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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Be. Klara Kozakova

Skolitel: prof. Ing. Vladimir Ws6l, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni exprese enzymii DHRS7B a DHRS7C v
lidskych tkanich

Dehydrogenaza/reduktdza SDR nadrodiny ¢len 7B (DHRS7B) a 7C (DHRS7C)
jsou lidské enzymy patfici do nadrodiny dehydrogendz/reduktdz s kratkym fetézcem
(SDR). Tato velice stard a rozsahld nadrodina zahrnuje ¢leny, kteti hraji roli v rGznych
fyziologickych dé&jich a patologickych stavech. I piesto, ze jsou v soucasné dobé lidské
SDR enzymy vice studované, patii stile asi polovina znich mezi malo
charakterizované, jako napt. enzymy DHRS7B a DHRS7C.

Cilem této prace bylo stanovit expresi lidskych enzymtit DHRS7B a DHRS7C na
urovni mRNA 1 na urovni proteinu a tim pfispét k rozvoji novych poznatkli o téchto
enzymech. Exprese enzymi byla stanovena ve vzorcich lidskych tkani. Ze vzorki byla
izolovana mRNA, kterd byla pouzita pro ptepis do cDNA. Vznikla cDNA byla pouzita
jako templat pro provedeni qPCR s fluorescen¢ni detekci pomoci SYBR GREEN 1.
Stanoveni na Urovni proteinu bylo provedeno v homogenatech lidskych tkdni pomoci
metody Western blotting s chemiluminiscen¢ni detekci.

Exprese mRNA enzymu DHRS7B byla nejsilnéjsi ve varlatech, a o néco nizsi
v kosternim svalu, ledvinach, mozku, nadledving, prostaté, sitnici, Stitné¢ Zzladze a
podkoznim tuku. V ostatnich tkanich (d€loha, jatra, slezina, slinivka, srdce, tenkeé
sttevo, tlusté stievo, visceralni tuk, vaje¢niky a zaludek) byla exprese velice slaba. Na
urovni proteinu byla pozorovana exprese v mozku a slinivce. Exprese mRNA enzymu
DHRS7C byla nejsilngjsi v kosternim svalu a za nim nésledovala vyrazné slabsi exprese
v srdecnim svalu. V ostatnich tkdnich (déloha, jatra, ledviny, mozek, nadledvina,
prostata, sitnice, slezina, slinivka, §titnd zlaza, tenké sttevo, tlusté stievo, tuk podkozni,
tuk visceralni, vajecniky, varlata a Zaludek) byla hladina exprese zanedbatelna. Na
urovni proteinu byla exprese zaznamenéna u kosterniho svalu, srde¢niho svalu a §titné

zlaze.



ABSTRACT
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Department of Biochemical Sciences

Candidate: Klara Kozakova
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Title of diploma thesis: Determination of the expression of enzymes DHRS7B

and DHRS7C in human tissues

Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7B (DHRS7B) and 7C
(DHRS7C) are human enzymes that belong to the short chain dehydrogenase/reductase
(SDR) superfamily. This very old and extensive superfamily includes members, which
play an important role in different physiological and pathological processes. In spite of
that the SDR enzymes are currently more studied, still about half of these enzymes are
only poorly characterized, such as DHRS7B and DHRS7C.

The aim of this study was the determination of the expression profiles of human
enzymes DHRS7B a DHRS7C at mRNA and protein level and thus brings new
knowledge of these enzymes. Expression of enzymes was tested in human tissues.
RNA was isolated from the samples and used for transcription to ¢cDNA. Obtained
cDNA was utilized as a template for qPCR with fluorescence SYBR GREEN I
detection. Determination of enzymes at protein level was done in homogenates of
human tissues by using a Western blotting with chemiluminescence detection.

The level of expression mRNA DHRS7B was strongest in testes and a slightly
weaker expression was detected in skeletal muscle, kidney, brain, adrenal glands,
prostate, retina, thyroid and subcutaneous fat. Expression of other tissues (uterus, liver,
spleen, pancreas, heart, small intestine, large intestine, visceral fat, ovaries and stomach)
was very low. The expression of DHRS7B at protein level was detected in brain and
pancreas. The highest expression of mMRNA DHRS7C was in skeletal muscle, following
very low expression of heart. The level of the expression in other tissues (uterus, liver,
kidney, brain, adrenal glands, prostate, retina, spleen, pancreas, thyroid, small intestine,
large intestine, subcutaneous fat, visceral fat, ovaries, testes and stomach) was
insignificant. The expression of DHRS7C at protein level was observed in skeletal

muscle, heart and thyroid.
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1 Uvod

Proteiny hraji dulezitou roli v naSem organismu, jsou stavebnimi kameny
organismu, zprostfedkovavaji transport latek v télnich tekutinach, reguluji rtiznorodé
biochemické procesy v naSem téle, podileji se na fungovani imunitniho sytému, plni
funkeci signdlnich molekul, hormont, receptorit a mnohé dalsi. Mimo jiné plni funkci
katalytickou prostfednictvim enzymt, biokatalyzatorti chemickych reakci probihajicich
v lidském téle. Z lidskych vyznamnych lze jmenovat: DNA ligazu ucastnici se replikace
DNA, ATP syntazu katalyzujici tvorbu ATP nebo glukdza-6-fosfatizomerazu
participujici se na metabolismu sacharidi.

Mimo znalosti reakce, kterou konkrétni enzym katalyzuje, je dulezité také znat, ve
kterych tkanich se nachazi. Pro charakterizaci a odhad funkce dosud

necharakterizovanych enzymt je tato znalost velice dilezita.
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2 Teoreticka cast

2.1 Nadrodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym retézcem

(SDR)

Nadrodina dehydrogenaz/reduktdz s kratkym fetézcem (SDR) je jedna
z nejveétSich a nejstarSich nadrodin, kterd obsahuje pies 650 000 ¢lenti (Jornvall et al.
2015). Zasluhou metagenomického sekvenovani bylo zjisténo, ze se tyto enzymy
nachazeji ve vSech formach zivota: archea, eubakteria a eukaryota (Bhatia et al. 2015,
Bray et al. 2009). Clenové SDR nadrodiny hraji dtleZitou roli pfi regulaci celé fady
zivotn¢ dulezitych procesi, jako je metabolismus lipidl, steroidii, prostaglandind,
retinoidd nebo steroidnich hormonii. Mimo jiné se SDR enzymy podileji na
detoxifikaci a utilizaci xenobiotik, alkoholii a endogennich metaboliti (Bhatia et al.

2015, Persson et al. 2009).

2.1.1 Vlastnosti SDR enzymii

Klasicky SDR enzym se skladd zjednodoménové proteinové podjednotky
obsahujici 250 - 350 aminokyselinovych zbytkd, které je tvofena Rossmanovym
zahybem s 6 - 7 B-skladanymi listy obklopenymi z obou stran a-helixy (Obr. 1) (Bray
et al. 2009, Persson a Kallberg 2013).

Obrazek 1: Jednodoménova podjednotka SDR proteinu: p-skladany list oznacen modre, o-helix
oznacen oranzove (Internet 1).

N-termindlni konec fetézce je strukturné konzervativni a vaze NAD(H) nebo
NADP(H) jako kofaktor, zatimco C-termindlni konec fetézce je strukturné variabilni a
je dulezity pro rozpoznani a vazbu substratu. Diky vysoké variabilit¢ C-terminalniho
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konce SDR enzymy disponuji Sirokou substratovou specifitou, kterd zahrnuje: alkoholy,
sacharidy, lipidy, steroidy, retinoidy, polyoly nebo xenobiotika (Bray et al. 2009,
Stambergova et al. 2014).

SDR enzymy jsou charakteristické nizkou parovou sekvencni identitou okolo 15 -
30 %. I presto existuje nckolik konzervativnich sekven¢nich motivl, které jsou
zachovany u vétSiny ¢lenti: region bohaty na glycin (ThrGlyxxxGlyxGly) a katalytickou
tetradu sloZenou ze zbytka Tyr, Lys, Ser a Asn (Bhatia et al. 2015, Bray et al. 2009).

2.1.2 Lidské SDR enzymy

V lidském genomu bylo objeveno pies 80 lidskych ¢lent, které byly rozdéleny do
48 SDR rodin (Beck et al. 2017). Na zaklad¢ analyzy sekvenénich motivli jsou lidské
SDR rozdéleny do minimalné 5 skupin, pficemz pro kazdou skupinu je specificka
sekvence v mist¢ vazby koenzymu a/nebo aktivniho mista. Prvni 3 skupiny oznacujeme
jako ,.classical” klastr C1, C2, C3, déle ,extended“ a ,atypical“ skupinu (Obr. 2)
(Bhatia et al. 2015, Persson et al. 2009).

Classical SDR Classical SDR
klastr C3 klastr C2
Extended
SDR .
Classical SDR
klastr C1

Atypical
SDR

Obrazek 2: Schéma skupin SDR nadrodiny: ,,classical“ klastr C1, C2, C3, ,,extended* a ,,atypical
skupina. Kazdy clen je popsan pomoci genového symbolu z databaze HCNG a hveézdicka oznacuje

pFitomnost jedné nebo vice struktur v PDB databadzi. Usecky ilustruji pribuznost enzymii (upraveno z
Bray et al. 2009).
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Klastr Cl1 zahrnuje predevSim cytosolické enzymy, které zapojeny do
metabolismu sloucenin spojenych s koenzymem A, prostaglandiny a molekulami
chinonového typu. Klastr C2 a C3 obsahuje pfevazné membranové vazané enzymy
metabolizujici retinoidy a steroidy. Obecné pro ,classical* skupinu jsou typicka
relativné mald a-helikalni vazebnéd mista vazajici substrat, kterd jsou umisténd mezi 6-7
B fetézcem. Zatimco ,,extended* enzymy maji tyto vazebna mista vyznamn¢ vétsi a jsou
tvofena 2 paralelnimi B fetézci s 3 a-helixy (Obr. 3). Enzymy, které maji vyznamnou
sekvencni diverzitu anebo neobvyklé strukturni rysy, jsou fazeny do posledni ,,atypical*

skupiny (Bray et al. 2009).

(A) (B)

Obrazek 3: A - Struktura 3-hydroxybutyratdehydrogendzy typ 2 s ,,classical SDR zdhybem,
B - Sktruktura UDP-galaktoza-4-epimerazy s ,,extended’ SDR zdahybem. Kruhy zvyraziuji oblasti
vazebnych mist vazajicich substrat, které vykazuji vyraznou odlisnost mezi obéma typy SDR enzymii
(upraveno z Bray et al. 2009).

Kazdy SDR enzym mé v nazvu uvedené Cislo své rodiny a za nim nésleduje
pismeno, které oznacuje SDR typ, napt. SDR19C1 oznacuje dehydrogenazu/reduktazu
s kratkym fetézcem rodiny 19 patfici do ,classical® skupiny klastr C1 (Persson et al.

2009).
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2.1.3 Vyznam lidskych SDR enzymi

Lidsk¢é SDR enzymy jsou =zapojeny do riznych metabolickych funkci
v organismu. Nekteré z nich se ucastni redukce karbonylové skupiny aldehydi a ketonti
na hydroxyderivaty a proto je oznacujeme jako reduktazy karbonylovych sloucenin.
Mezi nejvice prozkoumané Cleny reduktaz karbonylovych sloucenin patii cytosolicka
karbonylreduktaza 1, ktera je zapojena do metabolismu jak endogennich substratt jako
je napt. vitamin K nebo prostaglandiny, tak xenobiotik jakou jsou napft. léCiva:
antipsychotikum haloperidol nebo cytostatikum daunorubicin a jiné (BousSova et al.
2015, Oppermann 2009, Skarydova a Wsol 2012). Dalsi vyznamnou skupinou jsou 17B-
hydroxysteroiddehydrogendzy, které jsou zapojeny do oxidac¢nich (17-hydroxy) a
redukénich (17p-keto) pfemén skupiny androgend a estrogenti (Stambergova 2013).
Zastupci 17B-hydroxysteroiddehydrogendz jsou mimo jiné spojovani i se vznikem
multifaktoridlnich onemocnéni jako je napt. rakovina prostaty, rakovina prsu,
osteopordza nebo Alzheimerova nemoc (Stambergova 2013, Skarydova a Wsél 2012).
Vyznamnou roli lidskych SDR hraji také retinoldehydrogenazy, které katalyzuji oxidaci
a redukci retinoidi a tim prispivaji k biochemické podstaté procesu vidéni
(Stambergova 2013). Nemaélo vyznamnou skupinou jsou 11B-hydroxysteroid-
dehydrogenézy, s nejznaméjSimi zastupci 11B-hydroxysteroiddehydrogendza typ 1
(reduktaza) a 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza typ 2 (oxidaza), které hraji vyznamnou
roli v pteméné 11B-hydroxy skupiny a 11-keto skupiny glukokortikoidnich hormoni.
Mikrosomalni 11B-hydroxysteroiddehydrogendza typ 1 je také zapojen do
biotransformace xenobiotik, mezi néZ patfi napf. 4-nitrobenzaldehyd nebo 1écivo
metyrapon a také je asociovdn se vznikem onemocnéni, které souviseji s regulaci
glukokortikoidnich hormont jako je diabetes II. typu, obezita, metabolicky syndrom
nebo srdeéni selhani (Stambergova 2013, Skarydova a Wsol 2012).

I kdyZ arovenn poznani nékterych ¢leni SDR nadrodiny je velmi vysoka, stale u
pfiblizn€é poloviny enzymt nebylo doposud objasnéno, jakou hraji roli v lidském
organismu (Beck et al. 2017). Mezi malo prozkoumané ¢leny SDR nadrodiny fadime 1
dehydrogendzu/reduktdzu rodiny SDR ¢len 7 (DHRS7), u které¢ byla podle nedavné
studie prokazéna schopnost redukovat slouceniny obsahujici karbonylové skupiny
(Stambergova et al. 2016). Funkce toho enzymu v lidském organismu nebyla zatim
objasnéna, ale byla publikovana studie tykajici se snizeného mnoZzstvi enzymu DHRS7

v rakovinnych bunkéach prostaty oproti normalnim buiikkdm prostaty, a to by mohlo
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naznacovat moznou roli toho enzymu pfi onemocnéni rakovinou prostaty (Seibert et al.
2015). Enzym DHRS7C je evoluéné piibuzny s dehydrogendzou/reduktazou rodiny
SDR ¢len 7B (DHRS7B) a ¢len 7C (DHRS7C).

2.1.4 DHRS7B enzym

DHRS7B enzym, nazyvany téz jako dehydrogenaza/reduktaza s kratkym fetézcem
rodiny 32C ¢len 1 (SDR32C1) je reduktaza, kterou fadime do ,,classical* skupiny SDR
enzymu klastr C3 (Bray et al. 2009, Internet 2).

Gen pro lidsky enzym DHRS7B se nachazi na chromozonu 17 a sklada se z 325
aminokyselin. Molekulovd hmotnost odpovida 35 kDa. Vyznamnym paralogem toho

genu je enzym DHRS7C (Internet 2, Internet 3).

2.1.4.1 Lokalizace DHRS7B

Na zaklad¢ studie provadéné u mysi vroce 2009 bylo zjiSténo, Ze se enzym
DHRS7B nachazi na membrané endoplazmatického retikula (Keller et al. 2009).
Exprese mysiho enzymu DHRS7B byla prozatim detekovana v jatrech, ledvinach, srdci,
mozku, plicich, hnédé¢ tukové tkani a bilé tukové tkdni. V kosternim svalu byla exprese

velice nizka (Obr. 4).

- o

Bila tukova tkan
Hnéda tukova tkan

Jatra
Ledviny
Mozek
Kosterni sval

Srdce
Plice

I DHRSTB

—
=
o
=
=

Obrazek 4: Western blot analyza exprese enzymu DHRS7B v mysich tkanich (upraveno z Lodhi et
al. 2012).
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Celkova exprese v hnéd¢ tukové tkani byla o poznani nizsi v porovnani s bilou
tukovou tkani, a to by mohlo naznacovat jinou roli enzymu DHRS7B v téchto tkanich
(Lodhi et al. 2012). Exprese a lokalizace lidského enzymu DHRS7B nebyla zatim

prozkoumana.

2.1.4.2 Funkce DHRS7B v organismu
Funkce lidského enzymu DHRS7B nebyla zatim blize specifikovana. Objevila se

prvotni studie, kterd pifedpoklada urcitou funkci DHRS7B ve spojeni s metabolismem
lipidd u mysi. V této studii byl enzym DHRS7B identifikovan jako redukcni enzym,
ktery se UcCastni termindlni Casti syntézy éterovych lipidi. Tato metabolicka drdha
probihd na membrané peroxisomd, kde byl enzym DHRS7B nalezen. Pfedpoklada se,
ze éterové lipidy mohou byt zapojeny do aktivace genl pro transkripéni regulatory,
které se podileji na syntéze lipidd. Tato hypotéza byla zkouména u vzorku mysi, kterym
byla snizena exprese enzymu DHRS7B. SniZzend exprese tohoto enzymu vyvolala
nizkou expresi genl pro transkripcnich faktory a to mélo za nésledek sniZeni hladiny
téchto lipidi. Tyto nalezy naznaCuji, Ze by inhibice DHRS7B nebo enzymi
souvisejicich se syntézou lipidli, mohly 1éCit obezitu a s tim souvisejici diabetes (Lodhi

et al. 2012).

2.1.5 DHRS7C enzym

DHRS7C enzym, nazyvany téZ jako dehydrogendza/reduktaza s kratkym fetézcem
rodiny 32C ¢len 2 (SDR32C2) je dehydrogendza, kterou fadime do ,,classical® skupiny
SDR enzymi klastr C3 (Bray et al. 2009, Internet 4).

Gen pro lidsky enzym DHRS7C je lokalizovan na chromozonu 17 a kéduje dvé
izoformy. Izoforma 1 se skladd z 312 aminokyselin a izoforma 2 je dlouha 311
aminokyselin. Molekulovd hmotnost obou izoforem je pfiblizn€ stejna a odpovida 35

kDa (Internet 4, Internet 5).
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2.1.5.1 Lokalizace DHRS7C
Vysoka exprese enzymu byla doposud prokédzana ve vzorcich kosterniho
a srde¢niho svalu (Arai et al. 2017, Lu et al. 2012, Treves et al. 2012) a o néco nizsi

exprese byla objevena ve vzorcich kiize (Obr. 5) (Lu et al. 2012).
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Obrazek 5: Exprese DHRS7C: A - sloupcovy diagram zndzoriujici relativni expresi mRNA
v ruznych mysich tkanich, vztazeno k expresi GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza) B -
Western blotting analyza exprese enzymu DHRS7C v riznych mysich tkanich. S - srdce, M - mozek,
PL - plice, J - jatra, L - ledviny, TN - tenké stievo, KS - kosterni sval, TP - tuk podkozni, K - kiiZe,
SZ - slezina, V - varlata, VJ - vajecniky (upraveno z Lu et al. 2012).

Subcelularni lokalizace tohoto enzymu byla zaznamendna na membrané
endoplazmatického/sarkoplasmatického retikula u bunc¢k kosterniho a srde¢ni svalu.
VSechny tfi uvedené studie byly provedeny na tkanich a organech ziskanych z mysi
(Arai et al. 2017, Lu et al. 2012, Treves et al. 2012). Exprese lidského DHRS7C

enzymu byla zatim zaznamendna pouze v srdci (Lu et al. 2012).
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2.1.5.2 Funkce DHRS7C v organismu

Role lidského DHRS7C je prozatim nejasna. Objevuji se prvotni informace o
mozné funkci toho enzymu u mysi, které souviseji s vysokou expresi toho enzymu
v kosternim svalu. Enzym DHRS7C katalyzuje pfeménu all-trans-retinolu na
retinaldehyd za soucasné redukce kofaktoru NAD" na NADH a tim by mohl byt zapojen
do signalni drahy kyseliny retinové. Kyselina retinova se ucastni raznych
fyziologickych funkci ale je mimo jiné také zapojena do metabolismu kosterniho svalu
(Treves et al. 2012). Spojeni DHRS7C a jeho ucasti v metabolismu kosterniho svalu
podporuji také vysledky dvou studii, které zkoumaji vliv zmény exprese DHRS7C na
homeostize Ca?" iontfl. Tyto ionty jsou zapojeny do kontrakce a relaxace kosternich
svall (Arai et al 2017, Treves et al. 2012). U zkoumanych bunck byla sniZzena exprese
endoplazmatického/sarkoplasmatického retikula. Uvoltiovani velkého mnozstvi Ca**

iontli miiZze zplsobit zmény v bunééné morfologii (Arai et al. 2017).

2.1.5.3 Spojeni DHRS7C s onemocnénim

Uvazuje se o urcité roli DHRS7C pii rozvoji srde¢niho selhani, které je spole¢nou
drahou vétSiny kardiovaskuldrnich onemocnéni. V uvedené studii byly zkoumény
kultivované krysi kardiomyocyty aktivované pomoci adrenergniho stimulu fenylefrinu
(a-adrenergni) a isoproterenolu (B-adrenergni). Gen, u které¢ho byla pro oba stimuly
nejvice sniZzena jeho exprese, byl identifikovan jako enzym DHRS7C vazany na
membranu endo/sarkoplasmatického retikula. SniZend exprese tohoto genu byla
prokdzana 1 u vzorkd biopsii ziskanych od pacientl trpicich kardiomyopatii a

ischemickou chorobou srde¢ni (Lu 2012).
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2.2 Moznosti stanoveni exprese na urovni mRNA

Sktruktura a tim i funkce vSech proteinli je zapsand do gent, tj. useky DNA
(deoxyribonukleové kyseliny). Geny se exprimuji piepisem genetické informace
z primarni struktury DNA do mRNA (mesengerova ribonukleova kyselina) a tento
piepis se nazyva transkripce (Alberts a kol. 2008). K ptepisu genti dochéazi v zavislosti
na typu, diferenciaci a staii bunky, podle faze bunéného cyklu a mimo jiné podle
vnéjsiho prostfedi (Beranek 2016). Cely proces je ukoncen piekladem (translaci)
mRNA do struktury proteina (Alberts a kol. 2008).

Expresi mRNA muzeme stanovit n€kolika technikami: autoradiografie in situ,
hybridizaénimi metodami (Northern blotting, fluorescenéni hybridizace in situ,
ribonuclease  protection  assay), Cipovou technologii (DNA  mikrocipy,
oligonukleotidové mikrocCipy), RT-PCR a RT-qPCR (Dvotdk et al. 2003, Némcova
2012).

Pro studium exprese mRNA v riiznych tkénich se nejvice pouzivéa technika RT-
qPCR, ktera spojuje prepis RNA ziskané ze vzorku do komplementarni DNA (cDNA)
metodou reverzni transkripce (RT) pomoci reverzni transkriptazy a kvantifikaci vzniklé
cDNA pomoci kvantitativni PCR v realném &ase, tzv. gPCR (Siminek 2015/16). Tato
technika disponuje predevSim vysokou citlivosti a specifi¢nosti, jednoduchosti a
rychlosti, ale zaroven je tato metoda vysoce citliva na jakykoliv druh kontaminace a

ptitomnost inhibitord (Némcova 2012, Dvoték et al. 2003).

2.2.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického polymerase chain reaction) je
metoda molekularni biologie, kterd dokdze amplifikovat 1 velice malé mnoZstvi DNA
v in vitro podminkach. Zakladni princip je velice jednoduchy: z kazdé jedné molekuly
DNA vzniknou dvé molekuly produktu (Obr. 6). K tomuto zdvojovani molekul dochazi
za pomoci DNA polymerazy. Polymeraza vyzaduje ke své préaci nukleotidy, stavebni
kameny DNA. Nukleotidy se sklddaji ze 4 bazi: adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a
guanin (G). Dalsi nezbytnou soucasti reakce jsou kratké useky DNA, které ohranicuji
amplifikovany tsek, a jsou oznalovany jako primery (Smarda et al. 2005, Joshi a

Deshpande 2011).

19



4. cyklus

hledany gen o o

=< 3pms _—— Exponencialni amplifikace
— 2. cyklus
<::::=
Toeyks eeemeemeeeees » 35 cyklus

templatova DN — —
2%= 4 kopie _——

2"’=Bkupil'< = ) . .

16 kopil 32 kopi 27 =68 bilidnu kopii

Obrazek 6: Zakladni princip PCR. V kazdém PCR cyklu dochazi ke zdvojeni molekuly DNA pomoci
DNA polymerdzy (upraveno z Internet 7).

2.2.1.1 Princip PCR

Molekula DNA je tvofena dvéma fetézci, z nichz jedno vldkno oznacujeme jako
kodujici fetézec (forward) a druhé jako nekddujici fetézec (reverse). Pti denaturaci se
rozrusi vazby mezi témito dvéma fetézci a obé vladkna se stanou templatem pro vznik
nového fetézce. Syntéza se zahajuje nasednutim specifickych primerti, které jsou
komplementarni s jednim z fetézcl templatové DNA. Od prisedlych primert se
syntetizuje novy komplementarni fetézec na zaklad¢ katalytické aktivity DNA
polymeréazy ve sméru 5'- 3" (Obr. 7).

Amplifikace fetézce probihd ve tfech cyklicky se opakujicich teplotnich krocich:
denaturace, annealing a extenze, pficemZ pro dostate¢nou amplifikaci DNA postacuje

obvykle 30-40 opakujicich se cyklt (Beranek 2016, Smarda et al. 2005).
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Obrazek 7: Syntéza nového retézce probiha ve trech teplotnich krocich. Nejdiive dochazi

k denaturaci DNA pri teploté 94 °C, nasleduje annealing primerii na specifické useky DNA pri
teplote 54 °C a cely proces je ukoncen syntézou nového komplementarniho retézce ve smeru 5'- 3’
pri teplote 72 °C (upraveno z Internet 7).

I. Denaturace

V prvnim kroku PCR reakce dochazi k denaturaci (rozruseni) vodikovych mustka
v dvoufetézcové molekule DNA pfi teploté 94 - 98 °C a to dava vzniku dvéma jedno-
vlaknovym molekulam templatu (Bustin 2009, Smarda et al. 2005). V ptipadé dlouhych
usekd DNA (jako je genomova DNA) trva ivodni denaturace delsi dobu (3 - 5 minut) z
divodu plného rozvinuti celého tiseku DNA. V dalsich cyklech se amplifikuje uz jen
krat3i usek a tim se doba denaturace zkracuje na 30 - 60 sekund (Internet 6, Smarda et

al. 2005).

11. Annealing

Dal§im krokem je navazani specifickych primerG na jednovlaknové fetézce
templatu pti teplote 50 - 65 °C. Teplotni optimum annealingu se odviji od délky primera

a mnozstvi GC pari vfetézci a proto oba primery musi disponovat podobnymi
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parametry. Prili§ vysokd teplota annealingu by mohla zpisobit nespecifické nasednuti

Mrwe

Smarda et al. 2005).

I111. Extenze

Teplotni optimum extenze zavisi na pouzitétm druhu DNA polymerazy.
Nejbéznéji pouzivana Tag polymeraza je optimalné aktivni pii teploté okolo 70 °C. Pfi
extenzi dochazi k vlastnimu nartistu nového fetézce ve sméru od 5” konce ke 3" konci

(Bustin 2009, Smarda et al. 2005).

2.2.1.2 Slozky reak¢ni smési

Pro standartni provedeni PCR reakce se pfipravuje 10-100 pl reakéni smési,
kterou oznacujeme jako Master mix. Jednotlivé slozky Master mixu se pridavaji do
reakce v takové koncentraci, aby vytézek reakce byl vysoky a zarovenn specificky
(Beranek 2016, Smarda et al. 2005).

Master mix se sklada z téchto komponent:

Templatova DNA

Templatovd DNA se ziskava zrliznych zdrojii a obsahuje usek, ktery ma byt
namnoZen. MnoZstvi pfidan¢ho templatu by mélo byt v rozmezi 1-500 ng, pfi€emz
piilis vysoka koncentrace DNA muiZe zpusobit nespecificky annealing. Usp&snost
reakce zavisi také na Cistoté a integrité izolované DNA (Beranek 2016, Siminek

2015/2016).

Primery

Koncentrace primert je pro pribéh reakce velice zdsadni a méla by odpovidat 0,1-
1 pmol/l. Pfili§ vysoka koncentrace by zpusobila chybny annealing anebo péarovani
nedostate¢nou tvorbu produktu. Dal§imi nezbytnymi vlastnostmi primert jsou: délka
oligonukleotidového fetézce v rozmezi 16-25 nukleotidli, obsah GC part 50-60 %,
podobna teplota tani (mohou se liSit o0 méné nez 5 °C), dale by primery nesmély byt

vz4ajemné komplementarni zejména na svém 3’ konci a nemély by vytvaret sekundarni
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struktury, které by mohly znesnadnit annealing (Beranek 2016, Bustin 2009, Simiinek
2015/2016).

Deoxynukleotidy (dNTPs)

Deoxynukleotidy: deoxyadenozintrifosfat (dATP), deoxytymidintrifostat (dTTP),
deoxyguanozintrifosfat (dGTP), deoxycytozintrifosfat (dCTP) jsou stavebni kameny
nového fetézce DNA. Pridavaji se do reakce v ekvimolarnim poméru o celkové
koncentraci 200-250 pmol/l. Koncentrace dNTPs musi byt v reakce optimalni, protoze
vy$$i koncentrace snizuji presnost DNA polymerazy a tim i vytézek reakce (Beranek

2016, Bustin 2009, Simének 2015/2016).

Horecénaté kationty

Hotecnaté kationty tvoii komplexy s dNTPs, stabilizuji primery a jsou dulezité
pro piesnost a procesivitu DNA polymerazy. Koncentrace hote¢natych iontti, nejbéznéji
ve formé¢ MgCl,, tuzce souvisi s koncentraci dNTPs a méla by se pohybovat mezi 1-5
mmol/l (pfi koncentraci dNTPs 200 umol/l). Pti vysSich koncentracich hotfe¢natych
jontd by se mohla snizit specifi¢nost reakce (Beranek 2016, Bustin 2009, Siminek

2015/2016).

Reak¢éni pufr

Reakéni pufr je dodavan jako 10x koncentrovany a obvykle obsahuje 500 mM
chlorid draselny, 10 mM TRIS-HCIL. Optimalni pH reakéniho pufru je mezi 8-9
(Beranek 2016, Simtinek 2015/2016).

DNA polymeraza

DNA polymeraza katalyzuje vznik fosfodiesterovych vazeb mezi deoxy-
nukleotidy. Nejbéznéji se pouzivaji termostabilni polymerazy, které jsou stabilni pfi
vSech tfech teplotnich krocich PCR reakce. Nejvice pouzivanym zastupcem
termostabilnich polymerdz je Tag polymerdza ziskana z bakterie Thermus aquaticus,
kterd je stabilni az do teploty 98 °C. DalSimi zéastupci jsou Pwo polymerdza
(Pyrococcus woesei) Pfu polymeraza (Pyrococcus furiosus) a Tth polymeraza (Thermus
thermophilus). Koncentrace polymeraz by se méla pohybovat mezi 0,1-1 U na 25 pl
Master mixu (Beranek 2016, Bustin 2009, Simtinek 2015/2016).

23



Vsechny slozky PCR reakce se pro kazdou assay individudlné optimalizuji a to
zejména koncentrace hofecnatych kationtl. Dulezitd je také optimalni teplota

annealingu (Simtinek 2015/2016).

2.2.1.3 Detekce PCR produkti
Kone¢nym produktem PCR reakce jsou kratké iseky DNA o definované délce,

tzv. amplikony. Detekce amplikoni probihd pomoci elektroforetickych a
chromatografickych metod, sekvenacnich a hybridiza¢nich technik anebo pomoci

kvantitativni PCR v realném &ase (Beranek 2016, Smarda et al. 2005).

2.2.2 Kvantitativni PCR v realném c¢ase (qPCR)

Pti klasické PCR metodé dochazi k detekci amplikoni az po skonceni celého
procesu a tuto metody oznacujeme jako tzv. End-point PCR. V soucasné dobé se
vyuziva novéjsi zpusob detekce amplikontl, ktery zméti nartst fluorescence od prvniho
cyklu reakce vrealném &ase, tzv. kvantitativni PCR vrealném ¢ase (Siminek
2015/2016, Smarda et al. 2005).

Reakéni smés pro metodu qPCR obsahuje vSechny slozky jako klasickd PCR, ale
navic je obohacena o fluorescencni barvivo, fluorescenéni sondu nebo fluorescenéné
znaCeny primer. Fluorescencni barvivo ma povahu interkalacni latky, tedy latky, kterd
se vmezefuje mezi dva sousedni nukleotidy molekuly DNA. Nejcastéji se pouZzivaji
barviva typu ethidiumbromid, SYBR Green, SYBR Gold nebo Amplifluor.
Fluorescencni sondy, na rozdil od fluorescencnich barviv, jsou specifické pro
amplifikovanou oblast DNA (Beranek 2016, Siminek 2015/2016). Existuji dva typy
sond, a to sondy hydrolyza¢ni (pf. TagMan) a sondy hybridizacni (pf. Molecular
Beacons a Scorpions). Po navdzani barviva nebo sondy na molekulu DNA, dochazi
k vlastni generaci fluorescencniho signalu, ktery je pfimo Uumérny mnoZstvi templatu
DNA (Beranek 2016, Nadvornik 2016).

V bézné praxi se nejbéznéji pouzivaji fluorescencni barviva typu SYBR Green,
ktera disponuji hned dvéma pozitivy: relativné mald pofizovaci cena (oproti
specifickym sonddm) a moznosti navdzani barviva na jakykoliv DNA templat (Bustin

2009, Internet 8).
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2.2.2.1 Kinetika qPCR reakce

Fluorescenc¢ni kiivka signalu PCR reakce mé esovity charakter (Beranek 2016) a

tuto kiivku lze rozdélit do 4 fazi (Obr. 8):
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Obrazek 8: 4 faze PCR reakce (upraveno z Pfaffl a Hageleit 2001).

1. Baseline
Jako baseline oznacujeme fazi, kdy sice dochazi k exponencidlnimu nartstu PCR

produktli, ale mnoZstvi fluorescence (kopii DNA) je pod mezi detekce pfistroje.

I1. exponencidalni faze
Ve druhé fazi PCR reakce je nartst amplifikaéni kiivky exponencialni, a pokud se
efektivita reakce blizi ke 100 %, tak mnozstvi kopii DNA piibyva teoreticky dle 2", kde

n je ¢islo amplifikacniho cyklu. V této fazi se vyhodnocuje mnozstvi DNA templatu.

IIL. linedrni faze
Linearni faze je charakteristickd strmym nariistem fluorescence, kde nové PCR

produkty vznikaji teoreticky dle 2n+1, kde » je Cislo amplifika¢niho cyklu. Tato faze
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neni vhodna k vyhodnoceni amplifikacnich kiivek, protoze mnoZzstvi dodanych

reagencii za¢ina klesat a PCR produkty zacinaji degradovat.

1V. plato faze
Posledni faze amplifikacni kiivky vykazuje stagnujici pribéh, protoze dochazi
k atlumu exponencialniho naristu produkti kvuli vyCerpani reakénich slozek a

degradaci PCR produktii (Internet 8, Pfaffl a Hageleit 2001, Smehilova 2011).

2.2.2.2 Kvantitativni analyza pomoci qPCR

Mnozstvi molekul DNA se kvantifikuje pomoci dvou metod: absolutni
kvantifikaci nebo relativni kvantifikaci. Pfi absolutni kvantifikaci se mnozstvi templatu
DNA vyhodnocuje na zaklad¢ kalibra¢ni piimky, ktera je sestavena ze standardd o
znamé koncentraci (Beranek 2016, Pfaffl a Hageleit 2001). Jako standardy se pouzivaji
rekombinantni plazmidy DNA, in vitro transkribovana rekombinantni RNA, genomicka
DNA, RT-PCR produkty nebo oligonukleotidy (Pfaffla a Hageleit 2001). Zatimco
relativni kvantifikace je zaloZena na porovnadni hladiny exprese cilového genu a tzv.
referencniho genu, ktery disponuje konstantni hladinou transkriptt DNA ve vSech
buiikach bez ohledu na zmény podminek (Beranek 2016, Pfaffl a Hageleit 2001). Jako
referencni geny se nejcastéji pouzivaji 18S RNA, glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza,
B-aktin, cyklofilin, fosfoglyceratkindza, P2-mikroglobulin, B-glukoroniddza, hypo-

xantinquaninfosforibosyltransferaza (Beranek 2016).

2.2.2.3 Vyhodnoceni amplifikac¢nich krivek

Samotné vyhodnoceni amplifikacnich kiivek probiha v exponencidlni fazi reakce,
kdy fluorescencni signal piekond hodnotu prahu detekce (tzv. treshold) a tuto hodnotu

oznacujeme jako cyklus prahu (Ct z angl. cycle of treshold), Obr. 9.
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Obrazek 9: Amplifikacni kifivka qPCR reakce, kde Ct je cyklus prahu, R, je pomeér fluorescencni
intenzity signdlniho barviva a pasivniho barviva, R, je hodnota negativni kontroly, R, je hodnota
vzorku s templatem, ARn je normalizace hodnoty Rn pomoci odectu zdkladni linie nebo-li rozdil R, a
R," (upraveno z Smehilova 2011).

Cim vét§i je mnozstvi piitomného DNA templatu, tim je Ct hodnota nizsi
(Beranek 2016, Nadvornik 2016).

U absolutni kvantifikace je mnozstvi templatu vypocitdno na zéklad¢ kalibracni
kiivky, kterd je sestavena zhodnot Ct vic¢i logaritmu poctu kopii v jednotlivych

standardech, Obr. 10 (Bustin 2009).
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Obrazek 10: A - amplifikacni kifivka znazornujici Ct jednotlivych standardii o vychozich koncentra-
cich, B - ki'ivka prevedena do logaritmického méritka (prevzato z Internet 9).
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Relativni kvantifikace vyuziva pro stanoveni mnozstvi templatu komparativni Ct
metodu (2724, kdy se predpoklada, Ze se efektivita rovna 100 %. Vzorec pro vypocet
AACt metody (Nadvornik 2016):

AA Ct= A Ct vzorek - A Ct kontrola

A Ct = Ct cilovy gen - Ct gen referencni.

2.2.2.4 Efektivita qPCR reakce

Vyhodnoceni efektivity (i¢innosti) qPCR reakce je nezbytnym krokem k urceni
spravné hladiny exprese urcitého genu (Pfaffl a Hageleit 2001). V idealnim ptipad¢ by
se méla ucinnost blizit ke 100 %, ale existuje spoustu faktort ovliviiujici efektivitu
reakce, jako je: pfitomnost inhibitorl/enhancerd, slozeni reakce, délka amplikond,
vlastnosti primerti, sekundarni struktury a v neposledni fad¢ efektivni annealing.
V bézné praxi by se méla efektivita reakce pohybovat mezi 90-110 %, pricemz se

snizujici ucinnosti reakce vyrazné klesd mnozstvi PCR produktt (Tab. 1).

Tabulka 1: Ucinnost gPCR reakce zndzornujici vztah efektivity (E) na mnozstvi vniklych kopii DNA
(upraveno z Nadvornik 2016).

Cyklus | E=100% E =90% E = 80% E =70%
0 1 1 I 1
1 2 1,9 1,8 1,7
2 4 3,6 3,2 2,9
3 8 6,9 5,8 4,9
4 16 13 10,5 8,4
5 32 24,8 18,9 14,2
6 64 47 34 24,1
7 128 89,4 61,2 41
8 256 169,8 110,2 69,8
9 512 3227 198.,4 118,6

10 1024 613,1 357 201,6
30 1073741824 | 230466617,9 | 45517159,6 | 8193465,7
100% 21% 4% 0,80%
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Efektivita qPCR reakce se vypocitava ze sklonu standardni kiivky, ktera je
vyjadfenim vztahu Ct hodnot vici logaritmu poctu kopii DNA. Vzorec pro vypocet
efektivity reakce:

E =10""5P¢ _1 (x100)%,

kde E je hodnota efektivity a slope je sklon standardni kiivky. Pokud je sklon
standardni kfivky -3,32, tak se efektivita rovnd 100% (Nadvornik 2016, Pfaffl a
Hageleit 2001, Smehilova 2011).

2.2.2.5 Detekce nespecifickych produktii

U fluorescen¢nich barviv typu SYBR Green miize vzniknout riziko navazani
téchto barviv na nespecifické produkty PCR reakce nebo primer-dimer artefakty a tyto
barviva mohou pfispét k faleSnému zvySeni mnozstvi DNA templatu. Nespecifické
produkty vznikaji na podkladé nizké specifity navrzenych primert, kvuli Spatné
nastavenym reakénim podminkam. Detekce nespecifickych produkti PCR reakce je
zaloZena na ruzné teploté tani (Tm) téchto produktii a analyzuje se pomoci kiivky tani,
kterad porovnana zavislost intenzity fluorescence ke klesajici teploté. Pro lepsi odhad Tm

se kfivka tani pomoci softwaru derivuje a vznikly vrchol piku se rovna Tm produktu

(Obr. 11).
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intenzita fluorescence X

intenzita fluorescence
(druha derivace)

specifické
produkty

teplota "I'I.n

Obrazek 11: A - krivka tani, ktera ukazuje zavislost fluorescence na teplote, B - derivace kiivky tani,
kde vrchol piku se rovnd Tm produktu (prevzato z Smehilova2011).

V ptipadé tvorby pouze specifickych produkti by kiivka tani méla disponovat
pouze jednim vrcholem. Detekce vice nez jednoho vrcholu dokazuje pfitomnost
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nespecifického produktu nebo jiného artefaktu (Internet 8, Nadvornik 2016, Pffafl a
Hageleit 2001).

2.3 Moznosti stanoveni exprese na urovni proteinu

Stanoveni exprese mRNA nam sice dava urcitou predstavu o expresi genetické
informace, ale neni pfimym projevem obsahu daného proteinu v buiice. V nékterych
pfipadech mira transkripce konkrétni mRNA zcela neodpovidd urovni exprese
vzniklého proteinu a to z mnoha divodu jako jsou napf. rizné posttranslacni
modifikace, mRNA sestfih nebo rizné regulacni procesy v buiice. Dale je nutné si
uvédomit, ze vSechna mRNA vznikl4d v buiice neni urcena pro translaci do struktury
proteinti (Internet 19, Graves a Timothy 2002).

Expresi na Grovni proteinu stanovujeme pomoci metod, které jsou zaloZzeny na
principu detekce pomoci specifickych protilatek (Western blotting, fluorescen¢ni
mikroskopie, ELISA a jiné) nebo pomoci hmotnostni spektrometrie (Simtinek

2015/2016).

2.3.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejbéZznéjsi instrumentalni technice,
ktera se poziva k separaci, k purifikaci a izolaci proteint na zaklad¢ jejich molekulové

hmotnosti ve stejnosmérném elektrickém poli (Internet 10, Smarda et al. 2005).

2.3.1.1 Separace proteini

Proteiny se separuji nejcastéji v jejich denaturované formé. Denaturace proteinli
probihd nejcastéji pisobenim vysokych teplot s piidavkem SDS. SDS je anionicky
detergent, ktery obali molekuly proteini a poskytne jim negativni naboj. Po vloZeni
elektrického pole zacnou proteiny migrovat riznou rychlosti smérem ke kladné nabité
elektrodé v zavislosti na molekulové hmotnosti (Internet 11).

Vlastni separace proteinii probihd v polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktery je
vytvofen polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu s pfidavkem persiranu amonného
(APS) a tetramethylendiaminu (TEMED). Velmi ¢asto se vyuziva kombinace dvou

ruznych koncentraci polyakrylamidovych gelti, kdy proteiny nejdiive migruji v tzv.
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zaostfovacim gelu, ktery je mirné¢ kysely (pH 6,8) a méa niz§i koncentraci
polyakrylamidu. Zaostfovaci gel slouzi k tomu, aby se proteiny koncentrovaly do tenké
a ostfe definované linie. Nasledné proteiny putuji separacnim gelem, ktery je bazicky
(pH 8,8) a obsahuje vyssi podil polyakrylamidu. V separacnim gelu dochazi k vlastni
separaci proteinti na zdkladé molekulové hmotnosti a plati, ze mensi molekuly se

pohybuji rychleji (Internet 13, Mahmood a Yang 2012).

2.3.1.2 Hmotnostni markery
Pro odhad molekulové hmotnosti proteinti se vyuzivaji hmotnosti markery. Jedna
se 0 smés proteind se zndmou molekulovou hmotnosti, kterd se separuje spolu

s testovanymi vzorky (Internet 11).

2.3.1.3 Detekce proteinii po elektroforéze

Vizualizace proteinii mtze probihat pomoci barvicich technik, kdy se pouzivaji
barviva typu Comassie modi nebo uhlicitan stiibrnoamonny (tzv. barveni stiibrem) a
dale se vyuzivaji fluorescen¢ni barviva typu SYBRO Ruby a Cy barviva (Cibicek a kol.
2014, Simtinek 2015/2016). K detekei specifickych proteinti ve smési se pouziva
technika Western blotting, ktera vizualizuje proteiny na zéklad€ navéazani specifickych

protilatek (Internet 12).

2.3.2 Western blotting

Western blotting je typ hybridiza¢ni metody, kterd je provddéna na pevném
nosici, a to na nitrocelulézové nebo polyvinylfluoridové (PVDF) membrané (Beranek

2016, Mahmood a Yang 2012).

2.3.2.1 Transfer proteint

Prvni krok Western blottingu zahrnuje separaci proteinii na zdkladé¢ molekulové
hmotnosti, nejcastéji pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Separované proteiny jsou dale
pfeneseny z gelu na membranu plisobenim elektrického pole. Membrana je umisténa
mezi povrchem gelu a kladnou elektrodou v tzv. sendvici, ktery je tvofen na kazdé

stran€ porézni houbickou a filtraénimi papiry z divodu ochrany membrany 1 gelu. Pro
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ucinny transfer proteind je dulezité, aby membrana tésné ptilé¢hala k povrchu gelu a byla
orientovana smérem ke kladné elektrod¢. Po aplikaci elektrického pole negativné nabité
proteiny migruji z gelu na membranu. Tento typ pienosu se nazyva elektroforeticky
transfer a muze probihat v ,,semi-dry” nebo ,,wet* podminkiach (Mahmood a Yang

2012).

» Wet“ transfer

U ,,wet” transferu se cely sendvi¢ umisti do blotovaci kazety, ktera je ponotena do
blotovaciho pufru mezi dvé elektrody a cely proces probiha tzv. mokrou (,,wet™) cestou.
Vyhoda ,,wet* transferu spociva v tom, zZe nedochézi tak Casto k vysuseni gelu a tim je
tento pfenos vice spolehlivy a ucinny. Oproti ,,semi-dry* transferu je tento typ prenosu
vice flexibilni ve vybirani blotovaciho ¢asu, chladicich podminek a nastaveni napéti.

,wet* transfer je vhodny pro pfenos proteind s vétsi molekulovou hmotnosti.

wSemi-dry* transfer

U ,,semi-dry* transferu je membrdna a gel obklopen zkazdé strany filtratnim
papirem napusténym blotovacim pufrem a ten je v pifimém kontaktu s deskovymi
elektrodami. Vyhodou ,,semi-dry* pfenosu je rychlejsi pfenos, vyrazné nizs§i mnozstvi

blotovaciho pufru a snadnéjsi instalace. ,,Semi-dry* metoda je vhodna pro rychly ptenos

proteind s niz8§i molekulovou hmotnosti (Internet 13).

2.3.2.2 Navazani protilatek

Po transferu jsou proteiny navazany na povrch membrany, a tim jsou zpftistupnéna
vazebna mista pro navazani specifické (primarni) protilatky (Internet 14, Simiinek
2015/2016). Pfed aplikaci primarni protilatky se provadi tzv. blokace membrany, kdy se
zablokuji neobsazend vazebna mista na povrchu membrany pomoci koncentrovaného
roztoku BSA (hovézi sérovy albumin) nebo netuéného suSené¢ho mléka (Mahmood a
Yang 2012). Po blokaci membrany se primarni protilatka navaze na ptisluSné antigeny.
K vizualizaci reakce dochazi pomoci znacené sekundéarni protilatky, kterd se navaze na

primarni protilatku (Internet 14).
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2.3.2.3 Detekce

Sekundarni protilatka je zna¢end pomoci enzymi, jako je napt. alkalicka fosfataza
nebo kienova peroxidaza. Po pfidani bezbarvého substratu, enzym katalyzuje barevnou
reakci, kterd je detekovana vizuédlné (Internet 13, Internet 14). Schéma celého postupu

Western blottingu je zndzornén na Obr. 12.

Transferované
proteiny \

Blokace
membrany

Primarni
protilatka

Sekundarni
protilatka

L:.u bstit
ezharvy

Membrana

Modra
barva

Hmotnostni

Blotovaci papir
= marker

Obrazek 12: Schéma Western blottingu: V prvnim kroku se proteiny prenesou z SDS-PAGE gelu na
membranu pusobenim elektrického pole. Nasledné se membrana zablokuje a aplikuje se primdrni
protilatka, kterd se specificky navdze na své antigeny. V dalsim kroku se pridavad znacena sekundarni
protilatka, ktera se navaze na primdrni protilatku. Po pripadani substratu dochazi k barevné reakcli,
ktera je viditelnd (Internet 15).

Jiny zpisob detekce zahrnuje pfidani chemiluminiscenéniho substratu, ktery
generuje signal v misté navazani protilatky. Tento signal je zachycen na fotograficky
papir v temné komote nebo pomoci CCD kamery. Oproti kolorimetrickému zptisobu
vyhodnoceni, je chemiluminiscencni detekce vysoce specifickou a citlivou metodou

(Internet 13, Mahmood a Yang 2012).
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2.3.2.4 Kvantifikace proteinu

Western blot analyza se povazuje za semi-kvantitativni metodu, protoze poskytuje
pouze relativni srovndni hladiny proteinii mezi vzorky. Absolutni kvantifikace neni
v tomto piipad¢ realnd, protoze jsou urcité rozdily v rychlosti transferu jednotlivych
vzorkli mezi riznymi blottingy a generovany signal neni linedrni v SirSim

koncentracnim rozmezi (Mahmood a Yang 2012).

2.3.3 Hmotnostni spektrometrie

Pro stanoveni exprese proteini v rtiznych tkanich se muze vyuzit i technika
hmotnostni spektrometrie, kterd identifikuje proteiny na zaklad¢ jejich molekulové
hmotnosti (Graves a Timothy 2002).

Proteiny se obvykle nejdiive separuji pomoci gelové elektroforézy a pak se
nasledné proteolyticky S§tépi v gelu, tzv. in-gel-Stépeni (Graves a Timothy 2002,
Dvoradkova et al. 2014). Rozstépeni proteini na kratsi peptidy probihd pomoci
proteolytickych enzymi, jako je napf. trypsin. Jinou moznosti je pracovat s intaktni
proteiny bez nutnosti jejich Stépeni na peptidy (Dvordkova et al. 2014). Vzorky jsou
dale podrobeny ionizaci a to pomoci mékkych ioniza¢nich technik: MALDI (ionizace
laserovou desorpci v pfitomnosti matrice) nebo ESI (ionizace elektrosprejem). V obou
pfipadech jsou peptidy pfevedeny na ionty ziskanim nebo ztratou jednoho nebo vice
iontl bez vyznamné ztraty integrity vzorku. Tim lze ziskat pfesnou informaci o
molekulové hmotnosti peptidii a proteinti v jejich nativni formé (Graves a Timothy
2002). Poslednim krokem je hmotnostni analyza vzniklych iontli, kterd porovnava
pomér jejich hmotnosti k naboji (m/z). K déleni iontl na zaklad€ jejich poméru m/z
dochdzi v hmotnostnich analyzatorech, kdy pro identifikaci proteinti se nejvice vyuziva
analyzator doby letu (TOF) ve spojeni s MALDI. Vysledkem méfeni je hmotnostni
spektrum, které je charakteristické pro kazdy protein. Hmotnostni spektrum namétenych
iontll porovnava hodnoty namétenych m/z s teoretickymi hodnotami m/z v dostupnych
databazich. Na zdklad¢ shody naméfenych a teoretickych hodnot m/z, lze s urcitou
jistotou pfiradit spektrum k stanovovanému proteinu (Dvotdkova et al. 2014).

Pomoci hmotnostni spektrometrie se daji nejen identifikovat proteiny, ale tato
metoda je vhodna také ke kvantifikaci genové exprese (absolutni i1 relativni). Pfi

absolutni kvantifikaci se pouzivaji standardy o zndmé koncentraci, zatimco relativni
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kvantifikace vyuziva sledovani zmény koncentrace proteini mezi riznymi vzorky nebo
fyziologickymi stavy. V obou pfipadech se vyuziva budto izotopové znalenych

proteinti nebo se pouzivaji metody bez znaceni tzv. label free metody (Srbova 2013).
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3 Cil prace

Cilem prace bylo stanovit expresi enzymtit DHRS7B a DHRS7C ve vzorcich
lidskych tkani, které byly zpracovany na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické
Fakulty v Hradci Kralové a tim pfispét k novym poznatkiim v rdmci zkoumani role
téchto enzymu v lidském organismu. MnoZstvi mRNA ve vzorcich stanovit pomoci
metody RT-gPCR za pouziti fluorescen¢niho barviva SYBR Green I. Pfitomnost
proteintl v tkanich stanovit metodou Western blotting s chemiluminiscenc¢ni detekci. Cil
prace lze rozd¢lit do nékolika dil¢ich cilt:

¢ izolovat mRNA ze vzorki tkdni

e odstranit zbytky genomové DNA z izolovanych vzork

e piepsat mMRNA do cDNA pomoci reverzni transkripce

e ov¢rit integritu cDNA pomoci metody 3": 5 assay

e stanovit mnozstvi mRNA enzymu DHRS7B ve vzorcich lidskych tkani

e detekovat pfitomnost enzymu DHRS7B v homogenatech lidskych tkani

e stanovit mnozstvi mRNA enzymu DHRS7C ve vzorcich lidskych tkani

e detekovat pfitomnost enzymu DHRS7C v homogenatech lidskych tkani
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzity material a pristroje

4.1.1 Chemikalie

Nazev

2-merkaptoethanol

Akrylamid (AA)

bis-AA

Bromfenolova modi
Blotting-Grade Blocker (blokovaci mléko)
DNase I pufr

dNTP mix 10 nM

DTTO0,1 M

Dodecylsiran sodny (SDS)
Ethanol

First-Strand Buffer

Fomadon LQN

Fomafix

Glycin

Glycerol

Chlorid sodny (NaCl)
Chloroform

Isopropanol

Kyselina chlorovodikova (HCI)
Kyselina octova

Lihomethanol 96%

Methanol
N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED)
Persiran amonny (APS)
Ponceau S

Ultracista voda

TRI reagent

37

Vyrobce
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Biolabs
Biolabs
Biolabs
Lachema
PENTA
Biolabs

Foma

Foma
Sigma-Aldrich
Lach-Ner
PENTA

Serva

Sigma
Lach-Ner
PENTA
PENTA
PENTA
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

MRC



Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
TWEEN 20

4.1.2 Material a pomiicky

Nazev

Agilent RNA 6000 Nano ¢ipy

Amersham ECL Prime Western blotting detection reagent
Amersham Hyperfilm ECL

Blotovaci papiry Blotting pad 707

Cervena zérovka do fotokomory Narva (15W/220V)

Polyvinylfluoridova (PVDF) membréna 0,45 pm

4.1.3 Pristroje

Nazev

Blotovaci aparatura Tetra Blotting Module
Centrifuga MiniSpin plus

Elektroforetickd aparatura Mini-PROTEAN Tetra cell
Elektroforeticky piistroj Agilent 2100 Bioanalyzer
Homogenizator FastPrep-24

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Osvitova kazeta Hypercassette

QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system
Termomixer Compact

Thermal Cycler MJ Mini

Zdroj napéti Powerpac universal

4.1.4 Hmotnostni marker

Nazev

Presicion plus protein Standards, All blue
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PENTA
Sigma-Aldrich

Vyrobce
Agilent Technologies

GE Healthcare Life Sciences
GE Healthcare Life Sciences

VWR
Dr. Fischer
Merck Milipore

Vyrobce

Bio-Rad

Eppendorf

Bio-Rad

Agilent Technologies
MP

Thermo Fisher Scientific
Amersham

Applied biosystems
Eppendorf

Bio-Rad

Bio-Rad

Vyrobce
Bio-Rad



4.1.5 Enzymy

Nazev Vyrobce

DNAza I Biolabs

SuperScript II reverzni transkriptaza Biolabs

4.1.6 Kity

Nazev Vyrobce

Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies
qPCR SYBR Green I Core kit Eurogentec

4.1.7 Plazmidy

Nazev Vyrobce
pFB-CT10HF-LIC DHRS7B KBV FaFUK
pFB-CT10HF-LIC DHRS7C KBV FaFUK

4.1.8 Primery

Nazev Vyrobce
Oligo(dT) 0,1 mM Biolabs
GAPDH (5') Forward: 5-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’ Generi Biotech

GAPDH (57) Reverse: 5'-TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3"  Generi Biotech

GAPDH (3") Forward: 5'-CTCCCACTCTTCCACCTTCG-3’ Generi Biotech
GAPDH (37) Reverse: 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ Generi Biotech
DHRS7B Forward: 5'- GCCTTACTTGGTGACCTTCG -3’ Generi Biotech
DHRS7B Reverse: 5- TCGACATAGCCAAAGCACTG -3’ Generi Biotech
DHRS7C Forward 1: 5'- AGACATTCACCCCAAAGCTG -3’ Generi Biotech
DHRS7C Reverse 1: 5'- TCCACACAGCCATAGCAATC -3’ Generi Biotech

DHRS7C Forward 2;: 5- CACATTGACGAAAGCCCTGC -3’ Generi Biotech



DHRS7C Reverse 2: 5- ACGATTTGGCCIGTTCTCCG -3’

4.1.9 Protilatky a pozitivni kontroly

Nazev

Primarni krali¢i protilatka proti DHRS7B, Ab 98880
Primarni krali¢i protilatka proti DHRS7C, Ab 116345
Sekundérni praseci protilatka proti krali¢i protilatce, P0217

Generi Biotech

Vyrobce
Abcam
Abcam
Dako

SfY mikrosomy s rekombinantni lidskou DHRS7B, ¢ = 14,46 mg/ml KBV FaFUK
SfY mikrosomy s rekombinantni lidskou DHRS7C, ¢ = 11,09 mg/ml KBV FaFUK

4.1.10

Pracovni roztoky pro elektroforézu a Western blotting

Podrobné popisy pfipravy pracovnich roztoki a pufri pro SDS-PAGE

elektroforézu a Western Blotting jsou uvedeny v nésledujicich tabulkach (Tab. 2 a 3) :

Tabulka 2: Pracovni roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu.

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

18,5¢g  Tris

75 ml ultradisté vody

upravit pH na 8.8 pomoci koncentrované HCI
doplnit ultrac¢istou vodou do 100 ml
uchovavat v lednici

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

6,0 g Tris

75 ml ultradisté vody

upravit pH na 6,8 pomoci koncentrované HCI
doplnit ultracistou vodou do 100 ml
uchovévat v lednici

10% SDS 10 g SDS

80 ml ultracisté vody

doplnit do 100 ml

uchovéavat pfi laboratorni teploté
10% APS 10 mg APS

100 ul  ultradisté vody.
piipravovat v Cas potieby
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30% akrylamid (AA)
+ 0,8% bis-akrylamid
(bis-AA)

5 x zasobni elektrodovy
pufr

30 g AA

0.8 g bis-AA

100 ml  ultracisté vody
uchovavat v lednici

15,1 g Tris

72 g  glycin

5.0 g SDS

pfidat 900 ml ultracisté vody
upravit pH na 8,3 pomoci koncentrované HCI
doplnit ultrac¢istou vodou do 1000 ml

5 x zasobni vzorkovy
pufr

6,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6.8

3,75 ml glycerol

1,0 g SDS

2,5 mg Bromfenolova modi

piidat 2-merkaptoethanol (25 pl ME na 200 pl pufru)

uchovavat pfi teploté - 20°C

Isobutanol nasyceny
vodou

smichat Cisty isobutanol s ultracistou vodou
isobutanol je horni vrstva

Tabulka 3: Pracovni roztoky pro Western blotting.

3% Blokovaci pufr 30¢g blokovaciho mléka nebo BSA
100ml  TBS-T

5% Blokovaci pufr 50 ¢g blokovaciho mléka nebo BSA
100ml  TBS-T

1x TBS-T pufr 100 ml  10% zasobniho TBS pufru

doplnit do 1000 ml ultracistou vodou

10x zasobni TBS
pufr

1.0 ml  TWEEN 20
uchovavat pfi laboratorni teploté
24 g Tris

88 g NaCl

900 ml  ultracisté vody

upravit pH na 7,6 pomoci HCI
doplnit do 1000 ml ultradistou vodou
uchovévat pfi laboratorni teploté

Blotovaci pufr

1,51 g 25 mM Tris
7,21 g 192 mM glycin
100 ml 20% methanol

doplnit ultracistou vodou do 500 ml, pH se neupravuje
uchovévat v lednici
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4.1.11 Vzorky

Vzorky lidskych tkani byly ziskany z Ustavu soudniho lékaistvi FN Hradec
Kralové od 9 osob stfedniho véku, které zemtely nahle, bez zjevného onemocnéni nebo
intoxikace. Od kazdé zemfel¢é osoby bylo odebrano n¢kolik vzorkl tkani
reprezentujicich hlavni organy a tkan€. VSechny zemielé osoby byly muzského pohlavi,

az na Cloveka €. 8, kterym byla Zena. Vzorky Clovéka €. 4 se nestanovovaly.

4.2 Metodika

4.2.1 Kalibracni rada

Pro ptipravu kalibracni fady DHRS7B a DHRS7C enzymu byl pouzit plazmid
pFB-CT10HF-LIC se zaklonovanou sekvenci stanovovaného genu. Kalibracni fada se
skladala z osmi bodii. Nejvy$§imu bodu kalibra¢ni fady (10® molekul) odpovidala
koncentrace linearniho plazmidu pFB-CT10HF-LIC DHRS7B 0,07166575 ng/ul a pFB-
CT10HF-LIC DHRS7C 0,071215 ng/ul. Ostatni kalibracni body byly ziskany fedénim
desitkovou fadou aZ na hodnotu 10'. Kalibra¢ni fada byla pouzita pro méfeni absolutni

kvantifikace v kap. 4.2.7.

4.2.2 Izolace RNA

Z kazdého vzorku tkané se odebralo pfiblizné mnozstvi 50-100 mg. Nejdiive se
tkan oplachla ve vodé oSetfené diethylpyrokarbonatem (500 pl), pak se nastiihala do
homogeniza¢ni vialky naplnéné 400 pl TRI reagentu. Ke tkanim se piidaly
homogenizacni kulicky a smés se nechala lyzovat v homogenizatoru. Vznikly lyzat se
doplnil TRI reagentem na celkovy objem 1 ml a nechal se inkubovat 5 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledovné se vzorek intenzivné protiepal (15 sekund) s 200 pl
chloroformu, nechal se stat 2-3 minuty pii laboratorni teplot¢ a nakonec se stocil ve
vychlazené centrifuze (4 °C) po dobu 15 minut pii 12 000 g.

Celad horni vodna faze (tj. ~500 pl) se ptfepipetovala do nové mikrozkumavky,
smichala se s 500 pl isopropanolu a nechala se inkubovat 10 minut pii laboratorni
teploté. Po inkubaci se vzorek sto€il ve vychlazené centrifuze (4 °C) po dobu 15 minut

pfi 12 000 g a ze zkumavky se odstranila horni vrstva supernatantu.
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Vznikla peleta se nejdiive oplachla 75% ethanolem (Iml) a stocila se ve
vychlazené centrifuze (4 °C) po dobu 5 minut pii 7 500 g. Po odstranéni supernatantu ze
vzorku se peleta nechala ususit na vzduchu cca 10 minut a poté se rozpustila ve vod¢
oSetfené diethylpyrokarbonatem (30 az 100 pl). Doba suseni a mnozstvi pfidané vody
zalezelo na velikosti pelety. Vysledna koncentrace RNA se zméftila spektrofotometricky

na Nanodropu.

4.2.3 Odstranéni genomové DNA

Do mikrozkumavky se pipetovala reakéni smés o celkovém objemu 20 pl, ktera
se skladala z 2 pl reakéniho pufru pro DNazu, 2 ul DNazy I, vzorku ziskaného v kap.
4.2.2. svyslednou koncentraci RNA 500 ng/ul a ultracisté vody. Reakéni smés se
nejdiive inkubovala 30 minut pti 37 °C, pak se teplota zvysila na 75 °C po dobu 10
minut, aby doSlo k inaktivaci enzymu a vzorek se nechal nakonec zchladit. Vysledna

koncentrace RNA byla zméfena na Nanodropu.

4.2.4 Reverzni transkripce

Do mikrozkumavky se nejdiive napipetoval 1 pl 0,1 mM Oligo(dT), pak vzorek
ziskany v kap. 4.2.3. s vyslednym mnoZstvim RNA ve smési 4000 ng a nakonec se
pfidala ultraistd voda tak, aby vysledny objem reakéni smési odpovidal 12,5 pl.
Nasledné se reakéni smés inkubovala 5 minut pii 65 °C a pak se nechala schladit na
ledu. K reakéni smési se pridal Master mix (Tab. 4) o celkovém objemu 7,5 ul. Vznikla
sm¢s, o celkovém objemu 20 pl, se nechala nejdiive inkubovat 50 minut pti 42 °C a pak
se nechala zahfivat na teplotu 65 °C po dobu 20 minut, aby doslo k inaktivaci enzymu.
Vzorek se doplnil do kone¢ného objemu 200 pl.

Integrita vzniklé cDNA se ovéfovala pomoci metody 3": 5’assay (kap 4.2.5.1) a
metody zaloZen¢ na RIN hodnot¢ (kap. 4.2.5.2).
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Tabulka 4: Master mix pro reverzni transkripci (7,5 ul na 1 vzorek).

5x First-Strand pufr 4ul
0,1 M DTT 2ul
10 nM dNTP mix Lul

SuperScript II reverzni transkriptaza | 0,5 pl

4.2.5 Stanoveni integrity RNA

4.2.5.1 Metoda 3": 5’assay

Nejdiive se pfipravil Master mix (Tab. 5), zvlast pro 3" a 5" konec, pomoci
komeréniho kitu (QPCR SYBR Green I Core kit). Specifické dvojice primerd pro oba
konce byly navrzeny pro gen kodujici glyceraldehyd-3-fostatdehydrogenaza (GAPDH)

a jsou uvedeny v kap. 4.1.8.

Tabulka 5: Master mix pro 3°: 5 assay (16 ul pro 1 vzorek).

Ultracista voda 10,3 ul
10x pufr 2,0 ul
50mM MgCl2 1,4 ul
5 mM dNTP 0,8 pl
Forward primer (5uM) 0,4 pl
Reverse primer (5uM) 0,4 pl
SYBR Green | 0,6 pl
Hotgoldstar polymeréaza 0,1 ul

Do mikrotitraéni desti¢ky se napipetovalo postupné 16 pul Master mixu pro 3" a 5” konec
zvlast, pak se do kazdé jamky ptidaly 4 pl cDNA (v duplikatu) ziskané v kap. 4.2.4. a do
poslednich dvou jamek se pipetovaly 4 pl ultracisté vody (negativni kontrola). Destika se
uzaviela pomoci plastové folie, promichala se a nechala se centrifugovat. Poté se mikrotitra¢ni

desticka vlozila do qPCR cykléru s nastavenym teplotnim programem (Tab. 6).

44



Tabulka 6: Teplotni program pro PCR cykly.

95 °C 1 cyklus | 10 min
95 °C 15s
60 °C 40 cykla [20s
72 °C 20 s

65 °C — 95 °C |zvySovani 0 0,3 °C kazdych 15 s

Po skonceni programu se vyhodnotily amplifikacni kiivky, kiivky tani a hodnoty

Ct. Pro vypocet poméru 3" konce a 5" konce se pouzila metoda ,,comparative Ct*:

ACt=Ct(3") - Ct(5")
37 5= 2(ACH,

kde Ct(3") je hodnota 3" konce a Ct(5") je hodnota 5" konce genu. Vypocitané hodnoty,
které by se mély pohybovat od 1 do 10, udavaji kvalitu cDNA (Nolan et al. 2006,
Schmittgen a Livak 2008).

4.2.5.2 Metoda RIN (RNA integrity number)

Pro ptipravu celé metody se pouzil komeréni kit (Agilent RNA 6000 Nano Kit) a
elektroforeticky bioanalyzér Agilent 2100 Bioanalyzer.

RIN hodnota udava integritu RNA a hodnoty se pohybuji od 1 do 10, kdy vysoce
kvalitni vzorky se blizi hodnoté 10. Tato hodnota se vypoc€itava porovnanim 18S a 28S

rRNA vzorki (Schroeder et al. 2006).

4.2.6 Navrh primeri

Pro DHRS7B a DHRS7C gen byly navrzeny specifické dvojice primerii pomoci
online dostupnych néstrojii. Pro generovani primerti byl pouZit néstroj Primer-BLAST

(Internet 16) a sekvence se dale ovétila pomoci néstroje mfold (Zuker 2003, Internet
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17) kvili tvorbé nezddoucich sekundarnich sktruktur. Sekvence navrzenych primert je

uvedena v kap. 4.1.8.

4.2.7 Kvantitativni PCR v redlném case (qPCR)

Master mix (Tab. 7) se pfipravil pomoci komercniho kitu (qQPCR SYBR Green 1
Core kit) a pipetovalo se 16 ul pfipraveného mixu do mikrotitracni desticky. Pouzily se

specifické primery, které jsou uvedené v kap. 4.1.8.

Tabulka 7: Master mix pro gPCR (16 ul pro 1 vzorek).

Ultracista voda 10,3 pl
10x reakcniho pufru 2,0 ul
50mM MgCl; 1,4 ul
5 mM dNTP 0,8 pul
Forward primer (5uM) 0,4 pl
Reverse primer (S5uM) 0,4 ul
SYBR Green I 0,6 ul
Hotgoldstar polymeraza 0,1 pl

K prvnim 16 jamkam se postupné pfidaly 4 pl 8 bodové kalibra¢ni fady v
duplikatu (kap. 4.2.1). Do ostatnich jamek se ptidaly 4 pul cDNA ziskané v kap. 4.2.4 a
do poslednich dvou jamek se misto cDNA pipetovaly 4 ul ultracisté¢ vody (negativni
kontrola). Desticka se uzaviela pomoci plastové folie, promichala se a nechala se
centrifugovat. Nasledné se mikrotitrani desticka vlozila do qPCR cykléru s nastavenym

teplotnim programem (Tab. 8).
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Tabulka 8: Teplotni program pro PCR cykly.

95 °C 1 cyklus | 10 minut

95 °C 15s

60 °C 40 cykla |20 s

72 °C 20s

65 °C — 95 °C |zvySovani o 0,3 °C kazdych 15 s

Po skonceni qPCR se vyhodnotily kiivky tani, amplifika¢ni kiivky a hodnoty Ct.

4.2.8 SDS-PAGE elektroforéza

4.2.8.1 Priprava geli

Gel se naléval mezi dvé skla: elektroforetické sklo pro ptipravu gelu o tloust’ce
0,75 mm a kryci sklo. Nejdiive se pripravil roztok pro pfipravu separacniho gelu
(Tab. 9), promichal se a ihned se nalil mezi skla asi do % vysky. Gel se pfevrstvil

nasycenym isobutanolem a nechal se polymerovat alespoii 30-40 minut.

Tabulka 9: Navod na pripravu 0,75 mm separacniho gelu (12,7%).

Ultracista voda 1,6 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 1,25 ml
10% SDS 50 ul
30% roztok akrylamidu 2,1 ml
10% APS 50 pul
TEMED 2,5 ul

Po ztuhnuti gelu se slila horni vrstva isobutanolu a gel se proplachl ultracistou
vodou. Gel se opatrné osusil filtracnim papirem. Nasledovné se pfipravil roztok na
piipravu zaostfovaciho gelu (Tab. 10), promichal se a ihned se nalil mezi skla, dokud
hladina nedosahla horniho okraje kryciho skla. Mezi skla se vlozil hiebinek a gel se

nechal polymerovat minimalné 90 minut.
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Tabulka 10: Ndvod na pripravu 0,75 mm zaostrovaciho gelu (4%).

Ultracista voda 953 ul
0,5 M Tris-HCI, pH 6.8 1,25 ml
10% SDS 50 ul
30% roztok akrylamidu 2,1 ml
10% APS 50 pul
TEMED 2,5 ul

4.2.8.2 Priprava pozitivnich kontrol a vzorku

Pozitivni kontroly byly pfipraveny na Katedie biochemickych véd, Faf UK
(PharmDr. Hana Stambergova, Ph.D.). Jedni se o Sf9 mikrosomy obohacené o
DHRS7B nebo DHRS7C rekombinantni protein. Vzorky se pfipravily homogenizaci
lidskych tkani z cloveka 3.

Jako vzorky byly pouzity lyzaty jednotlivych tkdni v mnoZstvi 50 pg proteinu.
Koncentrace jednotlivych tkani ¢lovéka ¢. 3 je uvedena v Tab. 11. Jako pozitivni
kontroly bylo pouzito 5 ug Sf9 mikrosomit s DHRS7B (c = 14,46 mg/ml)a 1,2 a 10 pg
579 mikrosomli s DHRS7C (¢ = 11,09 mg/ml). Ke vzorkiim se ptfidal vzorkovy pufr
s ME (Tab. 2) v poméru 1:4 Vzorky se vloZily do pfedehiatého termomixéru (95°C) a

nechaly se vafit 3 - 4 minuty. Pfed aplikaci se vzorky kratce stoCily v centrifuze.
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Tabulka 11: Koncentrace proteinii v homogendtech tkani ¢lovéka ¢. 3.

tkans koncentrace tkan& koncentrace
(mg/ml) (mg/ml)

jatra 20,5 slinivka 9,1

kosterni sval | 13,8 srdce 15,1

ledvina 15,4 Stitna zlaza 10,0

mozek 14,5 tenké stfevo 7,6
nadledvina 10,6 tlusté stfevo 6,7

plice 4,5 varlata 12,5

prostata 3,9 zaludek 9,3

slezina 18.9

4.2.8.3 Elektroforéza

Ptipraveny gel (kap. 4.2.8.1) se umistil do elektroforetické vany a vnitini prostor
cely se naplnil elektrodovym pufrem pod horni okraj kryciho skla. Do prvni jamky se
nanesly 3 pl hmotnostniho markeru a déale pokracovaly vzorky a DHRS7B a DHRS7C
pozitivni kontroly. Jamky se opatrn¢ doplnily elektrodovym pufrem po okraj kryciho
skla. Do vany se doplnil elektrodovy pufr po rysku a systém se uzaviel vikem. Nakonec
se aparatura pfipojila ke zdroji stejnosmérného napéti. Nejdiive se na ptistroji nastavilo
konstantni napéti 100V po dobu 10-20 minut, dokud se vzorky nedostaly na okraj
separacniho gelu. Napéti se prenastavilo na hodnotu 170 V po dobu cca 75 minut,

dokud se vzorky nedostaly na okraj gelu. Po skonCeni elektroforézy se gel opatrné

vyjmul ze skel a odstranila se vrstva zaostfovaciho gelu.
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4.2.9 Western blotting

4.2.9.1 Priprava blotu a blotovani
Blot se skladal z 6 vrstev: 2 x porézni houbicka, 2 x filtra¢ni papir membrana a
gel. Vrstvy se skladaly do specidlni kazety v potadi porézni houbicka, filtracni papir,

gel, membrana, filtracni papir, porézni houbicka (Obr. 13).

poréznd houbitka
filtratni papir
membrana

el

filtradd papir
porézni houbitka

Obrazek 13: Blotovaci sendvic: Popis skladani blotu od katodového (Cerného) konce v poradi:
poreézni houbicka, filtracni papir, membrana, gel, filtracni papir a porézni houbicka (upraveno
z Internet 18).

Pted samotnym skladdnim se kazda vrstva namocila do blotovaciho pufru a gel se
nechal ekvilibrovat minimalné¢ 10 minut. Velikost membrany a filtranich papird
odpovidala rozmérim gelu. Nejdiive se PDVF membrana aktivovala v methanolu (1
min), poté se dikladné¢ promyla destilovanou vodou a nasledné¢ se ekvilibrovala
v blotovacim pufru. S membranou se manipulovalo pouze s pinzetou s tupym koncem.
Blotovaci sendvi¢ se skladal od katodového konce kazety podle predchoziho schématu
(Obr. 13). Cela kazeta se vloZila do blotovaci vany a blotovaci pufr se doplnil po rysku.
Vana se umistila do chladici mistnosti (4 °C) v nddob¢ s ledem. Western blotting byl
proveden pii konstantnim proudu 90 mA po dobu 16 hodin.

Po 16 hodinach se blot vyjmul z pfistroje a membrana se polozila do nadobky
s TBS-T pufrem. Tuzkou se oznacil molekulovy marker. Kontrola pfeneseni proteini

z gelu na membranu se detekovala pomoci barveni Ponceau S (kap. 4.2.9.2).
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4.2.9.2 Kontrola pienosu proteinii na membranu

Na membranu se nalil roztok 0,1% Ponceau S (Tab. 12) a nechal se pisobit do té
doby, nez se membrana obarvila rizovou barvou (cca 1 minutu). Nasledovné se pozadi
membrany odbarvilo pomoci 10% kyseliny octové (Tab. 12) a tim se zviditelnily razové
pruhy, které znacily pfitomnost proteinii na membrané. Nasledovné se barva odstranila

dikladnym promytim v TBS-T puftu.

Tabulka 12: Pracovni roztoky pro kontrolu prenosu proteinii na membrdanu.

10% kyselina octova 10,1 ml kyseliny octové
doplnit do 100 ml ultracistou vodou

Barvici roztok 0,1 g Ponceau S
0,1% Ponceau S 100 ml  ultracisté vody
uchovavat pfi laboratorni teploté¢

4.2.9.3 Navazani protilatek

Po vymyti Ponceau S se membréana blokovala pomoci blokovaciho mléka po dobu
90 min na orbitalni tfepacce (80 rpm) pii laboratorni teploté. Membrana se dikladné
promyla 3x TBS-T pufrem a 30 minut se nechala na tfepacce (pufr se kazdych 10 minut
vymeénil). Na membranu se aplikoval roztok primarni protilatky (fedéni Tab. 13 a 14) a
nechal se inkubovat 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Protilatka z membrany se nasledné
oplachla 3x TBS-T pufrem a 30 minut se nechala na tfepacce (pufr se kazdych 10 minut
vyménil). Poté se membrana inkubovala s roztokem sekundarni protilatky (fedéni Tab.
13 a 14) po dobu 90 minut na orbitalni tfepaCce pti laboratorni teploté. Nakonec se
membrana omyla od sekundarni protilatky 3x TBS-T pufrem a 30 minut se nechala na

tiepacce (puftr se kazdych 10 minut vyménil).

Tabulka 13: Redéni protilatek pro DHRS7B.

Primarni protilatka protilatka pfidana do 5% mléka v poméru 1 : 2000 v/v
uchovavat pfi teploté — 20 °C

Sekundarni protilatka | protilatka pfidana do 5% mléka v poméru 1 : 4000 v/v
uchovavat pfi teploté — 20 °C
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Tabulka 14: Redéni protilatek pro DHRS7C.

Primarni protilatka protilatka pfidana do 3% mléka v poméru 1 : 2000 v/v
uchovavat pfi teploté — 20 °C

Sekundarni protilatka | protilatka pfidana do 3% mléka v poméru 1 : 2000 v/v
uchovavat pfi teploté — 20 °C

4.2.9.4 Chemiluminiscenéni detekce

Nasledujici detekéni postup probihal v temné komote pfi bezpeéném svétle.
Membrana se osusila od TBS-T pufru a polozila se na plastovou f6lii. Na cely povrch
membrany se aplikoval detekéni systém (Tab. 15) smichany v poméru 1:1 a nechal se
inkubovat 5 minut. Inkubovana membréna se osusila od detekéniho systému a vlozila se
mezi dvé vrstvy folie. Membrana se vlozila do osvitové kazety a na jeji aktivni stranu se
polozil fotofilm. V osvitové kazeté se fotofilm nechal exponovat po potiebnou dobu,
ktera zavisela na intenzité svitu detekéniho systému, od 1 do 45 minut. Fotofilm se
ponofil do vyvojky (Tab. 15) a nechal se vyvijet do t¢ doby, nez se na fotofilmu
objevily pruhy (asi 1 minutu). Poté se fotofilm dikladné oplachnul v destilované vodé¢ a
ponoftil se do ustalovace (Tab. 15). Nakonec se fotofilm dikladné omyl v destilované

vod¢ a nechal se oschnout ve svislé poloze.

Tabulka 15: Pracovni roztoky pro detekcni systéem.

Detekéni systém roztok A smichat s roztokem B v poméru 1:1
celkovy objem vypocitat dle rovnice (ml):

Sitka membrany x vySka membrana x 0,05

Ustalovac 15 ml Fomafixu
75 ml ultracisté vody

Vyvojka 6 ml Fomadonu LQN
84 ml ultracisté vody
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5 Vysledkova Cast

5.1 Stanoveni exprese na urovni mRNA

5.1.1 Priprava vzorki

RNA byla nejdfive izolovéana ze vSech dostupnych tkani ¢lovéka €. 6 - 9 a nas-
ledné piepsana do cDNA. Po odstranéni zbytkli genomové DNA, byla Cistota cDNA
ovéfena porovnanim absorbance pifi 260 a 280 nm. U vSech vzorki byl pomér
A260/280 vyssi nez 1,8 a proto vSechny vzorky byly pouzity pro dalsi méfeni.

U cloveéka ¢. 1 - 3 a 5 byla provedena izolace RNA, piepis do cDNA a
odstranéni zbytkli genomové DNA pted zacatkem studie a tato cDNA byla uchovana
pii - 80 °C. U téchto vzorku byl rovnéz zméten pomér A260/280 , ktery byl vyssi nez
1,8 a tyto vzorky byly pouzity pro dalsi méteni.

5.1.2 Ovéreni integrity cDNA

Integrita cDNA byla stanovena u vSech vzorkli pomoci metody 3": 5’assay a
pouze u nékterych vzorkl byla doplnéna o RIN hodnotu. U metody 3": 5assay se za
dostatecné kvalitni cDNA povaZovaly vzorky s hodnotami od 1 do 10. Metoda zaloZena
na RIN hodnoté byla pouzita pouze u novéjSich vzorkid a to u ¢loveéka €. 6 - 9. Za
dostate¢né kvalitni cDNA se povazovaly vzorky, u kterych se hodnota RIN pohybovala
v rozmezi hodnot 5 - 10. Vzorky, které spliovaly alespon jedno z uvedenych kritérii
(Tab. 16, 17 a 18), byly pouzity pro stanoveni mnozstvi mRNA. Vzorky, u kterych obé
hodnoty pievySovaly dand kritéria, nebyly pouzity pro qPCR. U téchto vzorka se
predpokladalo, Ze pravdépodobné doslo k degradaci RNA.
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Tabulka 16: Vysledky méreni kvality cDNA pomoct metody 3" : 5" assay. Dostatecné kvalitni vzorky
Cloveka ¢. I - 3 a 5 (muzi) jsou oznaceny zelené.

clovék 1 clovék 2 clovék 3 clovék 5
tkan 3:5" pomér | 3: 5 pomér | 3: 5 pomér | 3": 5" pomér
jatra *
ledvina
mozek *
nadledvina *
plice 3160,79 * 16,45 575,97
prostata 16,17 16,52 *
sitnice 143,72 * 83,94
slezina * *
slinivka * 17,30 23,70
srdce * * *
Stitnd Zlaza 35,29 *
tenké stfevo * 20,94 2696,52 97,86
tlusté strevo 159,05 92,81 34076,82
varlata
Zaludek * 21,40
Celkem poutzito 5 6 9 8

* vzorky, které nebyly dostupné
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Tabulka 17: Vysledky méreni kvality cDNA pomoci metody 3" : 5 assay a metody zalozené na RIN
hodnoté. Dostatecné kvalitni vzorky ¢lovéka ¢. 6, 7 a 9 (muZi) jsou oznaceny zelené.

clovék 6 Clovék 7 clovék 9

RIN 3.5 RIN 3.5 RIN 3.5
tkan hodnota pomér hodnota pomér hodnota pomér
jatra 2,6
kosterni sval
ledvina 3,3 16,34 2,4 40,24 N
mozek
nadledvina 3,2 3 47,82 N 36,60
plice 3,7 135,07 2,5 2591,87 N 18,15
prostata 131,21 2,9 14,76 2,4 23,9
sitnice 3,7| 61834,58 3,1 43,82 106,56
slezina 2,5 2,5 23,18 2,3
slinivka 2,5 46,52 2,3 2,5
srdce 5,2 26,06 3,3 N
Stitna zlaza N 241,68
tenké strevo 2,8 112,5 2,5 275,05 2,6
tlusté stfevo 2,3 23,13 2,5 37,70 2,7 31,12
tuk podkozni 22,81 2,9 246,51
tuk visceralni 37,55 387,43 945,18
varle 54,18 2,7 89,74 N 55,16
Zaludek 2,6 16,23 1,7 36,40 2,2
Celkem
pouzito 11 7 10

N - nezméieno
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Tabulka 18: Vysledky méreni kvality cDNA pomoci metody 3" : 5" assay a metody zaloZené na RIN
hodnoté. Dostatecné kvalitni vzorky cloveka ¢. 8 (Zena) jsou oznaceny zelené.

clovék 8
tkan RIN hodnota | 3": 5" pomér
déloha
jatra
kosterni sval 80,46
ledvina 3
mlécéna Zlaza 2,5 17,15
mozek
nadledvina 55,32
plice 2,7 30,29
sitnice 3,3
slezina 2,9
slinivka 2,4 32,00
srdce 14,53
Stitnd Zlaza
tenké strevo 2,9 22,11
tlusté strevo 2,8 54,92
tuk podkozni 2,3 157,45
tuk visceralni 5,4 1941,66
vajecniky
zaludek 2,4 58,31
Celkem poutzito 11
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5.1.3 Kvalitativni PCR v realném c¢ase

Stanoveni exprese mRNA enzymu DHRS7B a DHRS7C byla stanovena pomoci
kvalitativni PCR v redlném case pomoci fluorescencniho barviva SYBR GREEN 1. U
kazdého méfeni byly vyhodnoceny amplifikaéni kiivky, kifivky tani, ovéfovala se

spravnost vysledkt a specifita navrzenych primert.

5.1.3.1 Ovéreni specifity primeri

Nejdiive se u DHRS7B a DHRS7C primert ovéfila jejich specifita pomoci
analyzy kiivek tani vybranych vzorki. V piipad¢ ptfitomnosti vyhradné specifického
produktu by m¢l byt zaznamenén u kfivky tani pouze jeden vrchol, ktery koresponduje
s tvorbou jednoho produktu.

Kiivka tani u vzorkl s pouzitim prvni sady DHRS7B primert disponovala pouze
jednim vrcholem (Obr. 14). Tim byla potvrzena ptitomnost pouze jednoho produktu, u

kterého se Tm pohybovala mezi 84 — 85 °C.

1800000.0

1400000.0

200000.0

intenzita fluorescence (druha derivace)

400000.0

2.0 740 T80 84.0 80.0 84.0

teplota °C

Obrazek 14: Krivka tani znazornujici zavislost intenzity fluorescence (druha derivace) jednotlivych
vzorkii na teploté s pouzitim prvni sady DHRS7B primerii. Sedd barva oznacuje standardy, zelend
barva oznacuje srdce clovéka ¢. 6, cervend barva oznacuje mozek cloveka ¢. 6 a modra barva
oznacuje prostatu clovéka ¢. 6.
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Prvni sada DHRS7C primert generovala tvorbu dvou produktii s odlisnou Tm, jak
je vidét na ktivce tani (Obr. 15). Tato sada primerd uvedend v kap. 4.1.8 jako DHRS7C
Forward 1 a DHRS7C Reverse 1 nebyla pouzita ke stanoveni mnozstvi mRNA.
Z uvedenych diavodi byla navrzena druhd sada primert, ktera je uvedena v kap. 4.1.8
jako DHRS7C Forward 2 a DHRS7C Reverse 2. Kfivky tani u vybranych vzorki s
pouzitim druhé sady DHRS7C primerti disponovaly pouze jednim vrcholem, jak je
vidét na Obr. 16. Tim byla ovéfena pfitomnost pouze jednoho produktu, u kterého
se Tm pohybovala mezi 84 — 85 °C. Druha sada primerti byla nasledné¢ pouzita

k stanoveni mnozstvi mRNA.
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Obrazek 15: Krivka tani znazornujici zavislost intenzity fluorescence (druha derivace) jednotlivych
vzorkii na teploté s pouzitim prvni sady DHRS7C primerii. Sedd barva oznacuje standardy, zelend
barva oznacuje jatra clovéka ¢. 6, cervena barva oznacuje mozek clovéka ¢. 6 a modrda barva
oznacuje Stitnou zlazu cloveka ¢. 6.
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Obrazek 16: Krivka tani znazornujici zavislost intenzity fluorescence (druha derivace) jednotlivych
vzorkii na teploté s pouZitim druhé sady DHRS7C primerii. Sedd barva oznacuje standardy, zelend
barva oznacuje jatra clovéka ¢. 6, cervena barva oznacuje mozek cloveka ¢. 6 a modrda barva
oznacuje Stitnou zlazu cloveka ¢. 6.

5.1.3.2 Ovéreni validity vysledki

Ovéfeni validity vysledkii probéhlo po kazdém jednotlivém méfeni analyzou
kalibra¢nich kiivek. U kazdé kalibraéni kiivky se posuzoval korelaéni koeficient, sklon
kiivky a také byla ovéfena efektivnost reakce.

Efektivita qPCR reakce by se méla pohybovat mezi 90 - 110 %. Korela¢ni
koeficient by m¢l odpovidat hodnotdm mezi 0,98 - 1. Sklon kiivky by mél byt linearni
s hodnotami pohybujicimi se mezi -3,2 a -3,5. Pro uplnost jsou uvedeny kalibra¢ni
ktivky enzymtit DHRS7B (Obr. 17) a DHRS7C (Obr. 18), které¢ splnovaly dané

parametry a tim byla potvrzena spravnost a reprodukovatelnost vysledk.
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Obrazek 17: Kalibracni kifivka znazornujici zavislost Ct hodnot na mnozstvi transkriptii standardii
enzymu DHRS7B se sklonem kiivky -3,431, korelacnim koeficientem 0,995 a efektivitou 95,481%.
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Obrazek 18: Kalibracni kifivka znazornujici zavislost Ct hodnot na mnozstvi transkriptit standardii
enzymu DHRS7C se sklonem krivky -3,432, korelacnim koeficientem 0,997 a efektivitou 95,458 %.

5.1.4 Vyhodnoceni mRNA ve tkanich

Exprese mRNA se vyhodnocovala metodou absolutni kvantifikace. Z kazdého

meéteni byly vyhodnoceny hodnoty Ct vzorkul, které odpovidaly mnozstvi transkriptii
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enzymi DHRS7B a DHRS7C v jednotlivych tkanich. Hodnoty Ct vzorki byly ziskany
z piimky linedrni regrese, ktera byla sestrojena z osmi boda kalibra¢ni fady. Hodnoty Ct
vzorkl byly déle pifepocteny na mnozstvi transkriptii na ng celkové RNA v jednotlivych

vzorcich.

5.1.4.1 Exprese mRNA enzymu DHRS7B

Exprese mRNA enzymu DHRS7B nebyla ve vSech tkénich shodné a rozdilnost
vysledkil byla také viditelna mezi jednotlivymi subjekty, jak je vidét na Obr. 19 a 20.
Vysoké exprese byla zaznamendna zejména ve varlatech u ¢loveka €. 2, 3 a 5, zatimco o
néco slabsi exprese byla viditelnd i u ¢lovéka ¢. 1 a 6. O néco slabsi exprese byla
detekovana také v kosternim svalu, ledvinach, mozku, nadledvinach, prostaté, sitnici,
Stitné Zlaze a podkoznim tuku. V ostatnich tkdnich (d€loha, jatra, slezina, slinivka,
srdce, tenké stfevo, tlusté stfevo, visceralni tuk, vajecniky a zaludek) byla viditelna
pouze slabd exprese enzymu DHRS7B. VSechny dostupné tkané¢ nebyly podrobeny
qPCR, protoZe jejich mRNA nebyla dostate¢né kvalitni. MnoZstvi mRNA enzymu
DHRS7B v jednotlivych vzorcich je uvedeno na Obr. 19 a 20 a v ptiloze 1, 2 a 3.
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Obrazek 19: Graf znazornujici mnozstvi mRNA enzymu DHRS7B na ng celkové RNA ve vzorcich
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Obrazek 20: Graf znazornujici mnozstvi mRNA enzymu DHRS7B na ng celkové RNA ve vzorcich
thani ¢lovéka ¢. 8 (Zena), X — vzorky, které nebyly podrobeny gPCR.

5.1.4.2 Exprese mRNA enzymu DHRS7C

Exprese mRNA enzymu DHRS7C byla zmé&fena pouze u ¢lovéka €. 6 - 9. Exprese
mRNA enzymu DHRS7C nebyla ve vSech tkanich shodna a rozdilnost vysledkl byla
také viditelna mezi jednotlivymi subjekty, jak je vidét na Obr. 21 a 22. Exprese
DHRS7C byla velice vyznamna ve vzorcich kosterniho svalu v porovnanim s ostatnimi
tkanémi, jak je vidét na Obr. 21 a 22. Silné exprese byla viditelnd zejména u ¢loveka €.
6,7 a9, jen u ¢loveka €. 8 byla exprese o poznani nizsi. Exprese byla také zaznamenana
v srdci a to ve vyrazné nizsi hladin€ nez v kosternim svalu (Obr. 21) a v pfipadé ¢loveka
¢. 8 byla exprese témét srovnatelna (Obr. 22). V ostatnich tkanich (d€loha, jatra,
ledviny, mozek, nadledvina, prostata, sitnice, slezina, slinivka, §titna zl4za, tenké stievo,
tlusté stfevo, tuk podkozni, tuk visceralni, vajecniky, varlata a zaludek) byla hladina

exprese velice slabad nebo zadna. VSechny dostupné tkdné nebyly podrobeny qPCR,
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protoze jejich mRNA nebyla dostatecné kvalitni. Mnozstvi mRNA u enzymu DHRS7C

v jednotlivych vzorcich je uvedeno na Obr. 21 a 22 a v ptiloze 4 a 5.
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Obrazek 21: Graf zndazornujici mnozstvi mRNA enzymu DHRS7C na ng celkové RNA ve vzorcich
thani ¢lovéka ¢. 6 — 7 a 9 (muzi), X — vzorky, které nebyly podrobeny gPCR.
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Obrazek 22: Graf zndzornujici mnozstvi mRNA enzymu DHRS7C na ng celkové RNA ve vzorcich
tkani clovéka ¢. 8 (Zena), X — vzorky, které nebyly podrobeny qPCR.

5.2 Stanoveni exprese na urovni proteinu

5.2.1 Western blotting

Exprese na urovni proteinu se vyhodnocovala pomoci metody Western blotting
s chemiluminiscen¢ni detekei. Jako vzorky bylo pouzito 15 homogenat tkani clovéka
¢. 3 (jatra, kosterni sval, ledviny, mozek, nadledvina, plice, prostata, slezina, slinivka,
srdce, Stitnd zlaza, tenké stievo, tlusté stfevo, varlata, zaludek), které¢ byly nejdiive
separovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy spolu s hmotnostnim markrem a nasledné
byl proveden jejich pfenos na PDVF membranu. Kontrola pfenosu proteini na
membranu byla ovéfena barvenim pomoci Ponceau S. Po navédzani protilatek byla na
kazdém blotu viditelna pozitivni kontrola DHRS7B resp. DHRS7C, ktera ovérovala

funk¢nost metody a spravnost vysledkii.
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5.2.1.1 Exprese enzymu DHRS7B

Exprese enzymu DHRS7B (Obr. 23 a 24) byla viditelnd pouze v mozku a slinivce.
V ostatnich tkani (ledvina, jatra, srdce, plice, slezina, tenké stievo, tlusté stfevo, kosterni
sval, nadledvina, varlata, prostata, zaludek, Stitnd zldza) nebyla exprese pozorovana.
Molekulovd hmotnost enzymu DHRS7C odpovida 35 kDa. Molekulovd hmotnost
DHRS7B v rekombinantni formé, kterd je obsazena v pozitivni kontrole, je vétsi o cca
2,5 kDa vzhledem k pfitomnosti afinitnich zna¢ek FLAG a His10. Z ¢asovych divodi

byla exprese DHRS7B na urovni proteinu testovana pouze u ¢lovéka €. 3.

Obrazek 23: Blot ¢. 1: Exprese enzymu DHRS7B v 9 homogendtech tkani cloveka ¢. 3 (50 ug
proteinu). K - pozitivni kontrola enzymu DHRS7B (5 ug Sf9 mikrosomit s DHRS7B), M - mozek,
L - ledvina, J - jatra, S - srdce, PL - plice, SZ - slezina, TN - tenké strevo, TL - tlusté stievo,
KS - kosterni sval.

Obrazek 24: Blot ¢. 2 : Exprese enzymu DHRS7B v 6 homogendtech tkani clovéka ¢. 3 (50 ug
proteinu). K - pozitivni kontrola enzymu DHRS7B (5 ug Sf9 mikrosomii s DHRS7C),
NL - nadledvina, SN - slinivka, VR - varlata, P - prostata, Z - zaludek, SZ - stitna zlaza.
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5.2.1.2 Exprese enzymu DHRS7C
Exprese enzymu DHRS7C (Obr. 25 a 26) byla detekovana pouze v kosternim

svalu, v srdci a ve §titné zlaze. V ostatnich tkanich (tlusté stfevo, tenké stfevo, slezina,
plice, jatra, ledviny, mozek, nadledvina, slinivka, varlata, prostata, zaludek) nebyla
zaznamenana exprese. Molekulovd hmotnost enzymu DHRS7C odpovida 35 kDa.
Molekulova hmotnost DHRS7B v rekombinantni formé, ktera je obsazend v pozitivni
kontrole, je vétsi o cca 2,5 kDa vzhledem k pfitomnosti afinitnich znacek FLAG a
His10. Z ¢asovych divodii byla exprese DHRS7C na urovni proteinu testoviana pouze u

¢lovéka ¢. 3.

BN sT P51 L M-

Obrazek 25: Blot ¢. 1: Exprese enzymu DHRS7C v 9 homogendtech tkani cloveka ¢. 3 (50 ug
proteinu). K - pozitivni kontrola enzymu DHRS7C (10 ug Sf9 mikrosomii s DHRS7C), KS - kosterni
sval, TL - tlusté stievo, TN - tenké strevo, SZ - slezina, PL - plice, S -srdce, J - jatra, L - ledvina,
M - mozek.

- NL SN VR P

Obrazek 26: Blot ¢. 2: Exprese enzymu DHRS7C v 6 homogendtech tkani cloveka ¢. 3 (50 ug
proteinu). K1 - pozitivni kontrola enzymu DHRS7C (1 ug Sf9 mikrosomii s DHRS7C), K2 - pozitivni
kontrola enzymu DHRS7C (2 ug Sf9 mikrosomii s DHRS7C ), NL - nadledvina, SN - slinivka,
VR - varlata, P — prostata, 7 - Zaludek, S7 - §titnd ldaza.
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6 Diskuze

Mezi lidské SDR c¢leny fadime skupinu enzymu, které hraji roli v rGznych
fyziologickych dé&jich a patologickych stavech. I kdyz uroven poznani nékterych
lidskych SDR enzymi je v soucasné dobé velice vysokd, existuji zastupci, ktefi jsou
velice mdlo charakterizovani, jako DHRS7B a DHRS7C. Mezi malo prozkoumané
vlastnosti obou enzymu patii i jejich tkanova exprese.

Soucasti této studie bylo stanovit expresi enzymu DHRS7B na trovni mRNA
v lidskych tkanich. Nase vysledky nemiizeme porovnavat s jinou studii, protoze exprese
DHRS7B enzymu na irovni mRNA doposud nebyla publikovana u ¢lovéka ani u jinych
zivoci$nych druhii. Nejsilngjsi expresi DHRS7B jsme pozorovali ve varlatech a za nimi
nasledovala o néco slabsi exprese v kosternim svalu, ledvinadch, mozku, nadledvinach,
prostaté, sitnici, Stitné zldze a podkoznim tuku. V ostatnich tkanich (d€loha, jatra,
slezina, slinivka, srdce, tenké stievo, tlusté stievo, visceralni tuk, vajecniky a zaludek)
byla viditelna pouze slaba exprese enzymu DHRS7B.

Mimo stanoveni exprese DHRS7B na trovni mRNA jsme se zabyvali také detekci
tohoto enzymu v homogenatech lidskych tkani. Exprese byla pozitivni v pfipadé¢ mozku
a slinivky. Tyto poznatky jsme mohli porovnat se studii (Lodhi et al. 2012), ktera
detekovala DHRS7B enzym v mySich tkanich pomoci stejné metody jako v naSem
pfipad¢, a to pomoci metody Western blotting. Stejné¢ jako Lodhi et al. (2012) jsme
detekovali expresi v mozku. Ve studii (Lodhi et al. 2012) zaznamenali také pozitivni
expresi v jatrech, ledvinach, srdci, plicich, kosternim svalu, ale to je v rozporu s naSimi
vysledky, které tuto expresi nepotvrdily. V nasi studii jsme pozorovali pozitivni expresi
také ve sleziné, ale tento vysledek jsme nemohli porovnat se studii (Lodhi et al. 2012),
protoZze slezina nebyla soucasti testovanych vzorkii. Lodhi et al. (2012) detekovali
pozitivni expresi také v hnédé tukové tkani a bilé tukové tkani. Rozdilnost mezi nami
zjisténymi vysledky a Lodhi et al. (2012) mohou byt zplsobeny tim, ze nebyly
testovany lidské tkang, ale tkané¢ ziskané z mysi.

Exprese lidského enzymu DHRS7C na tGrovni mRNA byla stanovena prozatim
pouze v nasi studii. Nejsilngjsi expresi jsme pozorovali v kosternim svalu a néco slabsi
exprese byla zaznamendana také v srdci. Nami naméfené vysledky jsme porovnavali
s dal$imi dvéma studiemi (Arai et al. 2017, Lu et al. 2012), kdy pro stanoveni mnoZstvi

DHRS7C nebyly pouzity lidské tkané, ale tkan€ a organy ziskané z mysi. V ptipade
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Arai et al. (2017) a Lu et al. 2012) byla pozita také jind metoda pro vyhodnoceni
ziskanych vysledkii a to metoda relativni kvantifikace, kdy byla exprese DHRS7C
enzymu vztazena k expresi referenCnich gent, a to v piipadé Arai et al. (2017) byla
exprese vztazena k expresi 18S RNA a v ptipadé Lu et al. (2012) byla exprese vztazena
k expresi GADPH. V nasem ptipad¢ jsme pouzili metodu absolutni kvantifikace. Stejné
jako Lu et al. (2012) a Arai et al. (2017) jsme zjistili, Ze nejsilngj$i exprese na trovni
mRNA byla detekovana v kosternim svalu a za nim nasledovala o néco slabsi exprese
v srde¢nim svalu, kdy v ptipad¢ Lu et al. (2012) byla exprese v srde¢nim svalu skoro
srovnatelna s expresi v kosternim svalu, v ptipadé Arai et al. (2017) byla exprese v srdci
vyrazné slabsi a v nasem piipad¢ byla rozdilnost v expresi nejsilngjsi a jen v piipade
Clovéka ¢. 8 byla exprese téméi srovnatelna. Ve studii Lu et al. (2012) byla také
zaznamenana slabsi exprese v kiizi, ale to je v rozporu se studii Arai et al (2017), kde
hladina exprese v kuzi velice slab4d. Bohuzel tento vysledek nebyl porovnan s nasi
studii, protoze vzorky kize nebyly soucasti nasich studovanych vzorkl. V jatrech,
ledvinach, mozku, nadledvinach, slezin¢, tenkém stfevu, tlustém stievu, tuku podkozni,
tuku viscerdlni, varlatech a Zaludku jsme detekovali pouze nizkou hladinu exprese
DHRS7C a to souhlasilo s vysledky Arai et al. (2017), Lu et al. (2012). Velice slabou
expresi jsme také naméfili v déloze, prostate, sitnici, slinivce, $titné zlaze a vajecnikach.

Rozdilnost v porovnani hladiny exprese mezi nasi studii a ostatnimi dvéma
studiemi (Arai et al. 2017, Lu et al. 2012) mtze byt zplisobena pouzitim dvou riiznych
metod kvantifikace, stejné€ jako rozdilnost v naméteni hladiny exprese mezi Arai et al.
(2017) a Lu et al. (2012) maze byt zpisobena pouzitim dvou riznych referen¢nich
gend. Obecné je absolutni kvantifikace povazovdna za mnohem vhodnéjsi metodu pii
stanoveni mRNA v riiznych tkanich, protoze ndm udava presné mnoZzstvi mRNA ve
vzorcich, které je vypocitané zkalibracni zéavislosti standardi. Zatimco relativni
kvantifikace ndm udava vysledek jako pomér exprese sledovaného genu vici expresi
referen¢niho genu (Schmittgen a Livak 2008). Referen¢ni geny, jako GADPH a 18S
RNA, disponuji rozdilnou expresi mRNA v riiznych tkanich, a proto tento zplsob
kvantifikace neni tolik vhodny pro porovndni exprese mRNA v riznych tkanich, jako
absolutni kvantifikace. Rozdilné hladiny naméfenych expresi v srde€nim svalu mohou
byt také zplisobeny mezidruhovymi rozdily, kdy se naSe vysledky namétené v lidskych
tkdni mohou liSit v porovnani s vysledky Arai et al. (2017) a Lu et al. (2012)

stanovovanymi v my$ich tkani.
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Kromé stanoveni mnozstvi mRNA, se nase studie zabyvala stanovenim
ptitomnosti DHRS7C v lidskych tkénich, podobné jako studie (Arai et al. 2017, Lu et
al. 2012 a Treves et al. 2012), které se také zabyvali také pritomnosti DHRS7C enzymu
ve tkanich ziskanych z mysi. Stejné jako vSechny tfi uvedené, tak 1 my jsme ke
stanoveni DHRS7C pouzivali metodu Western blotting. Stejn¢ jako Arai et al. (2017),
Lu et al. (2012), Treves et al. (2012) jsme detekovali expresi DHRS7C v kosternim
svalu. Rozdilnost v expresi byla zaznamenana u srdecniho svalu, kdy stejné jako nase
studie, tak Arai et al. (2017), Lu et al. (2012) jsme zaznamenali pozitivni vysledek a
pouze studie (Treves et al. 2012) m¢la vysledek negativni. Lu et al. (2012) pozorovali
také expresi v kiizi, kterou nemtiizeme porovnavat s nasi studii ani s Treves et al. (2012),
protoze vzorky kize nebyly soucésti testovanych vzorkd. Tento vysledek byl ale
v rozporu s Arai et al. (2017), kde exprese v kiizi nebyla pozorovédna. V nasi studii jsme
detekovali také expresi ve $titné zlaze, ve které nebyla doposud exprese DHRS7C
testovana. V ostatnich dostupnych tkanich (tlusté stfevo, tenké stfevo, slezina, plice,
jatra, ledviny, mozek, nadledvina, varlata, Zaludek) jsme expresi nezaznamenali stejné
jako Arai et al. (2017), Lu et al. (2012) a Treves et al. (2012) a velmi slabou expresi
jsme také pozorovali ve slinivce a prostat¢. Ve studii (Lu et al. 2012) byla také
pozorovéana snizena exprese DHRS7C enzymu v lidskych srdeich u pacientd trpicich
kardiomyopatii a ischemickou chorobou srde¢ni v porovnani s kontrolni skupinou
pacientl, coZ by mohlo naznacovat urcitou roli tohoto enzymu pfi rozvoji onemocnéni
srdce.

Jak bylo naznaceno, studium exprese enzymii DHRS7B a DHRS7C, byla
prozatim omezena na mysi tkang, s vyjimkou studie (Lu et al. 2012), kterd zkoumala
zménu exprese DHRS7C v lidskych srdcich. NaSe poznatky, které ovéfily nebo
vyvratily uvedené studie a také uvedly Upln€¢ nové vysledky, by mohly pomoci

s budoucim vyzkumem a objasnénim tkanoveé exprese obou enzymt.
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7 Z.avér

Prvnim dil¢im cilem této prace bylo izolovat mRNA ze vzorkl lidskych tkani.
Izolace prob¢hla uspésné ze vsech dostupnych tkani clovéka €. 6 - 9. Ostatni tkdn€ byly
izolovany ptred zacatkem studie, vyjma vzorkl Clovéka €. 4, které se nestanovovaly.
Nasledné se nam podatilo ze vSech izolovanych tkani odstranit zbytky genomové DNA
a vzorky byly uspésné prepsany do cDNA pomoci reverzni transkripce. Dal§im dil¢im
cilem této prace byla stanovit u vSech vzorka integritu cDNA pomoci metody 3": 5’
assay. U néekterych vzorku bohuzel doslo k degradaci RNA, a proto byly tyto vzorky
vynechany ze studie.

Hlavnim cilem této prace bylo stanovit expresi DHRS7B a DHRS7C na trovni
mRNA 1 na trovni proteinu. K stanoveni exprese na irovni mRNA jsme pouzili metodu
RT-qPCR s fluorescenéni detekci pomoci SYBR GREEN 1. Podafilo se ndm uspésné
vyhodnotit mRNA u vSech dostupnych tkéani, u kterych byla splnéna kritéria pro ovéreni
integrity cDNA. V pfipad¢ enzymu DHRS7B jsme stanovovali mnozstvi mRNA u
Clovéka €. 1 - 3 a ¢loveéka €. 5 - 9, u enzymu DHRS7C jsme vyhodnocovali mnozZstvi
mRNA pouze u ¢loveéka €. 6 - 9. Pfitomnost enzymi DHRS7B a DHRS7C v lidskych
tkanich jsme detekovali pomoci metody Western blotting s chemiluminiscencni detekci.
Bohuzel tato metodika se potykala s riznymi problémy pii vyhodnocovani, a proto
z ¢asovych diivodl se nam podafilo vyhodnotit expresi pouze u ¢lovéka €. 3.

Nejsilnéjsi expresi mRNA enzymu DHSR7B jsme pozorovali ve varlatech a o
néco slabsi exprese byla viditelnd také v kosternim svalu, ledvinach, mozku,
nadledvinach, prostaté, sitnici, §titné zlaze a podkoznim tuku. V ostatnich testovanych
tkanich (dé€loha, jatra, slezina, slinivka, srdce, tenké stfevo, tlusté stfevo, visceralni tuk,
vajeCniky a Zaludek) byla pozorovana pouze slaba nebo Zadnd exprese. Pfitomnost
enzymu DHRS7B na urovni proteinu byla pozorovdna pouze v mozku a slinivce,
zatimco v ostatnich tkanich (ledvina, jatra, srdce, plice, slezina, tenké stfevo, tlusté
sttevo, kosterni sval, nadledvina, varlata, prostata, zaludek, $titn4 Zlaza) nebyla exprese
detekovana.

Exprese mRNA enzymu DHRS7C byla nejsilngjsi v kosternim svalu a vyrazné
slabsi exprese byla detekovana také v srdci. V ostatnich tkanich (déloha, jatra, ledviny,
mozek, nadledvina, prostata, sitnice, slezina, slinivka, §titnd zlaza, tenké stievo, tlusté

stievo, tuk podkozni, tuk visceralni, vajecniky, varlata a Zaludek) byla exprese velice
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slabé anebo zadnd. Na Grrovni proteinu byla pozorovana detekce v kosternim svalu, srdci
a Stitné zlaze. V ostatnich tkanich (tlusté stievo, tenké stievo, slezina, plice, jatra,
ledviny, mozek, nadledvina, slinivka, varlata, prostata, zaludek) nebyla exprese
viditelna.

Pro charakterizaci a odhad funkce doposud malo studovanych enzymu, jako
DHRS7B a DHRS7C, je znalost tkanoveé exprese velice dilezitd a tyto vysledky by

mohly pomoci s rozvojem novych znalosti o téchto enzymech.
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8 Seznam zkratek

AA akrylamid

A adenin

APS persiran amonny

Asn asparagin

ATP adenosintrifosfat

bis-AA N,N’-methylenbis(akrylamid)
BSA hovézi sérovy albumin

C cytosin

Ct cyklus prahu

DHRS7B dehydrogenéza/reduktaza rodiny SDR ¢len 7B
DHRS7C dehydrogenéza/reduktaza rodiny SDR ¢len 7C

DNA deoxyribonukleova kyselina
dATP deoxyadenozintrifosfat
dCTP deoxycytozintrifosfat

dGTP deoxyguanozintrifosfat
dNTPs deoxynukleotidy

dTTP deoxytymidintrifosfat

ESI ionizace elektrosprejem
FAS syntaza mastnych kyselin
Gly glycin

G guanin

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

HCl kyselina chlorovodikova

HCNG HUGO Gene Nomenclature Committ

PVDF polyvinyliden fluorid

Lys lysin

ME 2-merkaptoethanol

MALDI ionizace laserovou desorpci v pfitomnosti matrice
mRNA mesengerova ribonukleové kyselina

NaCl chlorid sodny

NAD nikotinamidadenindinukleotid
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NADP
PCR
PDB
qPCR

RT

SDR
SDR32C1
SDR32C2
SDS
SDS-PAGE
Ser

Taq

Thr

T

Tm

TOF

TBS
TBS-T
TEMED
TRIS

Tyr

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

polymerazova fetézova reakce

protein data bank

kvantitativni PCR v redlném case

reverzni transkripce

nadrodina dehydrogenaz/reduktédz s kratkym fetézcem

nadrodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym fetézcem rodiny 32C ¢len 1
nadrodina dehydrogenaz/reduktaz s kratkym fetézcem rodiny 32C ¢len 2
dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS

serin

thermus aquaticus

threonin

thymin

teplota tani

analyzator doby letu

tris buffered salin

tris buffered salin and TWEEN 20

N,N,N’,N’-tetramethylendiamin

tris(hydroxymethyl)aminomethan

tyrosin
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11 Ptilohy

Piiloha 1: Exprese mRNA DHRS7B v lidskych tkanich u clovéka 1 - 3 a 5 (muzi). Vysledek udan
Jjako priumeér ze tri nezavislych meéreni £ smérodatna odchylka.

¢lovék 1 ¢lovék 2 ¢lovék 3 ¢lovék 5

pocet kopii pocet kopii pocet kopii pocet kopii

DHRS7B/ng DHRS7B/ng DHRS7B /ng DHRS7B /ng
tkan celkové RNA celkové RNA celkové RNA celkové RNA
jatra 115,27 £ 6,79 * 39,75+1,33 73,96+ 1,11
ledviny 569,04 +1,78 109,24 + 0,04 61,35+4,77 191,36 + 2,98
mozek 123,76 + 8,52 * 183,07 £+ 14,00| 645,63 + 23,26
nadledvina * 45,01 + 3,08 66,86 +3,61| 434,36 +10,96
plice - * - -
prostata 149,77 £ 9,04 - - *
sitnice - 341,30+ 15,41 * -
slezina * * 8,98 +1,34 6,13+0,16
slinivka * - 0,14 + 0,01 -
srdce * * 3,61+0,73 *
Stitnd Zlaza - * 389,27 + 14,24 750,30 £ 8,21
tenké stfevo * - - -
tlusté strevo - 5,24 +0,77 - -
varlata 313,75+12,79| 1913,85+22,64| 2086,45+1,24|2162,45+21,78
Zaludek * 5,27+2,23 - 62,46 + 3,43

- vzorky tkani, které nebyly podrobeny kvantitativnimu stanoveni, protoze podle metody 5" : 3" assay
nespliiovaly pozadovanou kvalitu

* vzorky tkani, které nebyly v dobé méfeni dostupné
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Piiloha 2: Exprese mRNA DHRS7B v lidskych tkanich u ¢loveka 6, 7 a 9 (muzi). Vysledek udan jako

priumeér ze tii nezavislych meéreni £ smeérodatnd odchylka.

Clovék 6
poéet kopii DHRS7B/

Clovék 7
pocet kopii DHRS7B/

Clovék 9
pocet kopii DHRS7B/

tkan ng celkové RNA ng celkové RNA ng celkové RNA

jatra 30,54 +13,44 17,26 £1,26 4,91+1,48
kosterni sval 212,16 £ 70,31 450,97 £ 92,36 403,99 + 28,25
ledviny - - 4,91 +0,69
mozek 53,74 £ 20,74 59,38 + 16,97 86,31+ 7,80
nadledvina 35,10 £ 15,99 - -
plice - - -
prostata 2,80+1,55 - -
sitnice - - -
slezina 0,34+0,23 - 3,78+1,08
slinivka - 1,56 £ 0,38 0,15+0,08
srdce 2,81+0,71 7,02+1,18 48,48 + 28,37

Stitna Zlaza

304,56 + 113,99

130,49 +12,38

tenké strevo

2,98 +£0,98

0,32 +0,08

tlusté stfevo

1,44 £ 0,80

tuk podkozni

0,08 +0,04

255,05 + 86,79

tuk visceralni

1,22 +0,73

varlata

97,47 + 24,60

Zaludek

0,91+0,43

- vzorky tkani, které nebyly podrobeny kvantitativnimu stanoveni, protoze podle metody 5" : 3" assay a

metody zalozené na RIN hodnot¢ nespliiovaly pozadovanou kvalitu
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Piiloha 3: Exprese mRNA DHRS7B v lidskych tkanich u clovéka ¢. 8 (Zena). Vysledek udan jako

priumeér ze tii nezavislych meéreni £ smeérodatnd odchylka.

Clovék 8
pocet kopii DHRS7B/

tkan ng celkové RNA

déloha 28,88 £ 10,94
jatra 15,99 + 6,04
kosterni sval 2,93+1,35
ledviny 83,46 £ 33,91

mlécna zlaza

mozek 157,25 + 60,31
nadledvina 26,71 £ 6,48
plice -
prostata

sitnice 11,55+ 4,26
slezina 9,05+4,02
slinivka -
srdce 16,90 £ 0,90

Stitna Zlaza

170,29 £ 48,90

tenké stfevo

tlusté strevo

tuk podkozni

tuk visceralni

vajecniky

47,10 £ 19,42

zaludek
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Piiloha 4: Exprese mRNA DHRS7C v lidskych tkanich u cloveka ¢. 6, 7 a 9 (muzi). Vysledek udan

Jjako primeér ze tri nezavislych meéreni £ smérodatna odchylka.

clovék 6
poéet kopii DHRS7C/

clovék 7
pocet kopii DHRS7C/

clovék 9
poéet kopii DHRS7C/

tkan ng celkové RNA ng celkové RNA ng celkové RNA

jatra 0,57+0,16 0,56 + 0,05 0,42 +0,16
kosterni sval 3652,22 £ 154,89 2575,16 £ 48,19 4709,98 + 354,08
ledviny - - -
mozek 1,09 +£0,22 0,94 +0,15 0,48 +0,32
nadledvina 1,38+1,24 - -
prostata 0,04 £ 0,02 - -
sitnice - - -
slezina 1,99 + 2,52 - 0,25+0,13
slinivka - 0,40+0,10 0,04 + 0,02
srdce 15,57 +1,24 17,89 + 0,85 68,08 +1,31
Stitnad Zlaza 0,13+0,10 0,54 + 0,56 -
tenké stfevo - 0,46 +0,14 0,13 +£0,05
tlusté stfevo - - 0,05 +0,05
tuk visceralni 0,10+0,02 - -
tuk podkozni 0,09 + 0,02 - 0,86 + 0,15
varlata 4,21 +0,40 - -
Zaludek - - 0,74 +£ 0,05

- vzorky tkani, které nebyly podrobeny kvantitativnimu stanoveni, protoze podle metody 5" : 3" assay a

metody zaloZené na RIN hodnoté nespliovaly pozadovanou kvalitu
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Piiloha 5: Exprese mRNA DHRS7B v lidskych tkanich u clovéka ¢. 8 (Zena). Vysledek udan jako
priumeér ze tii nezavislych meéreni £ smeérodatnd odchylka.

clovék 8

poéet kopii DHRS7C/

tkan ng celkové RNA
déloha 0,54 +0,19
jatra 0,70+ 0,21
kosterni sval 66,94 £ 6,09
ledviny 0,21+£0,01
mozek 3,90+0,89
nadledvina 0,91 +0,20
sitnice 0,27 £0,22
slezina 0,26 £ 0,19
slinivka -
srdce 42,23 +0,76
Stitnd Zlaza 0,64 +0,31
tenké stfevo -
tlusté stfevo -
tuk visceralni -
tuk podkozni -
vajeéniky 0,40+0,19
Zaludek -

- vzorky tkani, které¢ nebyly podrobeny kvantitativnimu stanoveni, protoZe podle metody 5" : 3" assay a

metody zaloZené na RIN hodnoté nespliovaly pozadovanou kvalitu
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