéni (ul)[nastrik (ul)DHO (ng)|frakce (ul)[celk. DHO (nhg) korekce slepym vz.
konc QS 5 250 100 11,643 500 1164,25 11,143 1114,25
slepy vz. 0 250 100 0,500
C3 50 250 100 0,778 1000 15,55 0,278 5,55
C4 50 250 100 0,575 1000 11,50 0,075 1,50
C5 50 250 100 0,538 1000 10,75 0,038 0,75
C6 50 250 100 0,653 1000 13,05 0,153 3,05
C7 50 250 100 0,653 1000 13,05 0,153 3,05
C8 50 250 100 0,818 1000 16,35 0,318 6,35
C9 50 250 100 0,618 1000 12,35 0,118 2,35
C10 50 250 100 0,518 1000 10,35 0,018 0,35
Cl1 50 250 100 1,300 1000 26,00 0,800 16,00
Cl2 50 250 100 12,305 1000 246,10 11,805 236,10
D12 50 250 100 12,723 1000 254,45 12,223 244,45
D11 50 250 100 9,868 1000 197,35 9,368 187,35
D10 50 250 100 11,175 1000 223,50 10,675 213,50
D9 50 250 100 5,268 1000 105,35 4,768 95,35
D8 50 250 100 2,320 1000 46,40 1,820 36,40
D7 50 250 100 2,498 1000 49,95 1,998 39,95
D6 50 250 100 9,140 1000 182,80 8,640 172,80
D5 50 250 100 2,933 1000 58,65 2,433 48,65
D4 50 250 100 3,558 1000 71,15 3,058 61,15
D3 50 250 100 1,128 1000 22,55 0,628 12,55
D2 50 250 100 0,848 1000 16,95 0,348 6,95
D1 50 250 100 0,718 1000 14,35 0,218 4,35
E1l 50 250 100 0,750 1000 15,00 0,250 5,00
E2 50 250 100 0,950 1000 19,00 0,450 9,00
E3 50 250 100 1,020 1000 20,40 0,520 10,40
E4 50 250 100 0,730 1000 14,60 0,230 4,60
celkem 1687,50 1427,50
procenta 144,94% 128,11%
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6.1.4 Gelova filtrace 2

Opétovnd aplikace vzorku na GF byla zvolena z n€kolika divoda. Pfi gelové
filtraci by mélo dojit k rozd¢leni bilkovin dle velikosti. Pokud se vSak provadi za
nativnich podminek, ztstanou bilkoviny sto¢eny ve své terciarni nebo kvartérni struktufe.
Do pufru se proto ptidava urcité mnozstvi detergentu, vV tomto piipadé Lubrolu PX, ktery
strukturu bilkoviny ponékud rozvolni a zabrani vzdjemnému nabalovani proteini do
klubic¢ek. Jeho koncentrace vSak nesmi byt pfili§ vysokd, aby nedoSlo ke ztraté aktivity
proteinil. Proto je mozné, Ze se mensi proteiny Castecné nabali na velké a nedochazi tak
K idedlnimu rozdéleni smési. Druha gelova filtrace by meéla docilit jesté lepsiho
rozseparovani jednotlivych proteint.

Na kolonu byla tedy aplikovana zakoncentrovana frakce z ptedchoziho kroku
(obr.30), najimané frakce byly opét podrobeny inkubaci s oracinem, a mnozstvi vzniklého
DHO bylo stanoveno pomoci HPLC. Namétené hodnoty shrnuje tabulka 6.

Z HPLC stanoveni mnozstvi vzniklého DHO vyplyva, ze nejaktivnéjsi byly frakce
9-11 (A9-A11) od pocatku separace. Vyssi aktivita byla naméfena i v 13. frakci (B12), ale
jak potvrdila chiralni analyza, jde pravdépodobné o chybu.

Po zkuSenostech z ptedchozich krokt, byly aktivni frakce po GF2 pfed nanesenim
na gel cca 8,6 x zakoncentrovany. Do jamek bylo aplikovano vzdy 24 pl frakce
(AS8..B12) +12 pl pufru, 12 pl koncentrované frakce po GF1 + 8 pl pufru a 3 pl
molekulového standardu. Je uveden pouze obrazek gelu po barvenim sttibrem (obr.32),

protoze po obarveni v CBBG byly prouzky velmi malo zietelné.
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Obr.31 Zaznam GF2 separace. Sipky oznaduji nejaktivngjsi frakce.
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Tab.7 HPLC analyza mnozstvi DHO vzniklého v jednotlivych frakcich z GF2

HPLC po gelové filtraci

LIDSKE MIKROSOMY 20

vzorek inkubace (ul)fedéni (ul)|nastrik (ul) | DHO (ng)|frakce (ul)|celk. DHO (ng)|korekce slepym vz.
konc GF1 5 250 100 8,998 500 899,75 8,623 862,25
slepak 0 250 100 0,375
Al 50 250 100 0,485 1000 9,70 0,110 2,20
A2 50 250 100 0,368 1000 7,35 -0,008 -0,15
A3 50 250 100 0,413 1000 8,25 0,038 0,75
A4 50 250 100 0,473 1000 9,45 0,098 1,95
A5 50 250 100 0,608 1000 12,15 0,233 4,65
A6 50 250 100 0,480 1000 9,60 0,105 2,10
A7 50 250 100 0,563 1000 11,25 0,188 3,75
A8 50 250 100 0,760 1000 15,20 0,385 7,70
A9 50 250 100 6,130 1000 122,60 5,755 115,10
A10 50 250 100 14,750 1000 295,00 14,375 287,50
All 50 250 100 6,435 1000 128,70 6,060 121,20
Al2 50 250 100 2,885 1000 57,70 2,510 50,20
B12 50 250 100 10,360 1000 207,20 9,985 199,70
B11l 50 250 100 0,630 1000 12,60 0,255 5,10
B10 50 250 100 0,585 1000 11,70 0,210 4,20
B9 50 250 100 0,450 1000 9,00 0,075 1,50
B8 50 250 100 0,563 1000 11,25 0,188 3,75
B7 50 250 100 0,265 1000 5,30 -0,110 -2,20
B6 50 250 100 0,493 1000 9,85 0,118 2,35
B5 50 250 100 0,368 1000 7,35 -0,008 -0,15
B4 50 250 100 0,485 1000 9,70 0,110 2,20
B3 50 250 100 0,605 1000 12,10 0,230 4,60
B2 50 250 100 0,403 1000 8,05 0,028 0,55
B1 50 250 100 0,395 1000 7,90 0,020 0,40
C1 50 250 100 0,498 1000 9,95 0,123 2,45
C2 50 250 100 0,595 1000 11,90 0,220 4,40
celkem 1020,80 825,80
procenta 113,45% 95,77%
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Obr.32 ELFO aktivnich i neaktivnich frakci po GF2. Berveni stfibrem.

I po barveni stfibrem je prouzek Vv oblasti 37 kDa u nejaktivnéjsi frakce (A10)
velmi malo viditelny, je to opét diky velmi malym koncentracim proteinu ve vzorku.
Zajimavé ale je, ze dosSlo ke koncentraci proteinu v oblasti nad 25 kDa u druhé
nejaktivnéjsi frakce (A11). Jestli to méd n€jakou souvislost s ndmi hledanym proteinem,
neni zatim jasné, a odkryva se tak moznost dal§iho zkoumani.

Nakonec byla provedena elektroforéza zakoncentrovanych frakci po vSech tfech
krocich (obr.33). Do jamek bylo aplikovano vzdy 24 ul ptislusné frakce + 12 pl pufru, 5
ul mikrosomu + 5 ul pufru a 3 ul molekulového standardu.

Obr.33 Zavéreéna ELFO
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Vysvétlivky: frakce po GF2 byly spojeny po dvou. Prouzek v nejaktivnéjsi frakci
z GF2 (10+11) je Spatné viditelny, Sipka ukazuje tésn¢ pod vyrazny prouzek ve stejné
oblasti, tj. kolem 37 kDa.

Na obrazku zavérecné ELFO (obr.33) je vidét, ze doSlo alespon k ¢astecnému
precisténi aktivni enzymové frakce, ale byl by tfeba aspon jest¢ jeden dal$i krok
K finalnimu docisténi vzorku. Diky nizkym koncentracim enzymu ve frakci by jiz dalsi
¢isténi nemélo smysl, protoZe ziskané hodnoty by byly na hranici detekce. Re§enim by
mohlo byt vétsi mnozstvi vychoziho materialu pro purifikaci a vétSi mezikrokové

zakoncentrovani vzorku.

6.1.5 Vylouceni pritomnosti 11B8-hydroxysteroiddehydrogenasy 1

Velikost 113-HSD 1 se pohybuje okolo 34 kDa, coz by mohlo korespondovat
s vysledky ziskanymi na ELFO. VétSina reduktas mé vSak obdobnou velikost, takZe
ELFO sama o sob¢ nestaci k potvrzeni ¢i vyvraceni pfitomnosti ur¢itého proteinu. Aby
byla vyloucena pfitomnost 113-HSD 1, kterda by mohla zkreslovat vysledky experimentu,
bylo provedeno nékolik experimenta.

Jako prvni byla provedena chirdlni analyza aktivnich frakci ze vSech tfi rund.

Hodnoty procentuelniho zastoupeni enantiomeri (+)-DHO a (-)-DHO shrnuje tabulka.

Tab.8 Vysledky chiralni analyzy mnozstvi DHO.

FRAKCE (+)-DHO (%) (-)-DHO (%)
Mikrosomy 68,6 31,4
IEX B12 86,6 13,4
IEXB11 87,1 12,9
IEX B10 86,8 13,2
GF1C12 87,0 13,0
GF1 D12 87,6 12,4
GF1D11 86,8 13,2
GF2 A9 86,9 13,1
GF2 A10 89,6 10,4
GF2 All 85,5 14,5
Prumér 87,1 12,9

Vsechny aktivni frakce vykazovaly podobnou specificitu chiralni pfemény oracinu
na (+)-DHO a (-)-DHO. V 87,1 % byla preferovana pfeména na enantiomer (+)-DHO.
V ptipadé¢ 118-HSD 1 by tomu bylo pravé naopak (Wsdl se sp., 2004). Byly vsak
naméfeny ponékud jiné hodnoty poméru (+)/(-)-DHO pro mikrosomalni frakci. Wsol se

sp. (2004) uvadi, ze v 59,8 % pievazuje pifeména oracinu na (-)-DHO, coz se neshoduje se
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ziskanou hodnotou 68,6 % ve prospéch enantiomeru (+)-DHO. V uvedené praci vsak
autofi pracovali s Sesti riznymi jaternimi tkanémi a jejich vysledek je priméren vSech
ziskanych hodnot. V této préci se pracovalo pouze s jednim jaternim vzorkem a to by
mohlo vysvétlit variabilitu vysledkt. V kazdém piipadé€ je specificita pfemény oracinu u
¢astecné vycisténého enzymu jind nez u mikrosomt, a to nasvédCuje tomu, ze redukce
oracinu se neucastni pouze jeden enzym, ale bude jich pravdépodobné vice. Preference
(+)-enantiomeru je také potvrzuje pfedpoklad, Ze kromé& 11B-HSD 1 se na metabolismu
oracinu musi podilet enzym s preferenci pfemény na (+)-DHO (Wsdl se sp., 2004).
Chirélni analyza tedy potvrdila, Ze se v pfeciSténém vzorkil nachézi jiny enzym,
nez je 11B-HSD 1. Nebylo vSak mozno s jistotou fici, Ze se v daném vzorku 11B-HSD 1
vibec nenachazi a nepodili se na pfemén¢ oracinu. Byl proto proveden Western blotting
nejaktivnéjsich frakei po vSech krocich se specifickou protilatkou proti 113-HSD 1, ktery

potvrdil, ze se tento enzym ve vzorku skute¢né nenachazi.

6.1.6 Stanoveni mnoZstvi bilkoviny a vypocet specifické aktivity

Pro stanoveni bilkoviny byly pouzity dvé metody, Smithovo stanoveni s BCA
(1985) a Bradfordovo stanoveni (1976). BCA byla pouzita u stanoveni bilkoviny po GF a
v mikrosomech, byla v§ak modifikovana pfidanim iodoacetamidu, ktery piekryl redukéni
pasobeni 2-merkaptoethanolu v pufru. Aplikovat tuto metodu na stanoveni bilkoviny po
IEX se nepodafilo, proto byla zvolena Bradfordova metoda, kterd je s redukénimi Cinidly
kompatibilni. Naopak nemohla byt pouzita pro stanoveni po GF, protoZe je ovlivnéna
pritomnosti detergentu v médiu.

Byly zméfeny tii kalibra¢ni kiivky: dvé pro stanoveni s BCA (obr.34, obr.35) a
jedna pro stanoveni dle Bradforda (obr.36). Hodnoty absorbanci jednotlivych vzorka byly
dosazeny do ziskanych rovnic a byl vypocitan obsah bilkoviny v dané frakci. Vysledky
méfeni jsou shrnuty v tabulce 9. Na zavér byly spocitany specifické aktivity enzymu po
jednotlivych purifika¢nich krocich (tab.9).
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Kalibracni kfivka pro stanoveni bilkoviny po GF
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Obr. 34 Graf zavislosti mnozstvi bilkoviny v roztoku na absorbanci pfi 562 nm.

Kalibraéni kfivka pro stanoveni bilkoviny v mikrosomech
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Obr.35 Graf zavislosti mnozstvi bilkoviny v roztoku na absorbanci pii 562 nm.

U druhé kalibrace (obr.35) byla pouzita kvadraticka fuknce, ktera 1épe vyhovovala

pribehu zavislosti.
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Kalibraéni kfivka pro stanoveni bilkoviny po IEX
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Obr. 36 Graf zavislosi mnozstvi bilkoviny v roztoku na absorbanci pti 595 nm.

Typ zavisloti byl zvolen zdmérné opacny nez je bézné (tj. zavislost absorbance na

obsahu bilkoviny), aby bylo moZno rovnou dosazovat do rovnice piimky.

Nameétené hodnoty absorbance byly dosazovany do téchto rovnic:

GF y = 683,58x + 0,5057 (R? = 0,9965)
Mikrosomy y = 760,25x% + 639,02x - 0,3983 (R? = 0,9986)
IEX y = 2352,7x - 1,4651 (R = 0,9989)

X —naméfené hodnoty absorbance, y — neznama koncentrace roztoku (png/ml)

Tab.9 Vysledky stanoveni bilkoviny a hodnoty specifickych aktivit

bilkovina DHO DHO specificka aktivita faktor

frakce . Y wivox .

Mg/ml ng/ml Nmol/ml nmol/mg bi precisténi

Mik sol. 3470,00 6105,0 18,170 5,24 1,00

IEX 153,03 779,6 2,320 15,16 2,90

GF1 34,90 2377 0,707 20,27 3,87

GF2 5,16 287,5 0,856 165,82 31,67
Latkové mnozstvi DHO bylo vypocitano podle vzorce: n=m/Mr

n - latkové mnozstvi (nmol) DHO v ml, m — mnozstvi DHO (ng) v ml stanovené

pomoci HPLC, Mr — molekulova hmotnost oracinu (Mr=336)

84



Specificka aktivita enzymu byla vypocitana podle vzorce: SA=nlc
SA — specificka aktivita, n — latkové mnozstvi DHO, ¢ — koncentrace bilkoviny

(mg/ml)

Z vysledk vyplyva, ze bylo dosazeno cca 32-nasobného piecisténi ptislusné
reduktasy a jeji specificka aktivita vzrostla v pribéhu ¢isténi 166x. Nejvétsiho precisténi
bylo dosazeno v poslednim kroku, tj. pifi GF2, a jeji znovuzarazeni do purifikacniho
schématu se tedy ukazalo jako spravné. Jak ukazalo SDS-PAGE, vzorek nebyl jesté stale
zcela pieCistén a bylo by vhodné do schématu zaradit jesté jeden purifikaéni krok, kterym
by byl odstranén zbytek balastnich latek. Vhodné by bylo napi. pouziti elektrofokusace,
kdy dojde rozdé€leni smési proteint dle jejich pl do velmi malych frakci. Pokud by byla
elektrofokusace aplikovana jako zavéreéna metoda, je mozno ocekavat pomérné dobré

docisténi vzorku.
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7 ZAVER

V dnesni dobé jsou stile Castéji objevovany nové lidské proteiny nebo nové
funkce protein jiz znamych. Mnoho z nich hraje vyznamnou roli v patogenezi riznych
onemocnéni. Budou-li procesy, kterych se tyto enzymy Ucastni, pochopeny, mohou byt
navrhnuta specifické 1é¢iva piisobici cilen¢ na tyto stuktury. Aby to vSak bylo mozné, je
nutné znat strukturu daného enzymu a jeho vlatnosti. Rozvoj purifikac¢nich technik
umozije izolaci vybraného enzymu ze smési proteini a tim jej identifikovat a
charakterizovat.

Az donedavna byly purifikovany predev§im cytosolické formy enzymu, tedy
nenavazané rozpustné formy, jejichz izolace je pomérné snadnd. Diky zkuSenostem
ziskanym pii téchto postupech bylo mozno zacit také s purifikacemi membranove
vazanych enzymu, jejichz izolace v nativnim stavu je diky ukotveni na membrané
komplikovanéjsi. Jeden z nejvyznamnéjSich dosud popsanych membranové vazanych
mikrosomialnich enzymut je 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa 1. Byla purifikovana
Maserem se sp. (2003) a intenzivné studovana. Bylo u ni potvrzeno zapojeni v patogenezi
nemoci jako diabetes mellitus, obezita ¢i polycysticky ovaridlni syndrom a byla také
prokazana jeji dulezita role v biotransformaci potencialniho cytostatika oracinu. Pii
studiich stimto léCivem bylo rovnéz zjisténo, ze Se na jeho metabolismu kromé
11B-HSD 1 bude ziejm& podilet 1 jind mikrosomalni reduktasa (Wsol se sp., 2004).
Oracin byl na zakladé€ téchto studii pouZit jako modelovy substrat pii purifikaci lidské
jaterni membranovée vazané reduktasy.

Byly zvoleny tfi zakladni kroky purifika¢niho schématu. Jako prvni krok byla
zafazena iontové vymeénnd chromatografie na silném anexu nasledovana dvémi
separacemi na koloné pro gelovou filtraci. Pfed prvni separaci vSak bylo nutné pouzitou
mikrosomalni frakci solubilizovat a uvolnit tak proteiny z vazby na membranu. Najimané
frakce byly nasledn€ inkubovény s oracinem za vzniku jeho redukované¢ho metabolitu,
DHO, jehoz mnozstvi bylo stanoveno pomoci achiralni HLPC analyzy. Bylo tak tedy
potvrzeno, Ze enzym, piitomny v purifikované frakci, je opravdu reduktasa. U
nejaktivnéjsich frakci a neaktivnich frakei v jejich okoli byla provedena SDS-PAGE a
jejich srovnanim byla uréena pravdépodobna pozice hledaného enzymu na gelu v oblasti

kolem 37 kDa.
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Po stanoveni mnozstvi bilkoviny v jednotlivych frakcich bylo mozné vypocitat a
srovnat specifické aktivity purifikované reduktasy po jednotlivych krocich purifikace.
Zvolena kombinace purifikacnich metod se ukézala byt vyhodna, protoze vysledny faktor
precisténi ¢inil 31,67 a specificka aktivita sledovaného enzymu vrostla 165-nasobné.

DalSimi technikami bylo prokdzano, Ze pteciStény enzym neni 11B-HSD 1.
Nejprve byl proveden Western blot proteinovych frakei z polyakrylamidového gelu na
nitrocelulosovou membranu, ktera byla poté inkubovana s protilatkou anti-113-HSD 1. Po
oznaceni sekundarni protilatkou nebyla detekovéana ptitomnost 113-HSD 1 v zadné frakci
krom¢ mikrosomalni. Nasledné byla provedena chirdlni HPLC analyza, kterd méla urcit
pomér vzniklych enantiomert (+)-DHO a (-)-DHO v aktivnich frakcich po inkubaci
s oracinem. Bylo zji$téno, Ze reduktasa pfeménuje oracin prednostné na enantiomer
(+)-DHO, a to v 87,1 %. Tim se opét potvrdilo, Ze nejde o 11B-HSD 1, u niz naopak
v 59,8 % prevazuje pieména oracinu na (-)-DHO, a zaroven byla ziskana dilezita
charakteristika hledané¢ho redukéniho enzymu.

Jak je patrné z SDS-PAGE, stale vSak nebylo dosazeno dostate¢ného pieciSténi
smési, a proto by bylo vhodné zatadit do schématu jest¢ minaln¢ jeden purifikaéni krok.
Velkym problémem pfi purifikaci se stalo zna¢né nafedéni vzorku po jednotlivych
separacnich krocich, ¢imz bylo nutné frakce stale koncentrovat. Aby tedy bylo mozné
pokraCovat v dalsi purifikaci a ziskat vétSi koncentrace hledaného enzymu, bylo by
vhodné zacit separaci s v&t§im mnozstvi pocate€niho materidlu, tj. lidskych mikrosomi, a

vzorek béhem purifikace jesté vice koncentrovat.
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2D

3D
11BHSD 1
11BHSD 2
AA

AC

ACN
AKR
APS
BCA
BFB
bisAA
BSA
CBBG
cDNA
Ci2Eg

CR

DHO
DHRS4
DTT
ELFO
EtOH

GF
CHAPSO

HIC
HPLC
HS
IEX
MDR
MeOH

8 ZKRATKY

Dvourozmérny

Trojrozmérny
11beta-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 1
11beta-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 2
Akrylamid

Afinitni chromatografie

Acetonitril

Aldo-ketoreduktasy

Amonium persulfat

Bicinchoninic acid

Bromfenolova modf

Bis-akrylamid

Bovinni (hovézi) sérovy albumin
Coomassie Brilliant Blue G-250

Klonovana deoxyribonukleové kyselina
Dodecyl nonaoxyethylene glycol monoether
Karbonylreduktasa

Dihydrooracin

Dehydrogenase/reduktase (SDR family) member 4
Dithiothritol

Elektroforéza

Ethanol

Gelova filtrace
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-2-hydroxy-1-
propanesulfonate

Chromatografie hydrofobnich interakci
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie
Hexansulfonanovy pufr

Iontové vyménna chromatografie
Dehydrohenasy-reduktasy se stfedné dlouhym fetézcem
Methanol
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MPa

Mr

NADH, NAD(H)
NADPH, NADP(H)
pH

RTG

RPC

SDR

SDS

SDS-PAGE
TBST

TCA

TEMED
Tris-HCI

uv

Megapascal (jednotka tlaku)

Molekulova hmotnost (g/mol)

Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotid

Zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontl
Rentgenovy

Chromatografie na reverzni fazi

Dehydrogenasy-reduktasy s kratkym fetézcem

Sodium dodecyl sulfate (lauryl-sulfat sodny)

Sodium dodecy! sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis
Tris-buffered saline plus Tween 20

Trichloroctova kyselina
N,N,N",N’-tetramethylenethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Ultrafialové (ultra violet) zafeni
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