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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Katefina Kachova
Skolitel: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.
Nézev diplomové prace: Studium interakci enzymu DHRS7 s proteiny

metodou pull-down

Dehydrogenaza/reduktdza nadrodiny SDR 7 (DHRS7) patii mezi méné probadané
enzymy této nadrodiny. Bylo prokazano, Ze se tento enzym in vitro zapojuje
do redukéniho metabolismu celé fady sloucenin, jako naptiklad steroidl, retinoidi
a xenobiotik. V posledni dobé se také objevuji vysledky poukazujici na moznou roli
tohoto enzymu v patogenezi nadoru prostaty ¢i jinych onemocnéni. Proto by bylo
vhodné tento enzym podrobnéji charakterizovat s cilem objasnit jeho pato/fyziologickou

funkci v organismu.

Jelikoz se v posledni dobé poukazuje na diilezitost protein-protein interakci pro
funkci proteint, bylo cilem této prace popsat interakéni partnery enzymu DHRS7 a tim
pfispét k prohloubeni znalosti o tomto enzymu. K tomu byla pouZzita in vitro metoda
pull-down. V prvnim kroku byl enzym DHRS7 (nadvnadovy protein) imobilizovan
na vhodny nosi¢ (magnetické partikule His Mag Sepharose Ni a nemagnetické Protino
Ni-IDA partikule). Poté byl nosi¢ s DHRS7 enzymem inkubovan s lyzatem bunéck
Hep G2, zdrojem moznych interak¢énich partnerti. SDS-PAGE elektroforéza vzorki
po eluci obsahovala nékolik prouzkd, které mohly obsahovat interakéni partnery

DHRS7 enzymu. K jejich identifikaci byla vyuZzita MS analyza.

V této praci byla zavedena a zoptimalizovana pull-down metoda, in vitro metoda
pro studium protein-protein interakci, kterd mize byt vyuZivana pro dalsi experimenty

na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Katefina Kachova
Supervisor: RNDr. Eva Novotna, Ph.D.
Title of diploma thesis: Study of protein-protein interaction of DHRS7

enzyme by pull-down assay

Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7 (DHRS7) is one of the less
studied enzymes of SDR superfamily. It has been proven that this enzyme is in vitro
involved in reductive metabolism of various compounds, such as steroids, retinoids and
xenobiotics. Recently results pointing out to possible role of this enzyme in the
pathogenesis of prostate cancer or other diseases has been published. It would be
suitable to better characterize this enzyme to clarifying its patho/physiological role

in the organism.

Because protein-protein interactions seem to be important for the function of
proteins, the aim of this study was to identify interaction partners of the DHRS7, and
thus contribute to the improvement of understanding of this enzyme. For our
experiments, pull-down assay, in vitro method was utilized. The first step was
immobilization of DHRS7 enzyme (bait protein) to suitable carrier (His Mag Sepharose
Ni particles and nonmagnetic Protino Ni-IDA particles). Subsequently, the carrier with
immobilized DHRS7 was incubated with the lysate of Hep G2 cells — the source of
possible interacting proteins. The SDS-PAGE electrophoresis of sample after elution
consist of several bands containing potential interacting partners of DHRS7. The MS

analysis was used to identify these proteins.

The pull-down assay, in vitro method for study of protein-protein interaction,
was implemented and optimized that could be used for further experiments at the

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove.
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1 UVOD

Lidsky enzym dehydrogendza/reduktaza SDR nadrodiny ¢islo 7 (DHRS7) patii
mezi méné¢ probadané cleny nadrodiny SDR. Tento enzym se UCastni in vitro
reduk¢nich pfemén nékterych steroidnich sloucenin, retinoida ¢i xenobiotik. V posledni
dobé se objevily také prace, které poukazuji na jeho moznou roli u nékterych
onemocnéni, jako je napiiklad nador prostaty. Z toho divodu je zapotiebi enzym

podrobnéji popsat a zjistit jeho pato/fyziologickou funkci v organismu.

Tato prace se zamétfuje na studium protein-protein interakci enzymu DHRS7
pomoci metody pull-down. Vyzkum protein-protein interakci obecné nabyva v posledni
dobé na velké intenzite, jelikoz se ukazuje, ze vétSina proteind v lidském organismu
nepracuje samostatné, ale v kooperaci s dalsimi. Je tedy dulezité tyto interakéni partnery
popsat a prispét tak k prohlubovani znalosti o zkoumaném proteinu. Tyto znalosti

mohou pomoci k zjisténi role enzymu v buiice nebo zptsobu jeho regulace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 SDR NADRODINA ENZYMU

Dehydrogenazy/reduktazy s kratkym fetézcem (SDR) patii mezi jednu z nejvétsich
skupin enzymu. Podle databaze UniProtKB ¢ita tato nadrodina ptes 630 000 c¢lent
(Internet 1), nachézejicich se napfi€¢ vSemi fiSemi. Prvni ¢len byl objeven
a charakterizovan jiz v 70. letech 20. stoleti (Jornvall et al. 1981). Od té doby bylo

v lidském organismu identifikovano 73 ¢lenti (Bray et al. 2009).

SDR proteiny jsou vétSinou tvofeny 250 aminokyselinami, ale v nadrodiné
muzeme nalézt i zastupce mnohem vétsi, a to napiiklad o velikosti 350 aminokyselin
(Filling et al. 2002). Struktura charakteristickd pro tuto nadrodinu obsahuje jednu
doménu, tzv. Rossmannilv zdhyb s centralnim B-listem sendvicové vlozenym mezi tfi
a-Sroubovice na kazdé¢ strané (Obr. 1) (Persson & Kallberg 2013). N-terminalni oblast
molekuly vazici NAD(H) nebo NADP(H) obsahuje charakteristickou sekvenci bohatou
na aminokyselinu glycin (TGxxxGxG). C-termindlni oblast je strukturné variabilni
aslouzi k vazbé substratu. Dals$i vysoce konzervativni ¢asti je misto tvofené
katalytickou tetrddou z aminokyselin tyrosinu, lysinu, serinu a asparaginu katalyzujici
oxidoredukéni reakce (Oppermann et al. 2003). Napfi¢ nadrodinou je typicka nizka

sekvenéni podobnost cca 20-30 % (Persson & Kallberg 2013).

Obr. 1: Struktura zastupce SDR nadrodiny — B-list sendvicové vloZeny mezi tfi a-Sroubovice na
kazdé strané, fialové znazornén koenzym a modie konzervované aminokyseliny v aktivnim misté,

tzv. katalyticka tetrada (Persson & Kallberg 2013).



Enzymy SDR nadrodiny katalyzuji v organismu reakce pfevazné oxidoredukéniho
typu, minoritné také reakce isomerazové nebo lydzové. Substraty téchto enzymil jsou
pomérné rtiznorodé a patii sem slouceniny jako napiiklad steroidy, prostaglandiny,

alifatické alkoholy a také xenobiotika (Oppermann et al. 2003).

2.1.1 Rozdéleni SDR nadrodiny

Nadrodina SDR enzymi je rozdélena do 464 rodin a néasledn¢ do nékolika mensich
skupin. Tyto skupiny jsou pak pojmenovany jako typ klasicky, prodlouzeny, atypicky,
komplexni, divergentni a stfedni (Obr. 2). Nejvice zastupcl zahrnuje typ klasicky a typ
prodlouzeny (Persson & Kallberg 2009). Do klasického typu bylo zatim pfifazeno
kolem 68 000 ¢lend, do prodlouzeného pies 38 000 ¢lent (Persson & Kallberg 2013).

Obr. 2: Diagram rozdéleni nadrodiny SDR do 7 typiu (Persson & Kallberg 2013).

SDR enzymy lidského organismu klasického typu jsou déale déleny do klastri
C1-C3 podle jejich vazby na membranu a podle substrati (Obr. 3). Enzymy klastru C1
nejsou vetSinou vazany na membranu a substratem téchto enzymu jsou slouceniny typu
prostaglandint nebo chinond. Klastry C2 a C3 obsahuji enzymy vazané na membranu

a jejich substratem jsou Casto retinoidy a steroidy.

Prodlouzeny typ je také rozdélen na dvé mens$i podjednotky. Epimerdzy, které
nejsou vazany na membrdnu a jejich substritem jsou cukry nukleotidii. Druhou
skupinku tvofi 3B-hydroxysteroiddehydrogenazy (3B-HSD), jejiz Clenové jsou vazani

na membrany a ovliviiuji metabolismus steroidll (Bray et al. 2009).
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Obr. 3: Schematicky diagram zastupci SDR nadrodiny nalezenych v lidském organismu
se zaméfenim na sekvenéni vztahy mezi vybranymi tfemi typy — klasicky, prodlouZeny a atypicky.

Kratka vétev ukazuje na blizké homology, zatimco delSi vétev na vzdalenéjsi evolu¢ni vztah
(upraveno dle Bray et al. 2009).

Co se tyce preference NAD(H) ¢i NADP(H), zalezi na struktufe enzymu. VétSina
enzymi vazici NAD(H) obsahuje ve své struktufe na C-termindlnim konci druhého
B-listu kyselé zbytky, kdezto enzymy vazici NADP(H) obsahuji za touto C-termindlni
sekvenci bazické zbytky (Kallberg et al. 2002).



2.1.2 DHRS7

Enzym dehydrogenaza/reduktaza SDR nadrodiny ¢len 7 (DHRS7) isoforma 1 byl
objeven v roce 2000 jako novy ¢len klastru C3 klasického typu (Haeseleer
& Palczewski 2000). Jeho molekulova hmotnost ¢ini 38 kDa a jeho fetézec se sklada
z 339 aminokyselin (Internet 1). Tento enzym se krom¢ u lidského organismu nachazi
1u jinych forem Zivota. Nejvétsi sekvencni podobnost (79-95 %) nachazime napiiklad
s my$i, hovézi a prase¢i formou DHRS7 enzymu (Stambergova et al. 2016).

DHRS7 se nachézi jako integralni membranovy enzym v endoplazmatickém
retikulu. Dle Stambergové et al. (2016) a experimentech provedenych na subcelularnich
frakcich sméfuje DHRS7 do lumen kompartmentu. Araya et al. (2017) ve své praci
provadéné na bunécénych liniich uvadi naopak orientaci do cytoplasmy. Preferencné
DHRS7 vyuziva pro katalyzu reakci jako kofaktor NADP(H). Enzym metabolizuje
predevsim latky s karbonylovou skupinou ve struktufe, kterou redukuje
na hydroxylovou skupinu. Mezi dosud popsané substraty in vitro patii jak latky télu
vlastni typu steroidii nebo retinoidi (naptf. estron, kortizon, androsten-3,17-dion,
all-trans-retinal), tak i latky typu xenobiotik (Obr. 4). Piikladem exogennich substrat
jsou 9,10-fenantrenchinon a 1,2-naftochinon, potencidlné Skodlivé latky nachazejici
se ve vyfukovych plynech ¢ oxkarbazepin, isatin a metyrapon (Stambergova et al.

2014, Stambergova et al. 2016).

Obr. 4: Piiklady struktur s ¢ervené vyznacenou karbonylovou skupinou, metabolizovanych lidskou

DHRS?7 (a. 1,2-naftochinon, b. androsten-3,17-dion a c. all-trans-retinal).



Co se tyCe organové exprese, nejvice je DHRS7 exprimovana na Grovni mRNA
ulidi v prostaté, ledvinach a $titné zlaze. Na urovni proteinu je situace ponékud
rozdilna. DHRS7 ve zvySeném mnoZstvi byla detekovana v nadledvinach, jatrech, Stitné
7laze, prostaté, stievech, zaludku, ledvinach i mozku (Obr. 5) (Stambergova et al.

2016).

T R T R W WoTwR? EY
37kDa [T R ~ E- e
2 |

Sl g
varlata Zaludek tlusté strevo oko kontrola nadledviny ledviny srdce plice kontrola

prostata stieva sval stitny Zlaza slinivka jatra mozek slezina

. &

Obr. 5: Analyza exprese DHRS7 na tirovni proteinu v lidskych tkanich (upraveno dle Stambergova

et al. 2016).

Fyziologickd role enzymu DHRS7 je dosud nezndma. V poslednich letech
se objevuji rizné uvahy, jako napiiklad spojitost s metabolismem lipidi. ZvysSena
exprese byla pozorovana ve svalech pacientli s diabetes mellitus typ 2 (Keildson et al.
2014) nebo u mysi s dietou s vysokym obsahem tukti (Liao et al. 2014). Naopak snizena
exprese byla popsdna u mysi s indukovanou dyslipidémii (Sato et al. 2014). Pozménéna
exprese enzymu byla nalezena i u nékterych typt novotvart, naptiklad prostaty (Jiao et

al. 2014) nebo plic (Landi et al. 2008).

BliZe se studiu vlivu DHRS7 u nadoru prostaty vénoval Seibert et al. (2015). Byla
pozorovana snizena exprese enzymu DHRS7 u pacientdl s timto typem nadoru a se
zvysujici se diferencovanosti nadoru se dale exprese snizovala. Pii uplné nepfitomnosti
DHRS7 se zvysila migrace nadorovych bunék a snizila jejich adheze, coz naznacuje

moznou roli DHRS7 jako tumor-supresorového proteinu (Seibert et al. 2015).

Fylogeneticky nejblize ptibuzné enzymy DHRS7B a DHRS7C jsou jest¢ méné
probadany (Landi et al. 2008). U mysi je DHRS7B zapojena do redukéni reakce syntézy
etherovych lipidd, u nichz se pfedpokladd, Ze slouZi jako ligandy pro receptor PPARY
(Lodhi et al. 2013). Funkce lidského enzymu DHRS7B je zatim neznami. Enzym
DHRS7C je prozkouman pouze u mysi. Tento integralni protein zanofeny do membrany
sarkoplazmatického retikula plni funkci katalyzatoru NAD'-dependentni konverze
all-trans-retinolu na retinal (Treves et al. 2012). DalSimi piibuznymi enzymy jsou
118-HSD1 a 11B-HSDIL. Enzym 11B-HSD1 je blize popsin v podkapitole

protein-protein interakce 2.2.3.1.



2.2 PROTEIN-PROTEIN INTERAKCE

Lidsky genom se sklada z 20 000-25 000 gena koédujici pres pul milionu riznych
proteind. Ty se nasledné v organismu zapojuji do celé fady procesu, jako napiiklad
genova exprese, bunéény rust, proliferace ¢i mezibunééna komunikace. Produkce
proteinti v organismu je proces dynamicky, reagujici na nescetné podnéty. Dochdzi pak
k tomu, ze rizné buiky v organismu tvoii zcela rozdilné proteiny ve stejnou chvili.

Navic je tvorba nékterych proteint zavisla na konkrétnim typu bunck.

vvvvvv

Odhaduje se vsak, ze vice nez 80 % proteini nefunguje v organismu samostatn¢, ale
v kooperaci s dal§imi proteiny. Tyto interakce jsou nasledné soucasti rozsahlé bunééné
sité¢ protein-protein interakci, kterd se také n€kdy nazyva interaktom (Internet 6, Jeong

etal. 2001).

2.2.1 Definice protein-protein interakci

Protein-protein interakce je obvykle chapana jako fyzicky kontakt mezi proteiny
buiky nebo zivého organismu Je dulezité nezaméiovat tento fyzicky kontakt
s funkénim kontaktem, ke kterému v organismu také casto dochazi. Prikladem
funkéniho kontaktu je napiiklad vazba protein-kofaktor, protein-ligand nebo komplex
proteinlt v aparatu pro transkripci. Mezi protein-protein interakce se dale netadi
tzv. produktivni interakce souvisejici s produkei proteinti ¢i jejich degradaci. Prikladem

je kontakt vznikajicich proteinli s ribozomy ¢i chaperony.

Dtlezitym aspektem vazby je takeé jeji specifi¢nost, tedy nemélo by jit o ndhodné
vzniklé vazby mezi riiznymi proteiny, ale o imyslné spojeni. Ze se jednd o fyzicky
kontakt, neznamend, Ze tento kontakt bude stily ¢i permanentni. Né&které proteiny
v organismu jsou tvofeny pouze pro provedeni pirechodné akce a po interakci se vazba
rozpada (typické u signalizacnich drah). Vznik protein-protein interakci je v kazdé
bunice ovlivnén fadou cCinitell, jako napfiklad typem bunky, fazi bunétného cyklu,

vyvojovym stadiem, prostiedim, fosforylaci atd. (de Las Rivas & Fontanillo 2010).

Interakce mezi proteiny mohou vznikat obvykle kombinaci hydrofobnich vazeb,

van der Waalsovych sil a solnych mustki (Internet 6).
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2.2.2 Typy protein-protein interakci

Protein-protein interakce se déli na dvé velké skupiny — stabilni a pfechodné.
Stabilni interakce vytvoii pevny komplex s vazebnym partnerem, ktery je ireverzibilni.
Ptrechodné interakce jsou interakce docasné povahy a vétSinou vyzaduji specidlni
podminky pro vznik interakce jako je fosforylace nebo konformaéni zména. Vzniklé
komplexy se v prubéhu ¢asu rozpadaji a zase opét vznikaji. Pfechodné typy interakei se
dale déli na silné a slabé interakce. Tento typ interakci je v organismu zcela zasadni.
Podili se jednak na regulacnich mechanismech biochemickych cest, ale i jako soucast

signaliza¢ni kaskady v bunikach (Acuner Ozbabacan et al. 2011).

Dle podobnosti mezi interagujicimi podjednotkami proteinti rozliSujeme dalsi dva
typy, homooligomery a heterooligomery. Pokud dojde ke spojeni identickych
proteinovych fetézci, vznika tzv. homooligomerni komplex. Heterooligomerni komplex
vznikd spojenim rdznych, tedy neidentickych fetézcii proteinti (Shoemaker
& Panchenko 2007). Prikladem muze byt stavba chaperonu, ktery se sklada ze sedmi
proteinll tvotici homooligomerni komplex. Soucasti chaperonu je ¢epicka tvofena sedmi
proteiny a také tvotfici homooligomerni komplex. Tyto dva komplexy jsou vSak tvofeny

dvéma typy proteinti, a proto jako celek tvofi heterooligomerni komplex.

Dale je uvadéno déleni na obligatni a fakultativni typ. Pokud jednotlivé
komponenty interakce jsou samy o sob& nestabilni in vivo, jedna se o obligatni typ.
U fakultativniho typu mohou soucasti interakce existovat nezavisle (Obr. 6). Vhodnym
ptikladem rozliSujicim tyto dva typy je stavba mikrotubull déliciho vieténka. Dimer o
a B tubulinu je ptikladem obligatniho a stabilniho komplexu. Po spojeni tohoto diméru
do diméra vznikéd fakultativni a ptfechodny komplex (Acuner Ozbabacan et al. 2011,

Hyams & Lloyd 1993).

<
Pro.teln-proteln Prechodné
interakce
Obligatni

Obr. 6: Diagram zékladniho déleni protein-protein interakci (upraveno dle Acuner Ozbabacan et
al. 2011).

Slabe
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Identifikace protein-protein interakci je velmi dilezita a pomahd porozumét
komplexnosti proteinové sit¢ v buitkdch. Zmapovani interaktomu se tak stalo jednim

z hlavnich cilii sou¢asného vyzkumu.

2.2.3 Protein-protein interakce zastupci SDR nadrodiny

Vyzkum protein-protein interakci u nadrodiny SDR je teprve v zacatcich. Jen u par
¢lend této nadrodiny byly popsdny protein-protein interakce, a to pouze metodami
in vitro. Dv€ nize zminéné interakce poukazuji na dulezitost vyzkumu protein-protein
interakci pro SDR enzymy, 1 kdyZ pro celkové pochopeni je zapotfebi dalsi, hlubsi

vyzkum.

2.2.3.1 Protein-protein interakce s 11-HSD1

Protein 11B-HSDI je zafazen dle svych vlastnosti do klastru C3 klasického typu
nadrodiny SDR. Nachéazi se v endoplazmatickém retikulu a jeho katalytické misto
sméfuje do lumen kompartmentu. Tento protein hraje dilezitou roli v metabolismu
steroidl, a to konkrétné¢ v preméné neaktivniho hormonu kortizonu na aktivni formu
kortizol. Jelikoz metabolismus kortikoidti hraje podstatnou roli v patogenezi nékterych
onemocnéni, jako je napfiklad obezita, diabetes mellitus typ 2, ateroskleroza

¢1 hypertenze, je dulezité presné porozuméni aktivité¢ enzymu 11p-HSD1.

V bunice enzym vyuzivd jako kofaktor NADP(H). JelikoZ je endoplazmatické
retikulum (ER) témét nepropustné pro NADP(H), predpokladd se, ze bude aktivita
dehydrogenazy zaviset predev§im na jeho dostupnosti. NADP(H) je v ER tvofena
pomoci enzymu hexosa-6-fostat dehydrogenazy (H6PDH) (Obr. 7). Spole¢na koexprese
proteinu 11B-HSD1 a enzymu H6PDH dokazala dvacetindsobné zvysit aktivitu enzymu,
a to ve sméru redukce steroidii. Tedy ptfitomnost HOPDH pies protein-protein interakci

stimuluje 11B-HSD1 reduktdzovou aktivitu.

Pomoci metody koimunoprecipitace byla potvrzena protein-protein interakce mezi
11B-HSD1 a H6PDH, ktera zpisobila zvySenou produkci kortizolu (Atanasov et al.

2008). Zhang et al. (2009) potvrdil tuto interakci rovnéz metodou koimunoprecipitace.
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G6P  Faep NADP Cortisol

H6PD HSD11B1
NADPH Cortisone

G6PT Cortisol

6PG

Obr. 7: Schéma procesu v ER. Glukéza-6-fosfat (G6P) je transportovan do ER a pfeménén pomoci
H6PDH na fosfoglukonat (6PG). Soucasné se tvoii NADPH, kofaktor, ktery vyuziva 11p-HSD1 pro
katalyzu pifemény Kkortizonu na kortizol (Banhegyi et al. 2009).

2.2.3.2 Protein-protein interakce s DHRS3

Dalsi zéstupce klastru C3 nadrodiny SDR je enzym DHRS3. Jeho funkci
v organismu je redukce all-trans-retinaldehydu na all-trans-retinol. Tato reakce brani
pfeméné retinaldehydu na aktivni all-trans-retinovou kyselinu, jejiz pfitomnost je
dalezitd v mnoha fyziologickych procesech jako je diferenciace bunék.

Samotny enzym DHRS3 pfipraveny v rekombinantni formé¢ ma pouze slabou
retinaldehyd reduktazovou aktivitu. Ve spojeni s retinol dehydrogendzou 10 (RDH 10)
dochazi k posileni reduktazové aktivity (Obr. 8). Pfi koexpresi DHRS3 a RDH10 bylo
zjisténo dvojnasobné sniZzeni produkce all-trans-retinové kyseliny oproti builkdm se
samotnou RDH10. Naopak byl zjistén ptirGstek tvorby retinolu z retinaldehydu, a to
pouze v ptitomnosti DHRS3 a RDHI10. I kdyZ nebyla pfimo potvrzena protein-protein
interakce pfedpokladd se, Ze diky kolokalizaci obou enzymi je pfitomnost

protein-protein interakce pravdépodobnd (Adams et al. 2014).

MNAD* HADH MAD™ MNADH

RDH10

ROL RAL=3» RA
RDH10

ER

CYTOPLASM NADP~ NADPH

Obr. 8: Schéma premény retinolu (ROL) na retinaldehyd (RAL) pomoci retinol dehydrogenazy 10
(RDH10) a jeji ovlivnéni piitomnosti enzymu DHRS3 (Adams et al. 2014).
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2.3 METODY VYZKUMU PROTEIN-PROTEIN INTERAKCI

Existuje velké mnozstvi metod, které lze vyuzit pro studium protein-protein
interakci. Tyto metody lze rozd¢lit do tfech velkych kategorii — metody in vivo, in vitro

ain silico.

2.3.1 In vivo metody

Metody in vivo jsou provadény na celych zivych organismech. Vyhodou téchto
metod oproti metodam in vitro je moznost pozorovani vztahli v komplexnim systému
ane pouze na jeho ¢asti (bunce) (Internet 5). Nevyhodou zistdva velka financni
naroénost a znaéné mezidruhové rozdily mezi pouzitymi subjekty. Radi se sem metoda

kvasni¢ného dvouhybridniho systému a metoda syntetické letality.

2.3.2 In silico metody
In silico metody jsou provadény na pocitaci nebo simulovany pocitacem. Velkou

vyhodou téchto metod je schopnost testovat velké objemy dat. Nevyhodou je zisk
velkého mnozstvi vysledkl, které jsou vSak z velké Casti faleSné pozitivni. Mezi tyto
metody patii:

o pristupy zalozené na sekvenci

o pfistupy zaloZené na struktuie

o blizkost chromozom

o genova fuze

o in silico dvouhybridni systém

o zrcadlovy strom

o fylogeneticky strom

o prtistupy zaloZené na genové expresi

2.3.3 In vitro metody

Nejrozsahlejsi, co do poctu metod, jsou metody provadéné in vitro neboli
ve zkumavce. Takové testy se provadi za kontrolovanych podminek mimo Zivy
organismus (Rao et al. 2014). Velkou vyhodou téchto metod je jejich jednoduchost
a finan¢ni nenaroc¢nost oproti metodam in vivo. Vysledky téchto metod ale nemusi vzdy
platit pfi aplikaci na cely Zivy organismus. Jsou proto vhodné k predikci protein-protein
interakci, které je tfeba nasledné potvrdit pomoci in vivo metod (Internet 5). Radime
sem nasledujici metody:

o tandemovad afinitni purifikace
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o

separace pomoci afinitnich ligandt

koimunoprecipitace

metoda pull-down

proteinovy Cip

prezentace proteinu pomoci fagh

rentgenova krystalografie

NMR spektroskopie

otisk proteinu

chemické sitovani bifunkénimi €inidly

detekce interakcei s proteiny imobilizovanymi na membrané

ptfenos rezonance fluorescencni energie

Vybér konkrétni metody pak zaleZi na predmétu zkoumani, ocekavanych

vysledcich (prvotni screening, ovéfeni popsanych interakci ¢i prohloubeni znalosti

o konkrétni protein-protein interakci), moznostech konkrétni laboratofe a samoziejmeé

také finanénich moznostech.
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2.4 PULL-DOWN METODA

Metoda pull-down patii mezi jednu z mnoha in vitro metod, slouzicich ke studiu
protein-protein interakci. Zkouma fyzikalni interakce mezi dvéma i vice proteiny. Mlze
byt vyuzita k potvrzeni proteinové interakce zjiSt€né jinou in vitro metodou
(napt. koimunoprecipitaci) nebo ke screeningu potencidlnich a doposud neznamych

proteinovych interakci. Nejvetsi prednosti této metody je jeji rychlost a ucinnost.

2.4.1 Obecny postup

Spolu s koimunoprecipitaci patii tato metoda mezi tzv. afinitni purifikace. Protein,
ktery je objektem vyzkumu slouzi jako tzv. ndvnada (bait protein). Takovy protein je
obvykle pfipraven ve formé rekombinantniho fizniho proteinu s vhodnou specifickou
znackou, kterd umozni jeho navazani na vhodny nosi¢. Znaceni navnady podrobnéji
popisuje kapitola 2.4.2.

Oznacend navnada je nasledné ukotvena na nosi¢ (magnetické partikule
¢i agar6zové kulicky) pomoci specifické vazby mezi znackou navnady a afinitnim
partnerem nosice (viz krok 1, Obr. 9). Konkrétni parovani shrnuje kapitola 2.4.2.
Po navazani oznafené¢ ndvnady na afinitniho partnera nosie je vzorek inkubovan
s roztokem proteint, ktery obsahuje mozné interakéni partnery, tzv. prey proteiny. Pro
tuto interakci se vyuziva prevazné lyzat bun€k, obsahujici zna¢né mnoZstvi proteinti

(viz krok 3, Obr. 9).

Po inkubaci jsou vzniklé protein-protein komplexy eluovany sniZenim hodnoty pH
nebo pouzitim redukénich pufrd (viz krok 5, Obr. 9) a dale detekovany pomoci

SDS-PAGE a Western Blottingu (viz krok 6, Obr. 9) (Internet 2).
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Krok 1: Imobilizace oznaeného bait | Krok 2: Vymyti nenavizanych Krok 3: Vazba prey proteinu s
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Obr. 9: Obecné schéma pull-down metody (Internet 2).

2.4.2 Navnadové proteiny a jejich znacky, afinitni partneri a nosice

Navnadové proteiny pro pull-down metodu se ziskavaji dvéma zpiisoby. Nejcastéji
pomoci exprese rekombinantnich jiz znacenych proteinti. Ziidka se pouziva také piimé
navazani znacky na purifikovany protein. ZnaCka navnady se nasledné¢ vaze
na afinitniho partnera nosice. Konkrétni parovani shrnuje tabulka 1, kde jsou uvedeny
nejcastéji pouzivané znacky a jejich interakéni protéjsky.

Tabulka 1: Pi‘ehled parovani ozna¢ené navnady a afinitniho partnera nosice (Internet 2).

Znacka navnady Afinitni partner

Glutation-S-transferaza Glutation
Poly-histidin (polyHis nebo 6xHis) Cheléatovy komplex kobaltu nebo niklu
Biotin Streptavidin, Avidin

2.4.2.1 Glutation-S-transferaza a glutation

Glutation-S-transferaza (GST) je protein slozeny z 211 aminokyselin. Jeho DNA
sekvence je snadno a casto integrovana do vektoru a nasledné vyuzita k produkci
rekombinantnich proteinti. Vysledkem je protein oznacen GST tzv. GST-tag protein.
Vazba na nosi¢ GST-tag proteinu probihd pomoci schopnosti transferazy, tedy enzymu,

vazat se na jeho substrat glutation (GSH).
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GSH je tripeptid slozen z aminokyselin cysteinu, glycinu a kyseliny glutamové
(Glu-Cys-Gly). Pomoci SH skupiny cysteinu je vazan na nosic¢ (Obr. 10).
Jelikoz aktivita zavisi na zachovani zékladni struktury a enzymatické funkce GST,

denaturacni latky nejsou kompatibilni s touto interakeci.

HoN
OH

g OH 0 NH
NS

%,E D/\I/\QWU\)\/S\A(”
2 OH LNH

Imobilizovany Glutation Ho 0

Obr. 10: Vazba glutationu na agar6zové kulicky (Internet 2).

2.4.2.2 Polyhistidinova znacka a ionty kovii

Polyhistidinova znacka obsahuje sekvenci 6—10 aminokyselin histidinu v fadé
za sebou, které jsou vazany na N- nebo C-konci proteinu. Tento piivések je pak velice
jednoduse imobilizovatelny na ionty kovi jako je nikl, kobalt nebo méd. Z téchto
jmenovanych kovovych iontll je pravé nikl tou nejlepSi volbou poskytujici nejvétsi
kapacitu pro histidinem znacené proteiny. Jako chelata¢ni skupina pro ionty kovu se
pouziva nitrilotrioctova kyselina nebo iminodioctova kyselina. Toto celé je v komplexu

s nosi¢em piipraveno pro navazani navnady (Obr. 11) (Internet 2).

Struktura kyseliny iminodioctove
v komplexu s nikelnatymi ionty

Silikomowe kulicky

Obr. 11: Vznik komplexu pro vazbu His-tag proteinu (Internet 4).

K udrZeni, promyvani a provedeni vazby se obvykle pouziva Tris pufr o pH 7,2
obsahujici malou koncentraci imidazolu, kterd pomahd piedchazet nespecifickym

interakcim s endogennimi proteiny, které obsahuji pfirozené opakujici se histidin.
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Nekompatibilni s touto interakci jsou napiiklad redukéni a oxida¢ni Cinidla nebo
chelatory typu EDTA. Naopak denaturac¢ni ¢inidla nevhodnd nejsou, a proto pro
proteiny, které je nutné pouzit v denaturované formé, je vhodnéjsi uzit polyhistidinovou

znaCku nez GST-tag (Internet 2).

2.4.2.3 Biotin a avidin ¢i streptavidin

Interakce mezi biotinem a avidinem nebo streptavidinem je vyuzivana pro detekci
a purifikaci jak proteint, tak nukleovych kyselin. Jelikoz je oznaceni biotinem stabilni
a velikostné malé, jen zfidka narusuje funkci znacenych molekul. Tato interakce se tim
fadi mezi vysoce citlivé a spolehlivé. Vyhodou avidin-biotin systému je sila této
nekovalentni interakce mezi proteinem a ligandem. Tvorba vazby je velmi rychla,
odolné proti pisobeni extrémnich hodnot pH, teplot, organickych rozpoustédel nebo
jinych denaturacnich ¢inidel.

Avidin je protein nachazejici se ve vejcich ptakti nebo obojzivelnikl (Internet 2, 3).
Tato latka spolu se streptavidinem nebo neutravidinem mé schopnost vazat se na Ctyfi
molekuly biotinu a tim vytvéfet interakéni komplex vhodny k purifikaci a detekci

(Obr. 12).

B »
I
@ i g
+ ?_‘ — 25 :
' 4 s
Aowidin Keonjugat s biotinem Komplex awidin-biotin

Obr. 12: Vazba biotinu a avidinu (Internet 2).

2.4.2.4 Nosice

K imobilizaci ndvnady jsou pouzivany nosice jako magnetické partikule, agar6zové
kulicky a dalsi. LiSi se od sebe pfedev§im narocnosti manipulace se vzorkem.
U magnetickych partikuli dojde pusobenim magnetického pole k oddé€leni partikuli
s navazanym interakénim komplexem od zbytku roztoku. Vyhodou je tedy velka
rychlost separace a nenaro¢nost. U agardézovych kulicek dochazi k separaci pomoci
sedimentace. Nékteré typy kulicek dobie sedimentuji a prace s nimi je jednoducha. Jiné
maji horsi sedimentacni schopnosti, je zapotfebi opakovana centrifugace a tim se prace

s nimi zna¢n¢ Casove prodluzuje a ztézuje.
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2.4.3 Parametry optimalizace vazby

Po imobilizaci navnady je vzorek inkubovan se smeési proteinti, nejcastéji
bunéénym lyzatem. Doba inkubace je dulezity parametr, ktery nésledné ovliviiuje
vysledek experimentu. Pokud je zvolena piili§ kratkd doba inkubace, vznikne malé
mnozstvi interakénich komplexti, které méné citlivé zobrazovaci metody nemusi
zachytit. Na druhé stran¢ dlouhd doba inkubace muze vést k rozpadu vzniklych
interak¢nich komplexi ¢i k zvySené tvorbé nezadoucich nespecifickych interakci. Délka
interakce je tedy jednim z parametrt, ktery je nutné optimalizovat a opakovanymi
zkouskami docilit vhodné délky inkubacni doby.

Dal$imi parametry ovlivilujicimi kvalitu vzniklych komplexii jsou okolni
podminky jako hodnota pH, pfitomnost soli ¢i jejich koncentrace. Béhem reakce miize
vznikat fada nespecifickych interakci. Odstranit je muUzeme jednak pomoci
nékolikandsobného promyvani vzorki pomoci pufrii a dale také pomoci vhodné zvolené
kontroly experimentu. Analyzovano by mélo byt kazdé promyti k pozorovéni

jakéhokoliv uvolnéného proteinu (Internet 2).

2.4.4 Eluce a identifikace

Vybér metody eluce se odviji od pouzité navnady. U ndvnady oznacené GST je
eluce provadéna piiddnim redukovaného glutationu, ktery kompetitivné nahradi
imobilizovany glutation. Biotinova znacka s navnadou je eluovana kombinaci zvySené
teploty za pouziti etylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA), 95% formamidu,
zvySeného pH ¢i octanu sodného. U polyhistidinové znacky s ndvnadou je nejcastéji
provadéna eluce pomoci zvysené koncentrace imidazolu (nejméné 200 mM). Diilezité je
vhodné nacasovani eluce. U pfechodnych interakci dochazi béhem reakce k disociaci
komplexu a zachyceni momentu vazby je velmi naro¢né. (Internet 2).

K identifikaci vzniklych protein-protein komplexi se nejCastéji pouziva
zobrazovaci metoda SDS-PAGE, tedy denaturani elektroforéza za vyuziti
polyakrylamidového gelu. K vizualizaci komplexu se pouziva barveni jako Coomassie
blue ¢i stiibfeni. Pomoci této metody ale neur¢ime, zda vzniklé prouzky na gelu jsou
nami hledané interakce, ¢i jiné nespecifické interakce. Je proto vzdy nutné pouZzivat
vhodné kontrolni experimenty. K piesnému chemickému urceni protein-protein

komplexu nésleduje metoda hmotnostni spektrometrie (MS) (Schechtman et al. 2003).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo zavedeni in vitro metody pull-down pro studium

protein-protein interakci a nasledné jeji vyuziti pro studium protein-protein interakci

enzymu DHRS7. Zaroven bylo cilem optimalizovat tuto metodu, aby mohla byt vyuzita

pii dalsich experimentech. Tato prace je soucasti SirSiho projektu zabyvajici se

podrobnéj$im zkoumanim ¢lena nadrodiny SDR — DHRS?7.

Cile prace lze rozdélit:

Vazba cistého fuzniho proteinu DHRS7 oznaceného polyhistidinovou

znackou na vhodny nosi¢ (magnetické partikule, Ni-IDA Protino partikule)
Optimalizace této vazby

Vazba DHRS7 z Sf9 mikrozomd, obsahujicich rekombinantni formu

proteinu, na nosic¢
Potvrzeni vazby DHRS7 na nosi¢ pomoci metody Western Blotting

Inkubace navdzaného enzymu DHRS7 (ndvnady) s bunéénym lyzatem

Hep G2

Identifikace elektroforetickych pruht vhodnych pro analyzu protein-protein

interakci DHRS7

Ptiprava vzorkil a identifikace interakénich proteinovych partneri DHRS7

pomoci MS analyzy
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4 MATERIALY A METODY

4.1 MATERIALY

4.1.1

4.1.3

YV V V VY

>

Nosice
His Mag Sepharose Ni (GE Healthcare, USA)
Protino Ni-IDA Resin (Machery-Nagel, USA)

Protilatky
Krali¢i Anti-FLAG protilatka (F7425, Sigma-Aldrich, Némecko)
Praseci sekundarni anti-rabbit protilatka (P0217, Dako, Dansko)

Enzymy

Dehydrogenaza/reduktaza clen 7 (DHRS7) (SDR nadrodina)
Karbonyl-reduktaza ¢len 1 (CBR1)
17B-hydroxysteroid-dehydrogendza 3 (HSD17(33)

SfY mikrozomy s DHRS7

S79 mikrozomy bez DHRS7

Ptipraveny na Katedre biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové

>
=
=

vV V V V V V VYV V V VYV V V VYV V

Chemikalie

2-merkaptoethanol (Dr. Kulich Pharma, Ceska Republika)
Acetonitril (ACN) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Blotovaci mléko (Bio-Rad, USA)

Bromfenolovd modf (BFB) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Coommassie Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Merck, USA)

Fomadon LQN (Foma, Ceska Republika)

Fomafix (Foma, Ceska Republika)

Glycerol 85% (Dr. Kulich Pharma, Ceska Republika)
Glycin (Dr. Kulich Pharma, Ceska Republika)
Hydrogenuhli¢itan amonny (Penta, Ceska Republika)
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V V.V VYV V V V VY V VY V V VYV V V V V V

>
=
n

YV V. V V V V VYV V V V V V V

Chlorid sodny (Penta, Ceska Republika)

Chlorid vapenaty (Penta, Ceska Republika)

Imidazol(Sigma-Aldrich, Némecko)

Isobutanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Jodoacetamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Ceska Republika)

Kyselina octova 99% (Penta, Ceska Republika)

Lihomethanol (Penta, Ceska Republika)

Marker molekulovych hmotnosti Protein Precision Plus (Bio-Rad,USA)
Methanol (Penta, Ceska Republika)

N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Octaethylen glycol monododecyl ether (C12E8) (Fluka, Némecko)
Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Ponceau S (Fluka, Némecko)

Trifluoroctova kyselina (TFA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Penta, Ceska Republika)
Trypsin pro sekvenovani (Promega, USA)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, Némecko)

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pristroje a pomiicky

Automatické pipety a Spicky (Bio-Hit, Némecko)

Blotovaci papiry (VWR, USA)

Centrifuga Mini spin plus (Eppendorf, Némecko)
Elektroforéza Mini-Protean (Bio-Rad, USA)
Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)
Centrifugaéni zkumavky, typ Falkon (P-lab, Ceska Republika)
Gel Doc XR (Bio-Rad, USA)

Kolonky Empore™ C18-SD SPE Cartridges (Supelco, USA)
Koncentrator Plus (Eppendorf, Némecko)

Magneticky stojanek

MALDI desti¢ka (AB Sciex, USA)

Nitrocelul6zova blotovaci membrana (GE Healthcare, USA)

Orbitalni tiepacka (Biosan, Litva)
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VvV V V V VYV V

4.1.6

Predvazky (Kern, Némecko)

Rotator (Biosan, Loty$sko)

Termomixér Eppendorf Comfort (Eppendorf, Némecko)
Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA)

Ttepacka IKA MS 3 basic (IKA, Némecko)
Ultrazvukova vana UC 005 AJ1 (Tesla, Ceska republika)

Zasobni roztoky

4.1.6.1 Pull-down metoda

>
>

1 M CaCl;: 0,11 g chloridu vapenatého do 1 ml ultracisté vody

Ekvilibraéni pufr: 0,076 g Tris, 0,183 g NaCl a 0,0085 g imidazolu do 25 ml
ultracisté vody, pH 7,4 (HCI)

Elucni puft: 0,076 g Tris, 0,183 g NaCl a 0,851 g imidazolu do 25 ml ultracisté
vody, pH 7,4 (HC])

1 M imidazol: 0,068 g imidazolu do 1 ml ultracisté vody

Lyzaéni pufr: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X, pied
pouzitim pfidan 1 mM DTT, inhibitory proteas 1:1000, inhibitory fosfatas 50x
a 0,5 mM PMSF

Resuspendacni pufr: 0,1 M K-fosfatovy pufr, 50 mM KCl, 20% glycerol, pH 7,5
(HCI)

Solubiliza¢ni pufr: 0,127 g Tris, 0,365 g NaCl a 8,25 ml glycerolu do 25 ml
ultracisté vody, pH 7,4 (HCI), pfed pouZzitim byl pfidan detergent C12E8
Promyvaci pufr: 0,076 g Tris, 0,183 g NaCl a 0,0085 g imidazolu do 25 ml
ultracisté vody , pH 7,4 (HCI)

4.1.6.2 Elektroforéza

>

>
>
>
>

0,5 M Tris-HCl : 6,0 g Tris, pH 6,8 (HCI)

1,5 M Tris-HCI: 18,5 g Tris, pH 8,8 (HCI)

10% APS: 0,01 g persiranu amonného do 100 pl ultracisté vody

10% SDS: 10 g SDS do 80 ml ultradisté vody, bylo doplnéno do 100 ml

30% roztok akrylamidu: 30,0 g akrylamidu, 0,8 g bis-akrylamidu do 100 ml
ultracisté vody

Elektrodovy pufr (5% koncentrovany): 15,1 g Tris, 72 g glycinu, 5 g SDS, bylo
pfidano do 900 ml ultracisté vody, pH 8,3 (HCI), bylo doplnéno do 1000 ml
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>

Fixa¢ni roztok: 10 ml koncentrované kyseliny octové, 40 ml methanolu a 50 ml
ultracisté vody

Vzorkovy pufr (5% koncentrovany): 1,2 ml ultracisté vody, 5 ml 0,5 M Tris-HCI
o pH 6,8, 3,4 ml glycerolu, 1 g SDS, 0,4 ml 0,5% BFB, bylo ptfiddno 10 pl

2-merkaptoethanolu

4.1.6.3 Western blotting

>
>

>
>

0,1% Ponceau S: 0,1 g Ponceau S bylo rozpusténo ve 100 ml ultracisté vody
10% kyselina octova: 10,1 ml kyseliny octové bylo doplnéno na 100 ml
ultracistou vodou

10x koncentrovany TBS pufr: 24 g Tris a 88 g NaCl bylo rozpusténo v 900 ml
ultracisté vody, pH 7,6 (HCI), roztok byl doplnén do 1000 ml

1% koncentrovany TBS-T pufr : 100 ml 10x koncentrovaného TBS pufru bylo
doplnéno na 1000 ml ultraistou vodou, byl pfidan 1 ml TWEEN 20

3% blokovaci mléko: 3 g blokovaciho mléka bylo rozpusténo ve 100 ml 1 krat
koncentrované¢ho TBS-T pufru

5% blokovaci mléko: 5 g blokovaciho mléka bylo rozpusténo ve 100 ml 1 krat
koncentrovaného TBS-T pufru

Blotovaci pufr: 1,51 g 25 mM Tris, 7,21 g 192 mM glycinu a 100 ml 20%
methanolu bylo doplnéno ultracistou vodou na 500 ml (lednice)

Detekéni systém: Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent,
roztok A byl smichan s roztokem B v poméru 1:1

Ustalovac: 15 ml Fomafixu bylo smichano se 75 ml ultracisté vody

Vyvojka: 6 ml Fomadonu LQN bylo smichano s 84 ml ultracisté vody

4.1.6.4 Priprava vzorki pro MS

>

10 mM dithiotreitol (DTT): 0,154 mg DTT bylo rozpusténo ve 100 pl ultracisté
vody

50 mM hydrogenuhli¢itan amonny: 39,53 mg hydrogenuhli¢itanu amonného
bylo rozpusténo v 10 ml ultracisté vody

55 mM jodoacetamid: 1,017 mg jodoacetamidu bylo rozpusténo ve 100 pl
ultracisté vody

Pufr A: 5 ml ACN, 0,1 ml TFA a 94,9 ml ultracisté vody

Pufr B: 8 ml ACN, 0,01 ml TFA a 1,99 ml ultracisté vody
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4.1.7

4.1.8

Gely na SDS-PAGE elektroforézu

Gradientovy gel 0% roztok: 7,5 ml ultracisté vody, 100 ul 10% SDS, 2,5 ml
1,5 M Tris-HCl o pH 8,8, 100 ul 10% APS a 5 ul TEMED

Gradientovy gel 20% roztok: 0,73 ml ultracisté vody, 100 pl 10% SDS, 2,5 ml
1,5 M Tris-HCI o pH 8.8, 6,67 ml 30% roztoku akrylamidu, 100 pl 10% APS
a5 ul TEMED

Separacni gel 12,5% (1,5 mm): 3,2 ml ultracisté vody, 100 pl 10% SDS, 2,5 ml
1,5 M Tris-HCI o pH 8.8, 4,2 ml 30% roztoku akrylamidu, 100 pl 10% APS
a5 ul TEMED

Zaostiovaci gel 4% (1,5 mm): 1,91 ml ultracisté vody, 32 pl 10% SDS, 782 ul
0,5M Tris-HCI o pH 6,8, 406 pl 30% roztoku akrylamidu, 64 ul 10% APS
a 3,2 ul TEMED

Pomiicky na vizualizaci Dot Blotu a Western Blottingu

nitrilové rukavice, nddobka s membranou, 3 nddobky na ultracistou vodu,
ustalova¢ a vyvojka, karton potazeny folii, pinzeta, papirovy rucnik, detekcéni
systém s kadinkou, pipeta se 2 Spickami, stopky, folie, osvitova kazeta, Cervena

zarovka, fotofilm, ntizky, vyvojka a ustalovac
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4.2 METODY

4.2.1 Imobilizace DHRS7 na magnetické partikule
4.2.1.1 Priprava magnetickych partikuli

Byla pfipravena 5% suspenze magnetickych partikuli His Mag Sepharose Ni
odebranim 20 pl ze zasobni suspenze. Suspenze byla dvakrat promyta 1 ml
ekvilibracniho pufru. Smés s pufrem byla tfepana 1 minutu na rotatoru a umisténim
do magnetického stojanku byly nasledn¢ spolehlivé oddéleny partikule od roztoku,

ktery byl odstranén.

4.2.1.2 Ptiprava vzorku s DHRS7

Ze zasobniho roztoku enzymu DHRS7 o koncentraci 412 pg/ml bylo odebrano
72,8 ul (30 pg). Bylo ptidano 76 ul solubilizaéniho pufru s 1,2 pl 5% detergentu C12E8
(pomér protein : detergent 1:2). Déle bylo ptidano 150 pl promyvaciho pufru 1 a 0,75 pl
1 M imidazolu (tabulka 2). Nakonec bylo odebrino z celé vzniklé smési 10 pl

na elektroforézu (SM).

Tabulka 2: Prehled pipetovanych objemi smési pridavané k magnetickym partikulim His Mag

SloZeni smési Objem (ul)

Sepharose Ni.

Enzym DHRS7 72,8
Solubiliza¢ni pufr 76
5% detergent C12E8 1,2
Promyvaci pufr 150

1 M imidazol 0,75

4.2.1.3 Vazba DHRS7 na magnetické partikule a priprava vzorki na SDS-PAGE
elektroforézu

Ptipravené partikule byly smiseny se vzorkem s DHRS7 (4.2.1.2) a nechaly se
otacet v rotatoru v chladici mistnosti o teploté 4 °C po dobu 1 hodiny. Po této dobé byl
vzorek umistén do magnetického stojanku a bylo odebrano 300 pl roztoku tzv.
povazebna frakce (PVZ). Partikule byly nésledné promyty tfikrat 1 ml promyvaciho
pufru 1 a po kazdém promyti byl opét 1 ml odebran (W1-W3).

Byly ptipraveny vzorky na elektroforézu odebranim 10 pul PVZ a 35 ul z kazdého
promyti promyvacim pufrem 1 (W1, W2 a W3). Do zbylych samotnych partikuli bylo
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ptidano 50 pl 1x koncentrovaného vzorkového pufru (VP) (40 ul vody a 10 pl VP),
vzorek byl ponechdn v inkubatoru 5 minut na 95 °C a byl odebran vzorek na
elektroforézu ELU (1,6 ul). Byly pfipraveny vSechny vzorky, tedy SM, PVZ, W1-W3
(tabulka 3), do kterych byl pfidan 5% koncentrovany vzorkovy pufr (VP) v poméru 4:1

a vSechny vzorky byly ponechdny v inkubatoru 5 minut na 95 °C.

Tabulka 3: Objemy vzorkiu odebiranych k elektroforéze (magnetické partikule).

Vzorky Kk elektroforéze Objem (ul)
SM 10
PVZ 10
W1, W2 a W3 35
ELU 1,6

4.2.1.4 SDS PAGE Elektroforéza

Byl pripraven 12,5% roztok separa¢niho gelu, ktery byl nalit mezi dvé specidlni
skla pro elektroforézu. Po 45 minutové polymeraci byl na separac¢ni gel nalit 4% roztok
separa¢niho gelu, ktery byl nechan polymerovat 90 minut. Byla pfipravena nadoba na
elektroforézu, do které byla vloZena skla s pfipravenym gelem, do jehoZ jamek byly
postupné nanaSeny vzorky. Nadoba byla naplnéna elektrodovym pufrem zifedénym 1:5
avloZzena do nadoby s ledem. Do prvni jamky bylo naneseno 5 pl markeru
molekulovych hmotnosti. Postupné do dalSich jamek byla nanesena SM, PVZ, W1-W3
a ELU. VSechny jamky byly pfevrstveny elektrodovym pufrem, kterym byla zaplnéna
celd naddoba aZ po znacku. Nasledné byla nadoba uzaviena vikem a na zdroji napéti bylo
nastaveno 100 V po dobu 20 minut a nasledn¢ 170 V po dobu asi 60 minut. Po ukonceni

elektroforézy byla skla rozeviena a ze ziskaného gelu odstranéna zaostfovaci ¢ast.

4.2.1.5 Barveni gelu pomoci barviva Blue Silver

Gel byl pfemistén do krabicky a zalit fixaénim roztokem, ktery byl nésledné tfepan
na orbitalni tfepacce po dobu 30 minut. Roztok byl slit a gel promyt tfikrat vodou po
dobu 10 sekund a tiikrat po dobu 10 minut. Gel byl pielit roztokem Blue Silver
a ponechan na orbitalni tfepacce ptes noc. Nakonec byl gel n€kolikrat tiepan s vodou do

odbarveni gelu a zvyraznéni prouzki.
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4.2.1.6 Vizualizace gelu
Gel byl vlozen na desku pfistroje Gel Doc XR a pomoci programu Quantity one

vizualizovan.

4.2.2 Imobilizace DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule
4.2.2.1 Priprava Protino Ni-IDA partikuli

Protino Ni-IDA partikule (200 pl) byly tfikrat promyty 1 ml promyvaciho pufru 1.
Do posledniho promyti bylo pfidéano 1,5 pl 5% detergentu C12ES.

4.2.2.2 Solubilizace Sf9 mikrozomi s rekombinantni lidskou DHRS7

Do jedné kadinky umisténé v ledu bylo dano 225 pul SfY mikrozomii s DHRS7
(1,395 mg proteinu), 275 pl resuspendacéniho pufru, 71,8 pl 5% detergentu CI12ES8
a 428,18 pl solubilizaéniho pufru (tabulka 4). Celd smés byla michana po dobu
45 minut. Byly odebrany vzorky na elektroforézu jak ¢istych Sf9 mikrozomu (5 pl), tak

1 ze smési vzniklé po solubilizaci (10 pl).

Tabulka 4: SloZeni vzorku k solubilizaci mikrozomi (Protino Ni-IDA partikule).

SloZeni solubilizace Objem (ul)

819 mikrozomy s DHRS7 225
Resuspendaéni pufr 275
5% detergent C12E8 71,8

Solubiliza¢ni pufr 428,18

4.2.2.3 Vazba na Protino Ni-IDA partikule

Po solubilizaci bylo pfidano 5 pl 1 M imidazolu, 3 pul 3 mM CaCl> a promyté
Protino Ni-IDA partikule. Smés byla inkubovana po dobu 2 hodin v chladicim boxu
o teploté 4 °C a michana na rotatoru.

Po inkubaci byla odebrana tzv. povazebna frakce (PVZ) a z ni bylo odebrano 10 pl
na elektroforézu. Partikule byly Sestkrat promyty promyvacim pufrem 1, centrifugovany
1 minutu pii rychlosti 1000 rpm a nasledné byly odebrany roztoky nad partikulemi
W1-W6. K elektroforéze bylo odebrano 10 pl WI1-Wé.
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4.2.2.4 Uvolnéni z vazby a vizualizace pomoci SDS-PAGE elektroforézy

K partikulim bylo pfidano 300 pl elu¢niho pufru a smés byla michdna 15 minut na
rotatoru pfi laboratorni teploté. Po promichéni byla smés kratce centrifugovana a byly
odebrany dva vzorky na elektroforézu E1 (3 ul) a E1°(9 pl).

Dale bylo k partikulim pfidano 100 pl 1x koncentrovaného vzorkového pufru.
Smés byla 5 minut tfepana v termomixéru o teploté 95 °C. Na elektroforézu byly
odebrany partikule E2 (1 ul) a E2" (3 ul).

Vsechny vzorky na elektroforézu (tabulka 5) byly doplnény do objemu 10 pl, bylo
pridano 2,5 ul 5x koncentrovaného vzorkového pufru a byly zahfivany v termomixéru
po dobu 5 minut o teploté 95 °C. Nakonec byla provedena SDS-PAGE elektroforéza viz
podkapitola 4.2.1.4 az 4.2.1.6.

Tabulka 5: Objemy vzorki odebiranych k elektroforéze (Protino Ni-IDA partikule).

Vzorky Kk elektroforéze Objem (ul)

879 mikrozomy s DHRS7 5
Smés po solubilizaci 10
PVZ 10
WI1-Wé 10
ElaEl’ 3a9
E2 a E2’ la3

4.2.2.5 Kontrolni partikule

Pro kontrolu byly pouzity Sf9 mikrozomy bez DHRS7 a kontrolni partikule
s navnadou HIS-FLAG peptidem. Bylo smichano 50 pl Sf9 mikrozomi bez DHRS7
o koncentraci 36,98 mg/ml (1,85 mg proteinu) s 9,28 ul HIS-FLAG peptidu (92,8 pg).
Z této smési bylo do kadinky odebrano 37,7 ul k solubilizaci. Do kadinky bylo nasledné
pfidano 462,3 ul resuspendacniho pufru, 71,8 ul 5% detergentu C12E8 a 428,18 pul
solubilizacniho pufru. Celd smés byla michana na ledu po dobu 45 minut.
K elektroforéze bylo odebrano 0,54 ul prazdnych Sf9 mikrozomi s peptidem a 0,1 pl
samotného peptidu. Déle bylo k elektroforéze odebrano 14,3 pl z roztoku po

solubilizaci.

Ke smési byly ptidany 3 pl CaCly a 500 pl promytych protino Ni-IDA partikuli
(promyvani promyvacim pufrem 1 bez imidazolu). Smés byla inkubovéna v rotatoru

4 hodiny pii teplot¢ 4 °C. Po inkubaci byla odebrana povazebna frakce 14,3 pnl.
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Partikule byly nasledné promyvany Sestkrat po dobu 5 minut promyvacim pufrem 1
s 30 mM imidazolem. Po promyti byly partikule kratce centrifugovdny (1 minuta
a 1000 rpm) a byly odebrany roztoky nad partikulemi W1-W6. Na elektroforézu bylo

z téchto roztokii odebrano 14,3 ul.

Vzorky byly eluovany po dobu 1 hodiny 300 ul elu¢niho pufru. Opét byly vzorky
kratce centrifugovany a byly odebrany roztoky nad partikulemi. K elektroforéze bylo
odebrano E1 4,3 pul a E1° 13 pl. Nakonec bylo k partikulim pfidano 100 pl
1x koncentrovaného VP a smés byla tfepana v termomixéru 15 minut pii teploté 95 °C.
K elektroforéze byly odebrany vzorky partikuli E2 1,4 pl a E2” 4,3 ul. Ke vSem
vzorkim pro elektroforézu byl pfidan 5x koncentrovany VP a byly ponechany

v termomixéru 5 minut pii teploté 95 °C.

Na zavér byla provedena elektroforéza s gradientovym gelem a vizualizace dle

kapitoly 4.2.1.6.

4.2.2.6 Finalni postup pro MS analyzu

Za stejnych podminek byly solubilizovany Sf9 mikrozomy bez DHRS7
s HIS-FLAG peptidem (kontrolni partikule) a SfY9 mikrozomy s DHRS7.
K elektroforéze byl odebran vzorek cistych Sf9 mikrozomt (3,2 ul) a vzorek Sf9
mikrozomt bez DHRS7 s HIS-FLAG peptidem (54 ul mikrozom smichano s 4,25 pl
HIS-FLAGU, z toho odebrano 0,58 pl).

Do jedné kadinky bylo pipetovano 50,2 pl Sf9 mikrozomii bez DHRS7
s HIS-FLAG peptidem, 449,8 pul resuspendacniho pufru, 62,8 ul 5% detergentu C12ES8
a 437,2 pl solubilizacniho pufru. Do druhé kadinky bylo pipetovano 250 pl Sf9
mikrozomt s DHRS7, 250 ul resuspenda¢niho pufru, 62,8 ul 5% detergentu C12E8
a437,2 ul solubilizacniho pufru (tabulka 6). Solubilizace byla provadéna po dobu
60 minut na ledu za stadlého michdni. Po solubilizaci byly odebrany vzorky

na elektroforézu (12,7 ul).
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Tabulka 6: SloZeni roztoku k solubilizaci mikrozomu (vzorek a kontrola).

SlozKky solubilizace Vzorek (ul) Kontrola (ul) ‘
Sf9 mikrozomy 250 50,2
Resuspenda¢ni pufr 250 449,8
5% detergent C12E8 62,8 62,8
Solubiliza¢ni pufr 437,2 437,2

K obou roztokiim byly pfidany 3 pl CaCly a 500 pl promytych protino Ni-IDA
partikuli (promyvani promyvacim pufrem 1 bez imidazolu). Smési byly inkubovany
v rotatoru 2 hodiny pfi teploté 4 °C. Po solubilizaci byly odebrany povazebné frakce
(12,8 pul) a nasledné byly oba vzorky promyvany promyvacim pufrem 1 s 30 mM
imidazolem. Po kazdém pétiminutovém promyti byly vzorky kratce centrifugovany
a byly odebrany roztoky nad partikulemi. Z téchto roztokti bylo odebrano 12,7 pl
W1-W6 k elektroforéze.

Kontrolni partikule i1 partikule s DHRS7 byly smiseny s 45,7 ul Hep G2 bunék
o koncentraci 10921,3 pg/ml (500 pg), 204,3 ul lyza¢niho pufru a 250 pul promyvaciho
pufru 1 bez imidazolu. Z této smé&si byly odebrany vzorky na elektroforézu (20 pl pred
pfidanim partikuli a 20 pl po pfidani partikuli). Smés byla nasledné inkubovéana
v rotatoru po dobu 16 hodin pii teploté 4 °C. Po inkubaci byly partikule promyty 6krat
promyvacim pufrem 1 bez imidazolu, po kazdém promyti byly roztoky na partikulemi

odebrany a z nich bylo odebrano 40 pul na elektroforézu.

Na zavér byla provedena eluce 300 pl eluéniho pufru o koncentraci imidazolu
250 mM. Smés byla michana po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté, vzorky byly
kratce centrifugovany a byly odebrany roztoky nad partikulemi. K elektroforéze bylo
odebrano 50 pl. Nasledné bylo k partikulim ptidano 100 pl 1% koncentrovaného VP
a sm&s byla tfepana v termomixéru 15 minut pfi teploté 95 °C. K elektroforéze bylo
odebrano 16,6 ul partikuli. Ke vSem vzorkim pro elektroforézu byl piidan

5% koncentrovany VP a byly ponechany v termomixéru 5 minut pfi teploté 95 °C.
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4.2.3 Western Blotting

4.2.3.1 Priprava blotovaci kazety

Gel ziskany po elektroforéze viz 4.2.2.4 byl misto vlozeni do fixa¢niho roztoku
umistén do nadobky s blotovacim pufrem na dobu 15 minut. Do druhé nadobky byla
umisténa blotovaci nitrocelulézova membrana podobné velikosti jako gel a do treti
nadobky dva kusy blotovacich papirti také podobné velikosti jako gel.

Po 15 minutach byl na blotovaci kazetu vlozen jeden blotovaci papir a na n¢j
blotovaci membrana. Na membranu byl umistén gel, ktery byl piekryt druhym
blotovacim papirem. Takto kompletné pfipravena kazeta byla vlozena do blotovaciho

pfistroje.

4.2.3.2 Blotovani
Na blotovacim pfistroji Trans-Blot Turbo byl vybran List, Bio-Rad a 1 mini gel.
Byl zvolen Standard SD a Run dle pozice kazety. Blotovani probihalo pti napéti 25 V

a bylo ukonéeno po 30 minutach.

4.2.3.3 Kontrola pFenosu proteini

Membréana byla vloZena do nadobky s roztokem 0,1% Ponceau S a barvena po
dobu jedné minuty do objeveni prouzkl. Roztok byl nésledné slit a membréana byla
odbarvena 10% kyselinou octovou. Nakonec byla membrana oplachnuta

1x koncentrovanym TBS-T pufrem do odbarveni membrany.

4.2.3.4 Vazba primarni protilatky

Membrana byla vloZzena do centrifuga¢ni zkumavky typu Falkon a ponechéna
hodinu a ptl v rotadtoru s 2 ml 5% blokovaciho mléka. Nasledné¢ byla membrana
promyta tfikrdt po péti minutaich 5 ml 1x koncentrovanym TBS-T pufrem.
Na membranu byly naneseny 2 ml krali¢i Anti-FLAG protilatky (1:16000 tj. 0,125 pl
protilatky a 2 ml 3% blokovaciho mléka). Zkumavka s membrénou a protilatkou byla
umisténa do rotatoru na 16 hodin pfi teploté 4 °C. Nasledné byla membrana promyta

tiikrat 5 ml 1x koncentrovanym TBS-T pufrem.

4.2.3.5 Vazba sekundarni protilatky

Na membranu byla aplikovdna sekundarni prase¢i anti-krali¢i protilatka (1:20000
tj. 0.1 pl protilatky a 2 ml 3% blokovaciho mléka). VSe bylo ponechano rotovat pfii
laboratorni teploté po dobu 1,5 hodiny. Membréna byla poté opét promyta tfikrat 5 ml
1% koncentrovanym TBS-T pufrem.
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4.2.3.6 Vizualizace (v temné komoi‘e)

Byl namichan detek¢ni systém — roztok A a roztok B v poméru 1:1 (objem
vypocitan Sitka x vySka membrany % 0,05). Membrana byla pfenesena na papirovy
karton a na ni byl nakapan detek¢ni systém. Po 5 minutach inkubace byla membrana
zbavena detek¢éniho systému, byla umisténa do folie a byla vlozena do osvitové kazety
s filmem.

Fotofilm byl exponovan po dobu piiblizn¢ 2 minut (dle intenzity skvrn). Nasledné
byla membrana piesunuta do nadobky s vyvojkou. Po objeveni prouzkl byla membrana
prenesena do nadobky ultracisté vody. Nakonec byla membrana vlozena do nadobky

s ustalovacem do odbarveni pozadi a poté zpét do nadobky s ultracistou vodou.

4.2.4 Priprava vzorki na MS analyzu

Podminky — nitrilové rukavice, pracovni deska i laboratorni sklo o¢isténo

lihomethanolem.

4.2.4.1 Stépeni trypsinem

Prouzky na elektroforéze, které byly urCeny pro MS analyzu, byly vytiznuty z gelu,
rozkrdjeny na co nejmensi ¢asti a vloZeny do mikrozkumavek.

Ke vzorkim bylo pfiddno 100 pl smési 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného
(60 ul) s 40% ACN (40 pl). Smés byla michana v termomixéru pfi teploté 30 °C po
dobu 30 minut a poté byl roztok nad gelem odstranén. Do mikrozkumavky bylo ke gelu
ptidano 100 pl acetonitrilu, vSe bylo michano pfi teploté 25 °C po dobu 5 minut a pfi
rychlosti 1500 rpm. Opét byl roztok nad gelem odstranén.

Pro redukci cysteini bylo pfidano 100 pl 10 mM DTT v 50 mM
hydrogenuhli¢itanu amonném a vSe bylo michano v termomixéru rychlosti 400 rpm pfi
teploté 57 °C a po dobu 45 minut. Roztok byl opét odstranén.

Pro blokovani cysteind bylo ptfidano 100 pl 55 mM jodoacetamidu v 50 mM
hydrogenuhli¢itanu amonném a znovu bylo vSe michano v termomixéru po dobu
25 minut a pfi teploté 25 °C. Roztok byl nésledné odstranén.

Déle bylo ke vzorkiim dvakrat ptfidano 100 pl 50 mM hydrogenuhli¢itanu
amonného. Vzorky byly michany 15 minut pfi pokojové teploté v termomixéru a poté
byl odstranén roztok. Ke vzorkiim bylo jesté pfidano 100 pl acetonitrilu, byly 5 minut
vortexovany a byl znovu odstranén roztok.

Nakonec bylo ke vzorku ptidano 10 pl Stépiciho enzymu trypsinu (smés 1 ul

trypsinu a 9 pl ultracisté vody). Gel byl prevrstven 30 pl 50 mM hydrogenuhlic¢itanu
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amonného. Gel byl ponechan pifes noc pfi teplote 37 °C za obCasného promichani
v termomixéru.

Vzorky byly poté centrifugovany a extrahovany na tfi vytfepky (40% ACN
s 1% TFA, 60% ACN s 1% TFA a 80% ACN s 1% TFA). Extrakce byla provadéna
v termomixéru pii laboratorni teploté po dobu 15 minut a rychlosti 1100 rpm. Spojené

vyttepky byly odpatfeny do sucha.

4.2.4.2 OQOdsoleni vzorki

Odparek byl rozpustén v 500 pl pufru A. Kolonky Empore™ C18-SD SPE
Cartridges byly promyty 500 pl methanolu a 500 pl pufru A (5% ACN s 0,1% TFA).
Po odkapani byly na kolonky naneseny vzorky a nasledné byly kolonky doplnény
pufrem A pro splachnuti vzorkli. Odsoleny vzorek byl eluovan 300 pl pufru B
(80% ACN s 0,1% TFA) a eluat byl odpaten do sucha.

4.2.4.3 Naneseni na desticku pro MALDI MS analyzu

Odparek byl rozpustén ve 25 ul pufru A. Vzorek (2,5 pl) byl smichan v poméru 1:1
s matrici (5 mg/ml a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny v 50% ACN s 0,1% TFA).
Tato smé&s byla nanaSena na desticku pro MALDI MS analyzu po 0,8 pl.

Vlastni analyza byla provedena PharmDr. Jurajem Lenéem, Ph.D., na Ustavu
molekularni patologie a biologie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové

Univerzity obrany v Brné.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

V  praxi existuyje mnoho metod, kterymi lze experimentdlné zkoumat
protein-protein interakce. Pro tuto préci byla zvolena metoda pull-down. Tato in vitro
metoda mutze slouzit jednak k nalezeni novych interakénich partnerti, ale také
k potvrzeni jiz nalezenych parterti jinou vhodnou metodou. Interakéni proteiny enzymu
DHRS7 byly na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové
jiz zkoumdny metodou koimunoprecipitace. V diplomové praci Mgr. Dominiky
Fassmannové bylo objeveno nékolik potencialnich interak¢nich partnerti, jako naptiklad
protein FXRI1 ovliviiujici vyvoj svalové tkdné, protein se zinkovymi prsty ZN703
regulujici protein p53 nebo 40S ribozomalni protein RS12, strukturalni slozka ribozomut
(Fassmannova 2016, str. 64). Vzhledem k tomu, ze vysledky takové in vitro metody je
vzdy tieba, kvili ¢astym faleSné pozitivnim vysledkd, ovéfit jinou metodou, bylo cilem
této prace potvrzeni téchto jiz popsanych interak¢nich partneri a nebo ziskani novych

pomocit jiné in vitro metody — pull-down.

Pti zavedeni pull-down metody je prvnim krokem navazani ndvnadového proteinu
na vybrany nosi¢. Pfedmétem naSeho vyzkumu byl lidsky enzym DHRS7 pfipraveny
v rekombinantni formé. Soucésti tohoto proteinu byly dvé fuzni znacky — flag-tag
a his-tag. Ob¢ tyto znacky byly umistény za sebou na C-konci molekuly DHRS7.
Pro pull-down metodu jsme si tedy mohli vybrat, kterou z téchto znacek pro vazbu
vyuzijeme. Vzhledem k tomu, Ze proteiny obsahujici his-tag se eluuji zvySenou
koncentraci imidazolu (500 mM) (Skarka et al. 2014), bylo vhodné pouzit tuto znacku.
Pii vyuziti flag-tagu se pouZziva eluce pomoci FLAG peptidu (Internet 9) nebo 3x FLAG
peptidu. Pouziti flag-peptidu pfinasi nasledné¢ problémy pro MS analyzu, ktera je

dualezita pro ziskani vysledka z pull-down metody.

5.1 Magnetické partikule

Pro studium protein-protein interakci enzymu DHRS7 pomoci pull-down metody
jsme zvolili jako nosi¢ magnetické partikule vhodné k vazbé proteinii s histidinovou
znackou (His Mag Sepharose Ni), a to pfedevSim pro jejich snadnou manipulaci.
Vzorky s magnetickymi partikulemi se jednoduse vkladaji do magnetického stojanku,
pohodIné béhem chvile se partikule odd€li od zbylého roztoku, ktery pak miize byt

odebran.
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Prvnim krokem v pull-down metodé je vazba studovaného tzv. ndvnadovaného
proteinu na nosi¢. Pro tvodni experimenty byla pouzita ¢istd DHRS7 s cilem navézat
dostate¢né mnozstvi proteinu. Pouziti ¢istého proteinu umoznilo jednoduchou evaluaci
vazby za pouziti SDS elektroforézy. Uvodni experimenty byly provedeny s 30 ug
purifikovaného enzymu DHRS7 a slozeni vzorku bylo upraveno, aby odpovidalo
budoucimu slozeni vzorku za pouziti SfY mikrozomti s DHRS7 (pfidavek 5% detergentu
C12ES). Vychozi podminky pro prvotni experimenty byly zvoleny podle doporuceni
vyrobce (Internet 7) tykajici se koncentrace imidazolu pro vazbu (5 mM), délky

inkubace (1 hodina) a mnozstvi partikuli (20 pl) dle vazebné kapacity.

Obr. 13: Vazba enzymu DHRS7 na magnetické partikule His Mag Sepharose Ni, inkuba¢ni doba
1 hodina. Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, SM = smés pred inkubaci s partikulemi,

PVZ = povazebna frakce

Z obrazku (Obr. 13) je patrné, Zze v povazebné frakci zlstdva pomérné velké
mnozstvi enzymu DHRS7 (38 kDa) ze vzorku, coz ukazuje na neefektivni vazbu
enzymu na partikule. V experimentu bylo pouzito 20 pl His Mag Sepharose Ni
partikuli, které by mély byt dle vyrobce schopné vazat cca 1 mg proteinu s histidinovou
znaCkou. Ackoliv toto mnozstvi zavisi na konkrétnim proteinu, v naSem piipadé byla
tato teoreticka kapacita prekroCena 30x. NedostaCujici vazebna kapacita by tedy neméla

byt zodpovédna za navazani malého mnozstvi enzymu DHRS7 na magnetické partikule.
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Jednim z parametrt, které je mozné zmenit, aby bylo dosazeno efektivnéjsi vazby,
je ¢as. Zkouseli jsme prodlouzit dobu inkubace z 1 hodiny na 2 hodiny nebo 16 hodin.
Ukazalo se, ze prodlouzeni inkubace partikuli s DHRS7 enzymem nepfineslo vyrazné
zlepSeni vazby. AZ po 16 hodinach dochdzi k navazani témét celych 30 pg DHRS7
na partikule (v povazebné frakci pozorovéan jen minimalni pruh). Protoze 16h vazba by
neumérne¢ prodluzovala dobu celého experimentu, rozhodli jsme se ponechat

dvouhodinovou inkubaci a zabyvat se optimalizaci jinych parametri (Obr. 14).

Obr. 14: Vazba enzymu DHRS7 na magnetické partikule His Mag Sepharose Ni, inkubac¢ni doba
16 hodin. Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, SM = smés pred inkubaci s partikulemi,

PVZ = povazebna frakce, W1-W3 = promyvaci frakce, ELU = eluce z partikuli pomoci VP

Pro dalsi experimenty jsme snizili mnozstvi enzymu DHRS7 z 30 pg na 20 pg

a bylo tedy upraveno slozeni vzorku, aby byly zachovany poméry jednotlivych slozek.

Protoze enzym DHRS7 je membranovy protein, ktery vyzaduje pro solubilizaci
a purifikaci pfitomnost detergentu (Skarka et al. 2014), zajimalo nds, zda jeho
pritomnost nemtlize negativné ovliviiovat efektivitu vazby. Vyrobce His Mag Sepharose
Ni z4dné informace o interferenci detergentu neuvadi (Internet 7) a pro nase budouci
experimenty s SfY mikrozomy s rekombinantni DHRS7 je jeho pfitomnost nezbytna.
Proto jsme provedli experiment s pouZzitim cytosolického enzymu ze stejné proteinové
nadrodiny, s rekombinantni karbonylreduktasou 1 (CBR1) s his-tagem. Jde o enzym
podobné¢ struktury, ale jelikoz je jeho bunécna lokalizace v cytosolu, nepotiebuje tento

enzym piitomnost detergentu.
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Obr. 15: Vazba enzymu CBRI s his-tagem na magnetické partikule His Mag Sepharose Ni.
Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, SM = smés pred inkubaci s partikulemi,

PVZ = povazebna frakce.

Na obrazku (Obr. 15) je opét vidét silny pruh v povazebné frakci, zda se tedy,
Ze uplna nepfitomnost detergentu nijak zvIast' neovliviluje interakci mezi partikulemi

a enzymem obsahujicim histidinovou znacku.

V ramci optimalizace jsme dale zkouseli navysit mnozstvi magnetickych partikuli
z20 ul na 100 pl. NavySenim mnozstvi partikuli jsme jiz dosahli efektivni vazby
¢istého enzymu DHRS7 na His Mag Sepharose Ni partikule. V povazebné frakci bylo
zcela minimalni mnozstvi DHRS7 (Obr. 16). Proto jsme pfistoupili k vazbé takové, jaka
by meéla byt pro provedeni kompletni pull-down metody, tedy s pouzitim
solubilizovanych Sf9 mikrozomti s DHRS7. Z takového vzorku se nam ale nepodaftilo

DHRS7 na His Mag Sepharose Ni partikule navézat.
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Obr. 16: Vazba enzymu DHRS7 na magnetické partikule His Mag Sepharose Ni (100 pl partikuli ).
Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, SM = smés pred inkubaci s partikulemi,

PVZ = povazebna frakce

I pres fadu optimalizaci se nam pozdé&ji nepovedlo opakované navazat dostate¢né
mnozstvi Cist¢tho enzymu DHRS7 za danych podminek. Divody se nam nepodatilo
odhalit. Pravdépodobné byl pribéh interakce ovlivnén jinymi faktory a navySeni

mnozstvi magnetickych partikuli, a tedy vazebné kapacity, jejich efekt pouze prekrylo.

Jednim z faktord, ktery by mohl ovliviiovat vazbu na partikule His Mag Sepharose,
by mohla byt velikost ndvnadového proteinu. Lidsky enzym DHRS7 mé molekulovou
hmotnost 38 kDa. Hara et al. (2017) ve svém vyzkumu protein-protein interakci provedl
pull-down metodu s totoznymi partikulemi His Mag Sepharose Ni. Jako ndvnadovy
protein pouzil proteoglykan biglycan o molekulové hmotnosti 42 kDa (dle UniProtKB
databaze), tedy o podobné molekulové hmotnosti jako enzym DHRS7. Tento typ
partikuli (His Mag Sepharose Ni) byl uspésné pouzit i pii jinych experimentech, jako
napiiklad pii purifikace proteinu vinkulinu (Hagiwara et al. 2014). Tento protein ma
molekulovou hmotnost 116 kDa, tedy molekulovou hmotnost podstatné vétSi nez
DHRS7 a i ptesto byl protein na partikule GspéSn¢€ navazan. Zda se tedy, ze velikost

molekuly ndvnadového proteinu nehraje dominantni roli v efektivité vazby.

Dalsim faktorem hrajicim roli v efektivité vazby mezi proteinem a partikulemi

His Mag Sepharose Ni by mohla byt velikost samotnych partikuli. Vyrobce udava
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velikost partikuli v rozmezi 37-100 pm (Internet 7). Vétsi partikule by tedy mohly
stericky branit mens$im partikulim v tvorbé vazby s proteiny. Dusledkem tohoto efektu
by mohla byt snizend vazebna kapacita partikuli a nutnost navyseni vychoziho mnozstvi
partikuli pro docileni efektivni vazby mezi proteinem a nosicem. Tento stericky efekt by
mohl vysvétlit uspéSnost nami provedeného experimentu s pouzitim 100 pl partikuli

namisto doporucenych 20 pl.

Jelikoz je navazani enzymu DHRS7 na partikule nezbytné pro provedeni celé
pull-down metody, rozhodli jsme se vyuzit jiny nosi¢ a vyzkousSet nemagnetické Protino
Ni-IDA partikule. Vyhodou téchto partikuli je jejich jednotna velikost (90 pm,
Internet 8), pomoci které¢ bychom se mohli vyvarovat moznému sterickému ovlivnéni.
Také jsou tyto partikule rozmérove vétsi, proto by mohly 1épe tvorit vazbu s enzymem
Nastésti tento typ partikuli dobfe sedimentuje a k oddéleni od roztoku sta¢i kratké

centrifugovani (1 minutu pfi rychlosti 1000 rpm).
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5.2 Protino Ni-IDA partikule

V prvotnich experimentech jsme opét vychazeli z pokynti vyrobce (Internet ).
Pro experimenty jsme jiz od zacatku pouzivali Sf9 mikrozomy s DHRS7 namisto
¢istého enzymu DHRS7 (na rozdil od magneticky His Mag Sepharose Ni). Pipetovali
jsme 200 pul Protino Ni-IDA partikuli, jejichz vazebna kapacita dle vyrobce Cinila 400
ng proteinu. Jelikoz SfY mikrozomy s DHRS7 obsahovali ptiblizné 200 ug celkového

proteinu, kapacita pouzitych partikuli pro vazbu his-tag proteint byla dostacujici.

Nejprve byly mikrozomy solubilizovany (Skarka et al. 2014) a nasledné
inkubovany s partikulemi po dobu 2 hodin. Vyrobce dobu inkubace uvadi v rozmezi
5-15 minut s poznamkou, Ze se doba inkubace muze lisit protein od proteinu
(Internet 8). Tento Cas inkubace se nam zdal pon¢kud kratky, a proto jsme v prvotnich
experimentech zvolili dobu 2 hodin a tento parametr v dalSich experimentech
optimalizovali dle ziskanych vysledkd. Po inkubaci jsme promyvali partikule pomoci
promyvaciho pufru 1 s imidazolem o koncentraci 5 mM a 30 mM. Vyssi koncentrace

imidazolu méla zajistit odstranéni ptipadnych nespecifickych interakeci.

Nakonec jsme provedli eluci eluénim pufrem o koncentraci imidazolu 500 mM.
Pisobenim dostatecné vysoké koncentrace imidazolu by se mély navdzané proteiny
s histidinovou znackou uvolnit z partikuli, coz by se mélo projevit jako silny pruh
v eluci E1. Mechanismus tohoto uvolnéni je na principu kompetice vysoké koncentrace
imidazolu s nikelnatymi ionty partikuli (Internet 8). Tento typ eluce byl uvazovan pro
finalni  pull-down  experimenty, protoze by mél  poskytovat méné
nespecifickych / faleSné pozitivnich vysledkii ve srovnani s eluci elektroforetickym
vzorkovym pufrem. I pfesto jsme po eluci pomoci imidazolu provedli jest€ druhou eluci
Ix koncentrovanym vzorkovym pufrem za zvySené teploty, ktery by mél vSechny
1 nespecificky navazané proteiny z partikuli odvazat a ukdzat, jak je eluce imidazolem
specificka. Tento vzorkovy pufr obsahuje slouceninu dodecylsultat sodny
(SDS) — detergent schopny u¢inn¢ denaturovat proteiny v roztoku (Farell, 2010).
Pro zvySeni efektivity denaturace pomoci SDS byla denaturace provadéna za zvySené
teploty 95 °C. Po eluci vzorkovym pufrem jsme k elektroforéze odebirali vzorek

partikuli, ktery by mél ukazat, co vSechno zlstalo na partikulich jesté navazéano.
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Obr. 17: Vazba Sf9 mikrozomi s DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule s pouZitim promyvaciho
pufru s 30 mM imidazolem. Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, S = Sf9 mikrozomy,
SO = solubilizované Sf9 mikrozomy, PVZ = povazebna frakce, W1-W6 = promyvaci frakce, E1 =
eluce z partikuli elu¢nim pufrem (3 pl), E2 = partikule po eluci VP (1 pl), E1" (9 pl) a E2° (3 pl)

Z obrazku (Obr. 17) je vidét, ze v povazebné frakci i v promyvaci frakci W1
zustavd mnoho nenavazaného enzymu DHRS7. To ukazuje, ze se enzym vaze
na partikule jen v malém mnozstvi a zistava tedy volné€ v roztoku. Pouzitim 30 mM
imidazolu v promyvacim pufru jsme docilili zfetelnéjSich pruhd v elucich a méné
nespecifickych interakci diky jejich odstranéni promyvacim pufrem. V eluci E1 pomoci
500 mM imidazolu nejsou patrné téméf zadné pruhy. V eluci 1x koncentrovanym
vzorkovym pufrem E2 je sice zietelny pruh odpovidajici DHRS7, ale nasim cilem bylo
ziskat co nejsiln€jsi pruh v eluci E1, kterd by zaruCovala specifictéjsi eluci a ktera byla

v tomto experimentu ale neefektivni.

Muselo tedy dojit k optimalizaci smérem ke zlepSeni eluce elu¢nim pufrem

s imidazolem. Domnivali jsme se, ze navySenim koncentrace imidazolu v elu¢nim pufru
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z 500 mM na 1 M eluujeme vice proteinil navazanych na partikule a to se projevi jako
siln€j8i pruh v eluci E1. Pro zvyseni efektivity eluce jsme jest¢ prodlouzili dobu eluce
imidazolem z ptivodnich 15 minut na 1 hodinu. Timto zvySenim koncentrace imidazolu
v elu¢nim pufru vSak nebylo pozorovdno zvySené mnozstvi proteinu v eluci E1. Pro
lepsi vizualizaci jsme vyzkousSeli zvétsit objemy odebrané na elektroforézu, viz tabulka
¢. 7, abychom predesli problémim s citlivosti metody barveni. Navic jsme pridali jeste
jednu frakci — eluci E3 pomoci 1% koncentrovaného vzorkového pufru a k elektroforéze

jsme pipetovali roztok nad partikulemi, tedy strZzené proteiny vzorkovym pufrem.

Tabulka 7 : Pfehled odebranych objemii k elektroforéze (Protino Ni-IDA partikule).

Rostouci Ffada objemu eluci pipetovanych k elektroforéze

Eluce E1 10 pl 20 pul 30 ul
Eluce E2 2ul 5l 10 pl
Eluce E3 2 ul S5ul 10 pl

Obr. 18: Nasobné objemy eluci pipetované k elektroforéze s pouzitim elu¢niho pufru s 1 M
imidazolem. Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, E1 = eluce z partikuli elu¢nim pufrem

(10 pl), E2 = partikule po eluci VP (2 pl), E3 = roztok nad partikulemi po eluci VP (2 pl),
E17 (20 pl), E2° (5 pl), E3" (5 pl), E17" (30 pl), E27" (10 pl), E37" (10 pnl)

Ani zvySené mnozstvi odebirané k elektroforéze neukdzalo vyrazny pruh v eluci E1
(Obr. 18). Ukéazalo se, Zze zvySena koncentrace imidazolu tedy nezlepSuje eluci proteini

s histidinovou znackou, v nasem piipad¢ tedy DHRS7.
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Jelikoz vazba enzymu DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule nebyla prozatim
dostatecné efektivni (Obr. 17), snazili jsem se tuto vazbu jeste¢ zlepSit. Jednim
z potencialnich problémi v efektivité tvorby vazby mohl byt promyvaci pufr, ktery jsme
v experimentech pouzivali. Vyrobce u nami pouzivané¢ho Tris pufru uvadi moznou
interferenci s Protino Ni-IDA partikulemi (Internet 8). V ramci jednoho experimentu
jsme tedy vyzkouseli pouziti fosfatového pufru, ktery vyrobce doporucuje. Vysledky
tohoto experimentu ale nepfinesli nic nového, naopak bylo eluovano jest€¢ méné

proteintl, a proto jsme se vratili zpét k Tris pufru.

V ramci optimalizace vazby jsme dale zkouseli vynechat ptidani 5 mM imidazolu
do promyvacim pufru 1, kterym byly prvotné partikule promyvany pied pridanim
k solubilizovanym mikrozomim. Také bylo vynechéno pfidani 5 mM imidazolu pted
pfidanim partikuli k solubilizovanym mikrozomim. Vyrobce uvadi, ze by ptfitomnost
malého mnozstvi imidazolu v roztoku s partikulemi mohla interferovat s tvorbou vazby
mezi partikulemi a proteiny. Ve vysledku by pak mohlo dochazet k zhorSeni tvorby této

vazby a nasledné nizsi eluci proteinil (Internet 8).
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Obr. 19: Vazba Sf9 mikrozomi s DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule s vynechanim imidazolu
pred pridanim partikuli k solubilizovanym mikrozomim. Legenda: M = marker molekulovych
hmotnosti, S = Sf9 mikrozomy, SO = solubilizované Sf9 mikrozomy, PVZ = povazebna frakce,
W1-W6 = promyvaci frakce E1 = eluce z partikuli elu¢nim pufrem (3 pl), E2 = partikule po eluci
VP (1 ul), E3 =roztok nad partikulemi po eluci VP (1 ul), E1° (9 ul), E2° (3 ul), E3” (3 pb)

Za t&chto podminek, tedy za vynechani imidazolu ptfed pfidanim partikuli
k solubilizovanym mikrozomiim, se nam jiZ podafilo navazat vétSsi mnozstvi enzymu
DHRS7 z §f9 mikrozomt na Protino Ni-IDA partikule a diky tomu ziskat v eluci E1
za pouziti 500 mM imidazolu slaby prouzek (Obr. 19). Tim jsme ziskali pruh v té eluci,
ktera obsahuje méné nespecifickych / falesné pozitivnich vysledkt (E1) a ktera je pro
naSe budouci experimenty vyhodnéjsi nez eluce 1x koncentrovanym vzorkovym

pufrem E2.

Ptitomnost enzymu DHRS7 v eluci E1 500 mM imidazolem byla nésledné ovétrena
metodou Western Blotting. Na nitrocelul6zovou membranu s pfenesenymi proteiny
z gelu byla nanesena primdrni krali¢i Anti-FLAG protilatka, kterd se specificky

navézala jen na proteiny oznacené flag-tagem, tedy na DHRS?7.
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Obr. 20: Western Blotting. Legenda: M = marker molekulovych hmotnosti, E1 = eluce z partikuli

elu¢nim pufrem, E2 = partikule po eluci VP, E3 = roztok nad partikulemi po eluci VP

Western Blotting potvrdil vazbu enzymu DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule
a pritomnost DHRS7 v eluci elu¢nim pufrem s 500 mM imidazolem E1 (Obr. 20).
Nicméné se ndm nepodafilo tento experiment s pruhem v eluci E1 zopakovat, 1 piesto,
ze jsme zachovaly shodné podminky. Proto jsme pro dalsi ¢ast experimentu vyuzili
eluci 1x koncentrovanym vzorkovym pufrem E2. I kdyz jsme v této eluci E2 méli
dostate¢né mnozstvi eluovaného enzymu DHRS7, obsahovala tato eluce velké mnozstvi
nespecifickych interakci, coz ndm do budoucna ztézovalo naslednou identifikaci

interak¢nich proteinovych partnert enzymu DHRS7.
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5.3 Kontrolni partikule

Vhodné zvolend kontrola experimentu je velmi dilezitd s cilem eliminace
nespecifickych/falesn¢ pozitivnich vysledkii (Internet 2). V rdmci kontrolniho
experimentu jsme pouzili jiné SfY mikrozomy, a to konkrétné Sf9 mikrozomy bez
DHRS7. Namisto enzymu DHRS7 byl pouzit HIS-FLAG peptid, ktery ma stejn¢ jako
DHRS?7 schopnost vazat se na nosi¢ Protino Ni-IDA partikule pomoci polyhistidinové

znacky.

Enzym DHRS7 oznadeny his-tagem a flag-tagem muze tvorit jednak specifické
interakce piimo mezi DHRS7 a proteinem (nami hledani interakéni partnefi), ale
1 interakce mezi jeho znackou his-tagem (flag-tagem) a proteiny. Tyto interakce mezi
tagem a proteiny jsou nespecifické a mohly by byt povazovany za interakéni partnery
enzymu DHRS7, coz nejsou. Proto je potiebné zvolit vhodnou kontrolu, a to konkrétné
zjistit, jaké proteiny bude véazat samotny his a flag-tag. V elucich poté pozorujeme
rozdily mezi eluci s enzymem DHRS7 a eluci s HIS-FLAG peptidem a tyto rozdily

se snazime identifikovat.

Pro tento experiment jsme zvolily stejné podminky jako pro experiment s Sf9
mikrozomy s DHRS7, aby mohly byt vysledky porovnatelné (oba experimenty
provadeény ve stejny ¢as). Mnozstvi pipetovanych mikrozomt bez DHRS7 1 HIS-FLAG
peptidu byla upravena, aby odpovidala pomérové mnozstvi Sf9 mikrozomti s DHRS7.
V experimentu s SfY mikrozomy s DHRS7 jsme pipetovali 225 pl mikrozomu které
obsahuji 1,395 mg proteinu. Z tohoto mnoZstvi je pfiblizné 5 % enzymu DHRS7
(69,75 pg). Bylo tedy smichdano 50 pl SfY9 mikrozomi bez DHRS7 o koncentraci
36,98 mg/ml (1,85 mg proteinu) s 9,28 pl HIS-FLAG peptidu (92,8 ng), coZ je nami
pozadovanych 5 %. Déle byly pomérové opraveny objemy roztoki k solubilizaci

579 mikrozoml bez DHRS7, aby odpovidali experimentu s DHRS7 (4.2.2.5).

Pouzili jsme podminky =ziskané v ramci optimalizace vazby DHRS7

z Sf9 mikrozomu na Protino Ni-IDA partikule, tedy:

» promyvani ¢istych Protino Ni-IDa partikuli promyvacim pufrem bez imidazolu
» vazba DHRS7 (nyni HIS-FLAG peptidu) bez ptitomnosti imidazolu

» promyvani partikuli po vazbé promyvacim pufrem s 30 mM imidazolem
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Pro tento kontrolni experiment jsme prodlouzili del§i dobu inkubace — 4 hodiny.
Po inkubaci vSe probihalo totozné jako u SfY mikrozom s DHRS7, tedy eluce El
eluénim pufrem s 500 mM imidazolem (1 hodina) a eluce E2 1x koncentrovanym

vzorkovym pufrem (15 minut) (Obr. 21).

Obr. 21: Vazba Sf9 mikrozomi bez DHRS7 na Protino Ni-IDA partikule. Legenda: M = marker

molekulovych hmotnosti, E1 = eluce z partikuli elu¢nim pufrem, E2 = partikule po eluci VP

Z obrazku je patrné, Ze jsem dosahli silného pruhu v eluci E2, tedy Gspésné vazby
HIS-FLAG peptidu na Protino-Ni IDA partikule. Jelikoz méa tento peptid niZsi
molekulovou hmotnost (2 kDa), nachazi se pruh v eluci ve spodni ¢asti gelu.

Tento kontrolni experiment byl nasledn¢ vyuzit k porovnani pruht v eluci E2
1% koncentrovanym vzorkovym pufrem u Sf9 mikrozomid bez DHRS7 s eluci E2
1x koncentrovanym vzorkovym pufrem u SfY mikrozomy s DHRS7 v ramci finalni

pull-down metody.
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5.4 Finalni pull-down metoda

V ramci predchozich experimentd se ndm podafilo UspéSné navazat enzym DHRS7
z Sf9 mikrozomu na Protino Ni-IDA partikule. V ramci fady optimalizaci se ndm také
podafilo eluovat dostatecné mnozstvi tohoto enzymu eluci 1x koncentrovanym
vzorkovym pufrem E2. Dale byly podobnym zpiisobem piipraveny vhodné kontrolni
partikule nesouci HIS-FLAG peptid. Kontrolni experiment ndm umoZziiuje porovnat

eluéni frakce a identifikovat potencidlni interakéni partery enzymu DHRS7.

Po celé sérii ptiprav a optimalizacnich krokt jsme tedy mohli pfistoupit k finalni
a kompletni pull-down metod€. Protino Ni-IDA partikule s navdzanym proteinem
DHRS?7 a kontrolni partikule byly inkubovany s lyzatem bun¢k Hep G2. Tato bunétné
linie pfirozené exprimuje enzym DHRS7 a obsahuje tedy jeho potencidlni interakéni
partnery. Inkubace s bunéénym lyzatem probihala 16 hodin a nésledn¢ byla provedena
eluce E2 1x koncentrovanym vzorkovym pufrem. Eluce E2 1x koncentrovanym
vzorkovym pufrem obsahuje mimo jiné ndmi hledané potencidlni protein-protein
interakce enzymu DHRS7. Je zfejmé (Obr. 22), Ze eluce obsahuje velké mnozZstvi
proteini. Aby se dalo urcit, které prouzky obsahuji potencidlni proteinové vazebné
partnery enzymu DHRS7, byly ziskané eluce E2 a E2" (kontrolni partikule),

pfipravované za stejnych podminek, porovnany.

Jak ukazuje obrdzek 22, nalezli jsme 5 mist, které se liSili v eluci E2 a E2’, tedy
obsahovali prouzek v eluci E2 (partikule s DHRS7) a nikoliv v eluci E2" (kontrolni
partikule).
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Obr. 22: Finilni pull-down metoda — inkubace s lyzitem bunék Hep G2 (A: Sf9 mikrozomy
s DHRS7 a B: kontrolni partikule s Sf9 mikrozomy bez DHRS7). Legenda: M = marker
molekulovych hmotnosti, E2 = partikule po eluci VP, E2” — kontrolni partikule po eluci VP

Téchto 5 nalezenych pruhti nam tedy ukazuje potencialni protein-protein interakce
enzymu DHRS7 ziskané pomoci metody pull-down. K jejich identifikaci je zapotiebi
naslednd hmotnosti spektrometrie (MS), ktera umozni identifikaci obsazenych proteint.

ProuZky jsme tedy z gelu vyfezali a pfipravili vzorky pro MS analyzu dle postupu 4.2.4.

Bohuzel MS analyza neidentifikovala ani v jednom vzorku zadné proteiny.
Vzhledem k tomu, Ze nebyly pfitomny ani keratiny, které se ve vzorcich €asto vyskytuji
jako kontaminanty, d4 se uvazovat o chybé v pfipravé vzorki na MS analyzu.
Vzhledem k ¢asovym moZnostem se jiz nepodaftilo experiment zopakovat. TudiZ se nam
nepodafilo potvrdit potencidlni interakéni partnery lidského enzymu DHRS7 popsané
pomoci jiné in vitro metody — koimunoprecipitace a ani nalézt ptipadné dalsi interakéni
partnery. Nicméné¢ byla metoda pull-down pro enzym DHRS7 optimalizovdna

a zavedena na Katedru biochemickych véd, kde bude moci byt dale vyuzivana.
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zavedeni in vitro metody pro studium interakénich partnert
enzymu DHRS7 — metody pull-down. Podafilo se ndm navézat rekombinantni enzym
DHRS7 z §f9 mikrozoml na nami vybrany nosi¢ Protino Ni-IDA partikule. Tato vazba
byla potvrzena metodou Western Blotting. Uskutecnili jsme i1 kontrolni experiment
zapouziti HIS-FLAG peptidu jako navnadového proteinu. Dale jsme provedli
kompletni pull-down metodu inkubaci navdzaného enzymu na nosi¢ s lyzatem bunck
Hep G2. Pomoci SDS-PAGE elektroforézy jsme ziskali pét prouzkii obsahujici mozné
interak¢éni partnery enzymu DHRS7. BohuzZel se ndm nepodafilo tyto interakéni partery

presné identifikovat pomoci MS analyzy.

Dokézali jsme ale zoptimalizovat nové zavadénou metodu pull-down s vyuzitim
Protino Ni-IDA partikuli pro studium protein-protein interakci, kterd mize byt dale
vyuzita pii dalSich experimentech na Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty

v Hradci Kralové.
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7 SEZNAM ZKRATEK

11B-HSD 11B-hydroxysteroiddehydrogenazy
3B-HSD 3B-hydroxysteroiddehydrogenazy
6PG 6-fosfoglukonat

ACN acetonitril

APS persiran amonny

BFB bromfenolova modft

CI12ES8 octaethylen glycol monododecyl ether
CaCl chlorid vapenaty

CBR karbonyl-reduktazy

Cys cystein

DHRS dehydrogenazy/reduktazy

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
ELU (E) eluce

ER endoplazmatické retikulum
FLAG octapeptidova sekvence

G6P gluko6za-6-fosfat

Glu glutamova kyselina

Gly glycin

GSH glutation

GST glutation-S-transferaza

H6PDH hexosa-6-fosfat dehydrogenaza
HCI chlorovodikova kyselina

Hep G2 bunécna linie lidskych hepatocytl
KCl chlorid draselny

kDa kilodalton

M marker molekulovych hmotnosti
MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization
MS hmotnostni spektrometrie

NaCl chlorid vapenaty

NAD(H) nikotinamidadenindinukleotid
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NADP(H)
NMR
PMSF
PPARYy
PVZz
RAL
RDH 10
ROL

S

S2

SDR

SDS
SDS-PAGE
Sf9

SM

SO
TBS-T
TEMED
TFA

Tris

VP

nikotinamidadenindinukleotidfostat

nuklearni magnetické resonance
fenylmethylsulfonylflorid

receptor gama aktivovany peroxisomovym proliferatorem
povazebna frakce

retinaldehyd

retinol-dehydrogenaza 10

retinol

S79 mikrozomy s DHRS7

S79 mikrozomy bez DHRS7
dehydrogenédzy/reduktazy s kratkym fetézcem
dodecylsulfat sodny

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza
hmyzi buné¢na linie z ovarialnich bunék Spodoptera frugiperda
smés pied inkubaci s partikulemi
solubilizované SfY mikrozomy

tris-buffered saline wash buffer with Tween 20
N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin
trifluoroctova kyselina
tris(hydroxymethyl)aminomethan

vzorkovy pufr

promyvaci frakce
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INTERNETOVE ZDROJE

Internet 1: Databaze objevenych zastupcti SDR nadrodiny

http://www.uniprot.org/uniprot/?query=SDR &sort=score

Internet 2: Pull-down metoda

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-

learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/pull-down-assays.html

Internet 3: Avidin

https://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-biology/antibodies/antibody-

products.html?TablePage=9674538

Internet 4: Vznik komplexu nikelnatych iontil, kyseliny iminodioctové a silikonovych
kulicek
https://www.bioke.com/blobs/Plaatjes/MN/Protino/Structure-of-IDA.jpg

Internet 5: Metody in vivo, in vitro a in silico

https://mpkb.org/home/patients/assessing_literature/in_vitro_studies

Internet 6: Protein-protein interakce

https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/protein-biology/protein-biology-

learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/overview-protein-

protein-interaction-analysis.html

Internet 7: His Mag Sepharose Ni - ptibalovy letdk

https://www.gelifesciences.co.jp/catalog/pdf/magsepharose ni.pdf

Internet 8: Protino Ni-IDA partikule - ptibalovy letdk

http://www.mn-net.com/Portals/8/attachments/Redakteure Bio/Protocols/Protino/UM_ProtinoN

i-IDA.pdf

Internet 9: Flag peptid

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f3290?lang=en&region=CZ
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