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Seznam pouzitych zkratek

BCA
BOC
FPLC

PG
PG A
PG C
pepsin
pm
RSD

kyselina bicinchoninova

N-terc-butyloxy-karbonyl

Fast Protein Liquid Chromatography (stfednétlaka kapalinova
chromatogratfie)

pepsinogen

pepsinogen A

pepsinogen C

praseci pepsin A

(rotations per minute) ota¢ky za minutu

relative standard deviation (relativni smérodatni odchylka)



Uvod

Lidska zaludec¢ni $t'ava obsahuje dva hlavni travici enzymy (pepsin A a pepsin C),
které se lisi svymi biologickymi a imunologickymi vlastnostmi. Pepsiny jsou
produkovany v inaktivni formé jako pepsinogeny (PG A a PG C). Jejich hladiny
v krevnim séru odrazeji morfologicky a funkéni stav Zzaludecni sliznice. Jiz pii ranych
stadiich rakoviny Zaludku se méni zastoupeni a hladiny PG. Stanoveni téchto hladin
proto muze byt uZiteCnym a v¢asnym markerem rakoviny Zaludku. Z diagnostického
hlediska je zajimavy predevsim pomér PG A/PG C. U nemocnych s rakovinou Zaludku
byl oproti zdravym jedinctiim zjistén v krevnim séru nizky pomér PG A/PG C.

Afinitni chromatografie se jevi jako jedna z vhodnych metod pro separaci a
detekei jednotlivych PG a pepsint. Tato metoda je zaloZena na biospecifické interakci
mezi ligandem imobilizovanym na stacionarni fazi a studovanou komplementarni latkou.
Interakce probihajici v adsorpénim procesu jsou identické nebo velmi podobné
interakcim probihajicim pfi  biologickém plsobeni makromolekuly. Ptirozenym
inhibitorem aspartatovych proteinaz pepsinového typu je pepstatin A. Proto ho lze vyuzit

jako ligand pii stanoveni pepsind.

Téma bakalarské prace bylo soucasti granti MSMT: MSM 0021620806 a
LC 06044, které se z casti zabyvaji studiem aspartatovych proteinaz. Konkrétnim cilem
bakalatrské prace byla optimalizace adsorpénich a eluénich podminek pepsinu na afinitni
stacionarni fazi s imobilizovanym pepstatinem A. Jako modelova proteindza byl pouzit

praseci pepsin A.



1. Teoreticka c¢ast

1.1 Aspartatové proteinazy'*”

Aspartatové proteinazy se tfadi do skupiny proteolytickych enzymi, které jsou
Siroce rozSifeny v organizmech. Patii do tfidy hydrolaz a podtiidy C-N hydrolaz, protoze
katalyzuji Stépeni peptidové vazby. pH optimum S§tépeni témito enzymy lezi v kyselé
oblasti. Ve svém aktivnim centru obsahuji dva zbytky kyseliny asparagové, a proto je
komise IUB nazvala aspartatové proteinazy’. Vsechny aspartatové proteinazy jsou
syntetizovany v inaktivni formé jako proenzymy, ze kterych vznikaji ods$tépenim
aktivatniho peptidu v kyselém prostiedi aktivni enzymy. Zakladni katalyticky
mechanizmus je pro vSechny aspartatové proteindzy stejny. Aby mohl byt enzym
klasifikovan jako aspartatova proteinaza pepsinového typu, musi byt inhibovan
pfirozenym inhibitorem pepstatinem A a syntetickymi inhibitory (diazoacetylnorleucin

methylester, 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxy) propan).

1.1.1 Aspartatové proteinazy v lidském téle"*”

Lidska zalude¢ni Stava obsahuje travici enzymy-pepsiny. Podle biologickych a

imunologickych vlastnosti se rozliSuji dva hlavni typy: pepsin A a pepsin C.

PEPSIN A (EC 3.4.23.1)

Je produkovan v inaktivni formé jako pepsinogen A (PG A) hlavnimi a
hlenovymi burikami sliznice téla Zaludku dospélych obratlovci. Z Zaludecni sliznice se
pepsinogen A uvolinuje do Zaludku a v malém mnozstvi také do krevniho séra a moci. V
kyselé zalude¢ni Stavé z n¢ho vznika aktivni forma — pepsin A, ktery pfednostné §tépi
peptidové vazby mezi aromatickymi aminokyselinami®. Vykazuje vysokou afinitu vigi

syntetickému substratu N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-L-tyrosinu®.

PEPSIN C (EC 3.4.23.3)
Jeho trividlni ndzev je gastriksin. Je produkovan v inaktivni formé jako
pepsinogen C (PG C) po celé Zzalude¢ni sliznici a na rozdil od pepsinu A je produkovan

také v Brunnerovych zlazach v proximalnim duodenu a v pylorickych zlazach v antru.



Malé mnozstvi je sekretovano v epitelovych bunkach prostaty a semennych vaccich, ze
kterych se PG C dostava do semenného sekretu'. PG C se vyskytuje v krevnim séru, ale
narozdil od PG A neni pfitomen v moc¢i. Pepsin C vykazuje velmi nizkou afinitu

k syntetickému substratu N-acetyl-L-fenylalanyl-3,5-dijod-L-tyrosinu'®.

1.1.2 Patologické zmény aspartatovych proteinaz v lidském organizmu

Rakovina Zaludku je v soucasné dob¢ jedna z nejastéjSich typl rakoviny a je
¢astou pfi¢inou umrti na celém svété. Nejvys§i incidence rakoviny zaludku je
v Japonsku, Costa Rice, Chile a nejnizsi je naopak ve Spojenych statech americkych”.
Bylo zjisténo, ze hladiny PG v krevnim séru odrazeji morfologicky a funkéni stav

v v s . . 1 ’ . . o . ’ ’
zaludecni sliznice''. Je pozorovana souvislost mezi hladinami PG v krevnim séru a

311,12 L1112
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nékterymi onemocnénimi napft. rakovina Zaludku , gastritida , viedy ' a rakovina

prsu'. Hladiny sérovych PG se lisi u jednotlivych osob, stati a etnickych skupin®''.
Hodnoty téchto hladin souviseji napt. s vékem, pohlavim, narodnostnim pivodem a
ivotnim stylem jedince™'".

Velka pozornost byla vénovana zjistovani hladiny a vzdjemného poméru PG A a
PG C v krevnim séru. Bylo zjisténo, Ze pomér PG A a PG C muze slouzit jako vyznamny

diagnosticky marker u rakoviny zaludku®'"'%.

Oishi provedl ctrnactiletou studii
japonského obyvatelstva, ve které se zabyval souvislosti mezi vznikem rakoviny Zaludku
a pomé€rem pepsinogent v krevnim séru. Zjistil, Ze ptfi rakovin¢ Zaludku je velmi nizka
hladina sérového PG A, zatimco hladina PG C se vyznamné neméni. Pomér PG A/PG C
je 5,1 u zdravych jedincl, zatimco u nemocnych s rakovinou Zaludku tento pomér
vyrazné klesa na hodnotu 1[,3. Vysledky studie potvrdily, Ze PG test je vhodny pro
detekci ranych stadii rakoviny Zaludku'2.

Byl zkouman vztah PG C vzhledem k vyskytu rakoviny prsu. Zatimco zdrava
lidska prsni tkan PG C neprodukuje, u patologicky modifikované prsni tkané k jeho
produkei dochézi. Studie dokazuje, Ze PG C muze byt dulezity pii vzniku benigniho a

oo ) Ik
maligniho prsniho onemocnéni .



1.1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti pepsinu a pepsinogenu

Pepsiny maji niz$i relativni molekulovou hmotnost nez pepsinogeny. Porovnani
relativnich molekulovych hmotnosti lidského a prase¢iho pepsinu A a PG A je uvedeno

v tabulce 1.

Tab. 1. Relativni molekulové hmotnosti lidského a prase¢iho pepsinu A a PG A

¢lovek prase
pepsin A 34 000 (cit. ®) 34 500 (cit. )
PG A 43 500 (cit. ') 42 000 (cit. %)

PG A ma izoelektricky bod pti pH 3,7. Konverzi PG A na pepsin A dochazi k
vyraznému poklesu izoelektrického bodu pod hodnotu pH 1, coz souvisi se ztratou deviti
lysylovych, dvou hystidylovych a dvou arginylovych zbytkl, které jsou soucasti
aktivacniho fetézee’.

Vsechny aspartatové proteindzy se vyznacuji neobvykle nizkym optimalnim pH
proteolytické aktivity, které je zplsobeno pfitomnosti dvou volnych karboxylovych
skupin asparagové kyseliny v aktivnim katalytickém centru. Proteolytickd aktivita
pepsinu A je zavisla na pH. Pepsin A je v oblasti pH 1,0 az 6,0 stabilni® a vykazuje
optimalni pH proteolytické aktivity pii pH 2,0 (cit. %). Zvysenim pH dochazi k rychlé
ztraté aktivity. Pii pH 5.0 az 6.0 jiz aktivitu nevykazuje, ale lze ji obnovit upravou pH na
2,0. Pi pH vy$8im nez 7,0 nastava denaturace pepsinu A.

Pepsin je syntetizovan v inaktivni formé jako ptislusny PG (zymogen). Pti pH
niz§im nez 5.0 dochdzi k odstépeni aktivaéniho peptidu ze zymogenu a ke vzniku
aktivniho enzymu. PG je stabilni v oblasti pH od 5,0 do 8,5 (cit. '*). K jeho denaturaci
dochazi pti pH vys$sim nez 8.5.

Pepsin A je stabilni do teploty 45°C. Pii vysSich teplotich dochazi k jeho

postupné denaturaci. Pfi teploté 65°C je pepsin A jiz zcela denaturovan'’.

1.1.4 Struktura pepsinu A a pepsinogenu A

Kompletni aminokyselinova sekvence praseciho pepsinu A byla zvetejnéna roku

1974 a potvrzena nasledujiciho roku'®'"'8

. Proti plivodn¢ zvefejnéné struktute byly
opraveny dva aminokyselinové zbytky a délka fetézce byla stanovena na 327
aminokyselinvych zbytki misto puvodnich 326. Prase¢i pepsin A obsahuje

v polypeptidovém fetézci pouze jeden zbytek lysinu (v pozici 320) a dva zbytky argininu
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(v pozicich 308, 316) (cit. '*'"'®1%) Cely fetézec je spojen tiemi intramolekularnimi
disulfidickymi mastky mezi zbytky 45 a 50, 206 a 210, 250 a 238 (cit. '"'%) a obsahuje
jednu fostatovou skupinu na serinovém zbytku v pozici 68 (cit. 20,

Primarni struktura PG A je tvofena jedinym polypeptidovym fetézcem o délce
zhruba 370 aminokyselinovych zbytki, ktery je spojen tfemi intramolekularnimi
disulfidickymi mustky. Z PG A vznikd pepsin A od$tépenim bazického aktivaéniho
peptidu z N-konce jeho polypeptidového fetézee’.

Kompletni aminokyselinova sekvence lidského PG A byla publikovdna roku
1983. Lidsky PG A se sklada z 373 a pepsin A z 327 aminokyselinovych zbytka?'. Ze
srovnani primarnich struktur vyplyva, ze vSechny aspartatové proteinazy maji podobnou
trojrozmérnou strukturu. Trojrozmérna struktura je zndma pro praseci a lidsky PG A a
lidsky PG C. Jejich celkové struktury vykazuji velkou podobnost. Lidské a prasec¢i PG A
jsou si podobnéjsi nez lidské PG A a C (cit. 2,

1.2 Pepstatin A (cit. >*)

Pepstatin A je pfirozenym a nejucinngjSim inhibitorem aspartatovych proteindz
pepsinového typu. Byl izolovan z kultur rodu Streptomyces. Pepstatin A je pouZivan pfi
studiich enzymatickych mechanizmi, enzymatickych biologickych funkci a také je
pouzivan v afinitni chromatogratfii. Vykazuje nejvétsi inhibitorovou aktivitu k pepsinu.
Pepstatin A a jeho fragmenty jsou kompetitivni inhibitory aspartatovych proteinaz, které
tvoii velky pocet nekovalentnich interakci s aktivnim mistem aspartatovych protedz,
¢imZ zamezuji piistupu substratu do aktivniho mista enzymu. Na obrazku 1.1 je uvedena

struktura pepstatinu A

CHy CHy CHy CHy

~ 7 N 7
cn s CH,4 CH, CH4 CcH

' AN s N 7 I

c‘H2 C‘H C‘H ClH
C—NH—CH—C —NH —CH _Ci —NH — CH—CH —ICH2
I Il |

0 ) o CIO

HOOC—CHz—(IIH—(‘JH - NH—ﬁ, -cI:H— NH

OH CH, O CH,

OH
2

Obr. 1.1 Struktura pepstatinu A (cit. *): Isovaleryl-Val-Val- AHMHA-Ala-AHMHA
AHMHA=(3S, 4S)-4-amino-3-hydroxy-6-methyl-heptanova kyselina
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1.3 Afinitni chromatografie

1.3.1 Uvod®

Hlavni pokrok vrozvoji afinitni chromatografie nastal v Sedesatych letech
20. stoleti a to diky né¢kolika publikacim. V roce 1967 Porath se svou skupinou
publikoval postup specifické imobilizace aminl na inertnich polymerech. Cautrecasas,
Wilcheck a Anfinsen se zabyvali pouzitim specifickych adsorbentl pti ¢isténi enzymi a
v roce 1968 zavedli termin afinitni chromatografie.

Afinitni chromatografie je separa¢ni metoda zaloZzena na schopnosti biologicky
aktivnich latek (tzv. receptorti) se specificky, nekovalentné a reverzibilné vazat na
komplementarni  slouceniny  (tzv. ligandy), které jsou imobilizovany na
chromatografickém nosici. Na povrch tuhého nosice je pevné vazana kovalentni vazbou
latka vysoce selektivni pro dany protein. Na kolonu obsahujici staciondrni fazi s danym
ligandem se nadavkuje vzorek. Latky nevykazujici afinitu k ligandu projdou bez zadrzeni
a eluuji se v mrtvém objemu. Latky s afinitou k ligandu jsou zadrzeny. Navazané analyty
se uvolni zménou rozpoustédla jako takového, zménou koncentrace soli, zménou pH,
zménou teploty ¢i disociaénimi Cinidly. Afinitni chromatografie se vyuziva zejména pti
izolaci a cisténi enzymd, protilatek, proteint, receptorti, k separaci bunék a vird,
nukleovych kyselin, denaturovanych nebo chemicky modifikovanych a syntetickych
proteind od nativnich. Pouziva se také napi. k zakoncentrovani ztedénych roztokl

proteint a ke stanoveni disociacnich a jinych rovnovaznych konstant.
1.3.2 Nosiée pouzivané pro afinitni chromatografii’®

Pfiprava stacionarni faze se obvykle provadi chemickou vazbou afinitniho
ligandu na tuhy nosic, ktery obsahuje funkéni skupiny pro vazbu na ligand. Vyznamnou
charakteristikou nosi¢e je velikost Castic, distribuce velikosti péra, poérovita struktura
umoziujici pohyb makromolekul, ptistupnost povrchu a dostatecné mnozstvi funkénich
skupin pro ligand. Nosi¢ musi byt teplotné, chemicky a mechanicky stabilni?’ a musi co
nejméné interagovat s analytem (minimalni nespecitické interakce)*’.

Pro afinitni chromatogratii jsou velmi pouzivané agarosové nosie a jejich

derivaty, které vykazuji velmi nizké nespecifické sorpce. Komercné dostupny zastupce

12



této skupiny je Sepharosa, ktera obsahuje dvé polysacharidové jednotky. Je stabilni v
rozmezi pH 4-9 a snese teploty az do 40°C. Dal$im komer¢né dostupnym nosiem je
silikagel, jehoz povrch musi byt pfed navazanim afinitniho ligandu modifikovan.
Silikagel je nestabilni v kyselé (pH < 2) i alkalické (pH > 8) oblasti. Pfi pH > 4 lze jiz
pozorovat nespecifické interakce®®. Jeho vyhodou je velky povrch, vysoka uginnost a
mechanicka odolnost ve srovndni s agarosovymi nosici. Jako nosice lze také pouzit riizné
oxidy kovi, nejéastgji Al,O3, TiO; a ZrO,. TiO; a ZrO; maji vyborné mechanické
vlastnosti a chemickou stabilitu a snasi i extrémni pH*® na rozdil od ALO;, ktery
je pouzitelny jen wvoblasti pH 3-12. Mezi dal§i pouzivané nosie patfi

hydroxyalkylmethakrylatové a polyakrylamidové gely, dextranové gely a celulosa.
1.3.3 Princip afinitni chromatografie

Mezi izolovanym proteinem a afinitnim ligandem véazaném na nerozpustném
nosic¢i dochazi ke vzniku specifického aktivniho komplexu. Pti tvorbé komplexu dochazi
ke zpomaleni, respektive uUplnému zadrZzeni latek prochdzejicich kolonou. Za
predpokladu, ze ma jen jedna ze skupiny latek afinitu k ligandu, lze tvorbu komlexu
popsat nasledujici rovnici:

E+L<o EL (1.1)
E-analyzovana latka, L-afinitni ligand, EL-speciticky komplex protein-ligand

Disocia¢ni konstanta komplexu protein-ligand je dana vztahem:

el 0

Disocia¢ni konstanta musi byt dostate¢né velkd, aby doslo k tvorbé komplexu a tim k
zadrzeni latek v koloné a zaroven nesmi byt pfiiliS vysoka, aby znemoznila eluci
navazané latky z kolonyzs.

Na tvorbé komplexu biologicky aktivni studované latky a vazebného mista
ligandu se mohou podilet interakce nékolika typt® napt. elektrostatické interakce,
Londonovy disperzni sily, hydrofobni interakce, vodikové interakce. Nejcastéji
vyuzivanymi  interakcemi v afinitni  chromatografii ~ jsou  enzym-inhibitor,

enzym-substraty, enzym-kofaktory, antigen-protilatka, hormon-receptor a dalsi.
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1.3.4 Adsorpce analyzovanych latek

Optimalni podminky pro adsorpci jsou zavislé nejen na charakteru analyzované
latky, ale i na jeho interakci s imobilizovanym ligandem. Mobilni faze pouzivand k
ekvilibraci afinitniho nosice, jeji iontova sila a pH maji odpovidat optimalnim
podminkam interakce analyzované latky s ligandem.

Po adsorpci studované latky na nosi¢ musi byt kolona promyta ekvilibra¢ni
mobilni fazi o nékolikanasobném objemu kolony, aby doslo k vymyti neadsorbovanych

latek.

1.3.5 Eluce zadrzovanych latek z kolony

Specificky adsorbovana latka mize byt vymyta vhodnym elué¢nim c¢inidlem.
Podminky uvolnovani analyzovanych latek z kolony vSak nelze obecné definovat,
protoze jsou zavislé na specifickych faktorech pro danou separaci. Pokud ma studovana
latka ke zvolenému ligandu nizkou afinitu, je v kolon¢ za danych podminek zadrZena
reverzibilné a k jeji eluci se nemusi ménit slozeni mobilni faze. Timto zpisobem se
studovana latka ziska ve zfedéné formé, a také muze byt za takovych podminek nestala.
Naopak, vyznacuje-li se analyzovana latka vysokou afinitou k ligandu, musi se zménit

sloZzeni mobilni faze, aby doslo k eluci.

1.3.5.1 Metody eluce®*

1) Nespecifické metody eluce

Pfi tomto zpiisobu latka eluuje zménou nékteré z vlastnosti slozeni mobilni faze,
napf. zménou pH, iontové sily, permitivity prostiedi nebo teploty. U vétSiny
analyz sta¢i pro eluci zména jedné vlastnosti. Pfi analyze je nutno dodrzet
podminky, pfi kterych nedochazi k ¢aste¢né nebo uplné denaturaci proteinu.

2) Specifické metody eluce

Tato eluce byva ke studovanym latkam Setrnéjs$i. Pii tomto zplsobu eluce se do
mobilni faze pridava specificka latka, ktera vytvoti s afinitnim ligandem
stabilnéjSi komplex nez je pivodni komplex analytu. Tim dojde k rozruseni

komplexu afinitniho ligandu se zkoumanou latkou a k jeji nasledné eluci. Protoze
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je pridana specificka latka jednoduché chemické struktury, mzeme ji vétSinou z

kolony vymyt ekvilibraéni mobilni fazi po eluci analyzované latky.

1.3.5.2 Zpisoby eluce**

1) Izokraticky zplsob eluce

Tento zplsob eluce je vhodny pro biologicky aktivni latky s nizkou afinitou k
pouzitému ligandu a s jednoduchou chemickou strukturou. Latky se od sebe pfilis
nelisi v afinit¢ ke stacionarni fazi, takzZe jejich zény eluuji v nepfili§ dlouhych
intervalech. Jinak by se na Gplnou eluci spotiebovalo pfili§ mnoho mobilni taze a
posledni slozky by vytvarely pfili$ Siroké zony.

2) Gradientovy zpusob eluce

Pfi tomto zplsobu ménime béhem analyzy slozeni mobilni faze, plynule roste
elu¢ni sila pouzité mobilni faze. Tim vznika koncentraéni gradient a je dosaZzeno
zmirnéni rozmyvani zon, nebot’ zadni ¢ast chromatografické zony je ve styku se
siln€jSim elu¢nim roztokem nez jeji predni ¢ast. V pouziti gradientové eluce je
dalezité zvolit vhodnou strmost gradientu. U pozvolného gradientu je dosaZeno
lepsiho rozliseni, ale s vétsi Sitkou eluénich pikd. Naopak pti strmém gradientu je
dosazeno ostiejsich pik(, ale horsiho rozliseni.

3) Stupriovity zpusob eluce

Kolona je postupné promyvana nékolika elu¢nimi ¢inidly, z nichz kazdé
nasledujici mé vzdy vyssi elucni silu. Pfi eluci mohou vznikat nesymetrické piky
eluovanych latek a sestupna cast kiivky muze byt protahld (tzv. chvostovani),

v tomto ptipadé je pak vhodnéjsi pouzit gradientovy zptisob eluce.
1.3.6 U¢innost elué¢nich postupi®

Ucinnost afinitni chromatografie je ¢asto omezovana rozsifovanim piku, které je
zpusobeno nelplnym ustavenim difuzni rovnovahy. Piky jsou na elu¢ni kiivce tim $irsi,
¢im vice se liSi systém od idealniho stavu. Mirou tohoto jevu je vyskovy ekvivalent

teoretického patra, ktery je ovliviiovan tfemi faktory:
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1) Rychlost ustavovani difuzni rovnovahy
Rovnovahy se dosahuje rychleji u nosi¢t s malymi ¢asticemi a pfi pouziti malé
prutokové rychlosti.
2) Podélna diftuze
Pii velmi malé pritokové rychlosti se zvétSuje $itku pikid, zejména u proteind
s malou relativni molekulovou hmotnosti.
3) Geometrie afinitni kolony
U afinitnich kolon, které jsou nerovnomérné naplnéné a které maji velky mrtvy

objem, klesa vyskovy ekvivalent teoretického patra.

1.3.7 Vliv priatokové rychlosti**

V nékterych pripadech dochazi k ustaveni adsorpéni rovnovahy mezi specifickym
ligandem a analyzovanou latkou velmi pomalu. Je to zplisobeno relativné malym poctem
srazek velkych molekul, které jsou potieba ke specifické adsorpci, pro které je nutné
tésné spojeni aktivniho mista proteinu s afinitnim ligandem. Difuzni jevy jsou dalezitym
faktorem v celkové kinetice reakce.

Typy diftznich jevi:

1) Podéina difuze

Je podminéna koncentracnim gradientem. MUzZe probihat radialné i axialné. Za

podminek normalni afinitni chromatogratie nema tato diftize pravdépodobné

velky vyznam, ale pfi malém pritoku u slabé interagujicich systémid muZe byt
dalezitym faktorem.

2) Viriva difuze

Difize ma vyznamny vliv pii velké pritokové rychlosti. Je zplisobena

nerovnomérnostmi toku, které zplsobuji ¢astice gelu ve sloupci. Pii pomalém

ustanovovani rovnovahy ma analyzovana latka v rychlém proudu mensi moznost
interakce s imobilizovanym ligandem neZ latka v pomalém proudu.

3) Omezena diflize

Pti této dituzi dochazi k omezeni molekuldrni difize v pérech gelové matrice, coz

muze zabranit dobrému pfistupu makromolekuly k ligandu. Vliv této difize se

snizi pouzitim velmi porovitych nosica.
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1.3.8 Kapacita kolony**

Kapacita stacionarni faze se zjiStuje za optimalnich adsorpénich a elu¢nich
podminek pro danou latku. Uginnost afinitni stacionarni faze zavisi na jeji schopnosti
vazat komplementarni makromolekuly a na dostate¢né a ucinné eluci studovaného
proteinu. Kapacitu stacionarni faze urcuje koncentrace imobilizovaného ligandu, ktery je
volné dostupny pro interakci s komplementarni latkou. Maximalni vazebna kapacita
stacionarni faze pro enzym je Umérna koncentraci imobilizovaného ligandu. Kapacita
adsorbentu znacné klesd pii vysokych pratokovych rychlostech, kdy neni dosazeno

rovnovahy.

1.3.9 Afinitni chromatografie na principu enzym-inhibitor/substrat

Afinitni chromatogratie na principu enzym-inhibitor vyuzivd schopnosti
biologicky aktivnich latek (enzym) vytvatet komplex s inhibitorem, ktery je
imobilizovan na stacionarni fazi. Inhibitory se déli podle svého pivodu do dvou skupin,
na prirozené a syntetické. Mezi pfirozené inhibitory aspartatovych proteinaz patii
pepstatin A, ktery inhibuje viechny aspartatové proteinazy pepsinového typu®.

Pro efektivni izolaci a separaci pepsind z riznych zdroju byla pouzita afinitni

- v e, . e, 9 ., o 53031,
chromatografie vyuzivajici napf. protilatky®®, derivaty substratu’>*3'

2332

nebo inhibitory
pepsinu jako ligandy. Pro separaci pepsinit A a C z zalude¢ni $tavy byla pouzita
napf. stacionarni taze Sepharosa 4B s imobilizovanym inhibitorem Val-D-Leu-Pro-Phe-
-Phe-Val-D-Leu (cit. *%).

V Kayové studii, zabyvajici se interakci prase¢iho pepsinogenu s pepstatinem A
imobilizovanym na aminohexyl-Sepharose, byl popsan vliv pH na eluci pepsinogenu a
pepsinu’®. Dale byla popsana izolace PG C z prsni tkané na stacionarni fazi agarosy

s imobilizovanym pepstatinem A (cit.").
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1.4 Analytické metody

1.4.1 Stanoveni koncentrace proteinia BCA metodou >

Metoda je zalozena na reakci peptidovych vazeb proteinl s Cu** ionty. Za
alkalickych podminek dochazi ke konverzi Cu** na Cu’, které jsou poté detegovany
reakci s BCA za vzniku purpurového zabarveni. Intenzita tohoto zabarveni je zavisla na

koncentraci proteint.

Protein + Cuze OHT_gyre

4

@
coo-

6C 00

Obr. 1.2 Princip metody BCA"’
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Cu'*+2BCA—

“QL[
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1.4.2 Stanoveni aktivity podle Ansona a Mirského®

Metoda je zaloZena na proteolytickém Stépeni hemoglobinu pepsinem, pti kterém
dochdzi k uvoliovani peptida. Peptidy jsou nasledné stanoveny BCA metodou. MnoZstvi
uvolnénych peptidii v pfesné stanoveném c¢ase je pfimo umérné mnozstvi pepsinu ve

vzorku.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

praseci pepsin A — Sigma-Aldrich (CR)

prase¢i pepsinogen — Sigma-Aldrich (CR)

pepstatin A — Sigma-Aldrich (CR)

BCA Protein Assay reagent — Pierce (USA)

kyselina octova p.a. — Lukes, Uhersky Brod (CR)
dihydrogenfosfore¢nan sodny p.a. — Luke$, Uhersky Brod (CR)
hydroxid sodny p.a. — Kulich, Hradec Kralové (CR)

chlorid sodny p.a. — Luke§, Uhersky Brod (CR)

kyselina chlorovodikova p.a. — Luke$, Uhersky Brod (CR)
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan ¢isty — Loba Feinchemie (Rakousko)
thiokyanatan draselny — Lachema (CR)

methanol G CHROMASOLYV for gradient elution — Sigma-Aldrich (CR)
siran méd’'naty p.a. — Lukes, Uhersky Brod (CR)

destilovana voda

2.2 Pristroje

Vsechna méfeni byla provadéna na pfistroji Biologic system (Bio-Rad, USA),
ktery byl vybaven 1 mL davkovaci smyckou, UV detektorem (280 nm) a sbéracem frakci
Model 2110 Fraction Collector.

Byla pouzivana kolona Bio-Scale MT 2 High-Resolution Column s vnitinim
prumérem 7 mm, délkou 52 mm a o objemu 2 mL od firmy Bio-Rad (USA), ktera byla
naplnéna stacionarni fazi agarosou s imobilizovanym pepstatinem A.

Dale byly pouzity nasledujici pfistroje: analytické vahy XT 120 A (Precisa,
Svycarsko), vahy BL 510 (Sartorius, Némecko), pH metr 3305 (Jenway, Velka Britanie),
ultrazvuk (Ultrasonic Compact Cleaner 1 L PS 01000 od Powersonic, Slovensko),
Multiskan MS Version 3.0. (LABSYSTEMS, Finsko), centrifuga 5415 R (Eppendorf,
Némecko), vodni lazen Julabo MV-4 (Julabo, Némecko), AccuBlock (Labnet, USA).
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2.3 Afinitni chromatografie na agarose s imobilizovanym pepstatinem A

Protein byl rozpustén v ekvilibraéni mobilni fazi a zfiltrovan pfes filtr s PTFE
membranou o velikosti port 0,45 um (Whatman, USA).

Pred kazdou analyzou byla kolona promyvana ekvilibracni mobilni fazi do
ustaleni linie detektoru (20 mL). Poté byl nadavkovan vzorek (1 mL) a kolona byla
promyvana ekvilibraéni mobilni fazi do vymyti vSech neadsorbovanych latek.
Adsorbovany protein byl eluovan pfislusnou elu¢ni mobilni tazi.

Béhem analyz byly odebirany 0,5 mL frakce, ve kterych bylo stanovovano
mnozstvi proteinit BCA metodou, pfipadné jejich proteolyticka aktivita metodou Ansona

a Mirského.

2.4 FPLC pepsinu

2.4.1 Optimalizace adsorp¢nich podminek

2.4.1.1 Vliv pH

vzorek: 1 mg pepsinu/mL 50 mM octanového pufru pH 3,5

ekvilibra¢ni mobilni taze:

a) 50 mM octanovy pufr pH 3,5

b) 100 mM Tris-HCI pufr pH 7.2

eluéni mobilni faze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 spiidavkem 1 M KSCN

(izokraticka eluce)

2.4.1.2 Vliv iontové sily

vzorek: 1 mg pepsinu/mL 50 mM octanového pufru pH 3,5 s piidavkem 1M NaCl
ekvilibra¢ni mobilni faze: 50 mM octanovy pufr pH 3.5 s ptidavkem 1M NaCl
eluéni mobilni taze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1 M KSCN

(1zokraticka eluce)
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2.4.2 Optimalizace elu¢nich podminek

vzorek: 1 mg pepsinu/mL 50 mM octanového pufru pH 3,5
ekvilibra¢ni mobilni faze: 50 mM octanovy putr pH 3.5
Béhem analyz byly odebirany 0.5 mL frakce, ve kterych bylo stanovovano mnozstvi

proteini BCA metodou.

2.4.2.1 Vliv pH

elu¢ni mobilni taze:

a) 100 mM Tris-HCI pH 8.5

b) 200 mM fosforecnanovy pufr pH 8,5
¢) 200 mM uhlicitanovy pufr pH 9,0

d) 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,0
e) 200 mM uhli¢itanovy putr pH 10,7

2.4.2.2 Vliv NaCl

elu¢ni mobilni faze:

a) 50 mM octanovy pufr pH 3,5; 50 mM octanovy pufr pH 3,5 s ptidavkem 1M NaCl;
200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7

b) 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,5; 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,5
s ptidavkem 1M NaCl; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7

¢) 200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem
1 M NacCl; 200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem 1M KSCN

2.4.2.3 Vliv KSCN a pH

eluéni mobilni faze:

a) 50 mM octanovy pufr pH 3,5 s pfidavkem 3 M KSCN; 50 mM fosfore¢nanovy pufr
pH 6.0 s ptidavkem 3 M KSCN; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 3 M
KSCN

c¢) 200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1 M KSCN
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d) 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 2 M KSCN

2.4.2.4 Eluce praseciho pepsinu A pepstatinem A

elué¢ni mobilni taze: roztok pepstatinu A; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem
IM KSCN
Roztok pepstatinu A: 10 mg pepstatinu A rozpusténo v ImL kyseliny octové a v 9 mL

methanolu a poté doplnéno 50 mM octanovym pufrem pH 6,0 do 50 mL

2.4.3 Optimalizace prutokové rychlosti

vzorek: 1 mg pepsinu /mL 50 mM octanového pufru pH 3,5

ekvilibracni mobilni faze: 50 mM octanovy pufr pH 3,5

elu¢ni mobilni faze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem 1 M KSCN
pratokova rychlost:

a) 1| mL/min

b) 0,5mL/min

2.4.4 Opakovatelnost analyz

vzorek: 1 mg pepsinu/mL 50 mM octanového putru pH 3,5

ekvilibra¢ni mobilni taze: 50 mM octanovy pufr pH 3,5

elu¢ni mobilni faze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1 M KSCN
(1zokraticka eluce)

prutokova rychlost: 0,.5mL/min

2.4.5 Kapacita stacionarni faze

vzorek: 2 mg pepsinw/mL 50 mM octanového pufru pH 3,5

ekvilibra¢ni mobilni taze: 50 mM octanovy pufr pH 3.5

elu¢ni mobilni faze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1 M KSCN
(izokraticka eluce)

pratokova rychlost: 0,5 mL/min

v odebiranych frakcich (0,5 mL) byla stanovovana aktivita pepsinu metodou Ansona a

Mirského
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Po promyti kolony ekvilibra¢ni mobilni fazi byl na kolonu aplikovan vzorek, dokud
aktivita pepsinu v odebiranych frakcich nevykazovala konstantni hodnotu. Poté byla

provedena eluce adsorbovaného pepsinu.

2.5 FPLC pepsinu inhibovaného pepstatinem A

vzorek: (1 mg pepsinu + 1 mg pepstatin A) /mL 50 mM octanového pufru pH 3,5 —
vzorek byl ptes noc inkubovan pii 7°C
ekvilibra¢ni mobilni taze: S0 mM octanovy pufr pH 3,5

eluéni mobilni taze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem 1M KSCN

2.6 FPLC praseciho pepsinogenu A

vzorek: 1 mg praseciho pepsinogenu A/mL 50 mM octanového pufru pH 6,0
ekvilibra¢ni mobilni faze: 50 mM octanovy putr pH 6,0

eluéni mobilni taze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1M KSCN

2.7 Analytické metody

2.7.1 Stanoveni koncentrace proteini BCA metodou

Provedeni komer¢ni kit (Pierce, USA)
Roztoky: BCA Protein Assay Reagent A
BCA Protein Assay Reagent B (CuSOy)
Postup:
Do mikrotitracni desti¢ky se napipetuje 40 pul vzorku a pfida se 200 pL roztoku (BCA
Protein Assay Reagent A : B v poméru 49:1). Mikrotitra¢ni desticka se 60 s tfepe, a pak

se 30 minut inkubuje pti 65°C. Potom se proméii absorbance pti vinové délce 540 nm.

2.7.2 Stanoveni aktivity podle Ansona a Mirského

Stanoveni aktivity bylo provedeno modifikovanou metodou podle Ansona a Mirského®
Roztoky: 0,3 M kyselina chlorovodikova
0,5 M hydroxid sodny
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0,3 M trichloroctova kyselina (TCA)
2,5 % roztok hemoglobinu (1 g hemoglobinu se rozpusti ve 40 mL vody a
ptida se 10 mL 0,3 M HCI).

Postup: Do mikrozkumavky se napipetuje 250 pL roztoku hemoglobinu a necha se
temperovat 10 minut ve vodni lazni pfi teploté 37°C. Piida se 50 uL vzorku. Pfesné po
10 minutach se reakce ukonéi ptidanim 500 pL. 0,3 M TCA. Mikrozkumavka se odstiedi
v centrifuze po dobu 15 minut pfi 12 000 rpm a 10°C. V supernatantu se stanovi

koncentrace proteinit BCA metodou (viz. 2.7.1).
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3.Vysledky a diskuze

3.1 Afinitni chromatografie

Ptedb¢zné analyzy byly provadény nizkotlakou afinitni chromatografii na koloné
obsahujici 0,5 mL agarosy simobilizovanym pepstatinem A. Podminky pro prvni

analyzu vychézely z literatury®®. Dalsi analyzy byly provadény na FPLC systému.

3.2 FPLC pepsinu A

3.2.1 Optimalizace adsorpénich podminek

Adsorpce pepsinu na staciondrni fazi agarosu s imobilizovanym pepstatinem A je
zavisla nejen na vlastnostech tohoto proteinu, ale také na jeho interakci
s imobilizovanym ligandem. Byl zkouman vliv pH a iontové sily (pfidavek NaCl)

ekvilibra¢ni mobilni faze na adsorpci pepsinu.

3.2.1.1 Vliv pH

Pfi volbé pH ekvilibra¢ni mobilni faze se vychazelo z podminek stability a
denaturace pepsinu a stability pouzité stacionarni faze. Vyrobce doporuduje pracovat
s agarosou s imobilizovanym pepstatinem A v rozmezi pH 2 az 11. Pro zjisténi vlivu pH
ekvilibra¢ni mobilni taze byl pouzit 50 mM octanovy pufr pH 3,5 a 100 mM Tris - HCI
pH 7.2. Bylo zjisténo, Ze v rozmezi pH 3,5 az 7,2 dochazi k uplné adsorpci pepsinu
(obr. 3.1). Ve frakcich v mrtvém objemu nebyla proteolyticka aktivita detegovana. Pro

dal$i analyzy byl vzhledem k pH stabilité pepsinu pouzit 50 mM octanovy pufr pH 3,5.

3.2.1.2 Vliv iontové sily

Byl zjistovan vliv iontové sily (pfidavek NaCl) ekvilibra¢ni mobilni taze (50 mM
octanovy pufr pH 3,5) na adsorpci pepsinu. Bylo zjisténo, Ze iontova sila nema na

adsorpci pepsinu zadny vliv (obr. 3.1). Pepsin se zcela adsorbuje pii koncentracich 0 az
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I M NaCl. Pro dalsi analyzy byl jako ekvilibra¢ni mobilni faze zvolen 50 mM octanovy

pufr ptl 3.5 bez pfidavku NaCl.

05 + T T T T T > T T
Il —— 50 mM acetat pH 3,5
1M NaCl v 50 mM acetatu pH 3,5
04t 100 mM Tris-HCI pH 7.2 1
03}
£
< o2f ! I
0.1} 1
0.0 w

0 10 20 30
t [min]
Obr. 3.1 Vliv pH a iontové sily ekvilibra¢ni mobilni faze na adsorpci pepsinu
Experimentalni podminky: vzorek — | mL praseciho pepsinu A (koncentrace 1 mg/mL); | — ekvilibracni

mobilni faze (50 mM octanovy pufr pH 3.5; IM NaCl v 50 mM octanovém pufru pH 3,5; 100 mM

Tris-HCI pH 7,2); I — IM KSCN v 200 mM uhli¢itanovém pufru pH 10,7; pritokova rychlost:

0,5 mL/min; absorbance méfena pti vinové délce 280 nm

pik ¢islo: | — neadsorbujici se latky ze vzorku (pfislusné odebrané frakce nevykazovaly proteolytickou
aktivitu)

2 — desorbovany praseci pepsin A

3.2.2 Optimalizace elu¢nich podminek

Eluce studovaného pepsinu byla provadéna zvysenim pH a zménou iontové sily

(ptidavek KSCN, NaCl).

3.2.2.1 Vliv pH

V tabulce 3.1 jsou uvedena procentualni mnoZzstvi pepsinu desorbovaného
z kolony danym pH elu¢ni mobilni faze. Z tabulky je patrné, ze k caste¢né eluci (61%)

pepsinu dochazi az pii pH 9,0. Nejefektivnéjsi desorpce byla dosazena pii pH 10,7

26



(73%). K Uplné desorpci by zieymé bylo nutné dalsiho zvySeni pH, coz ale nebylo

vzhledem k nestabilité kolony nad pH 10,7 mozné.

Tab. 3.1 Porovnani vytéznosti (%) pro prase¢i pepsin A pfi pouziti riznych elu¢nich mobilnich fazi

Experimentalni podminky: vzorek — | mL pepsinu (koncentrace 1 mg/mL); ekvilibra¢ni mobilni faze:
50 mM octanovy pufr pH 3,5; eluéni mobilni faze (100 mM Tris-HCI pH 8.,5; 200 mM fosfore¢nanovy
pufr pH 8,5; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 9,0; 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,0; 200 mM uhli¢itanovy

pufr pH 10,7); pratokova rychlost: I mL/min; absorbance méfena pii vinové délce 280 nm

vytéznost
eluéni mobilni taze
[7o]
100 mM Tris-HCI pH 8,5 0
200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,5 1
200 mM uhli¢itanovy pufr pH 9,0 61
10,0 67
10,7 73

3.2.2.3 Vliv NaCl

V tabulce 3.2 je uveden vliv pfidavku 1 M NaCl v elu¢ni mobilni fazi na desorpci
pepsinu. Z tabulky je patrné, Ze pouhym zvySenim iontové sily bez zvySeni pH mobilni
taze nedochazi k zadné desorpci pepsinu. Déle byl zjistovan vliv zvySeni iontové sily za
soucasné¢ho zvySeni pH mobilni faze. Bylo zjisténo, ze 200 mM uhli¢itanovy pufr pH
10,7 s ptidavkem 1 M NaCl nemél na desorpci pepsinu prakticky zadny vliv. Dale byl
jako elu¢ni mobilni faze pouzit 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8,5 s ptidavkem 1 M
NaCl. Bylo zji$téno, Ze ani tato mobilni taze neni vhodna, nebot’ byl pti analyze ziskan
znaéné rozmyty eluéni pik a pepsin byl desorbovan pouze z 42 %. Zadna z pouzitych

elu¢nich mobilnich fazi neni dostacujici pro uplnou desorpci pepsinu.
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Tab. 3.2 Vliv piidavku NaCl do riznych eluénich mobilnich fazich na vytéznost (%) pro praseci pepsin A

Experimentalni podminky: vzorek — | mL pepsinu (koncentrace 1 mg/mL); ekvilibraéni mobilni faze:
50 mM octanovy pufr pH 3.5; elu¢ni mobilni faze: 0 a 1| M NaCl v prislusné mobilni fazi (50 mM octanovy
pufr pH 3,5; 200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8.5; 200 mM uhligitanovy pufr pH 10,7); pritokova

rychlost: | mL/min; absorbance méfena pfi vinové délce 280 nm

NaCl
0M 1M
50 mM octanovy pufr pH 3,5 0% 1 %
200 mM fosfore¢nanovy pufr pH 8.5 1% 43 %
200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 73 % 81 %

3.2.2.4 Vliv KSCN a pH

V predeslych analyzach bylo zjisténo, Zze zvyseni pH (viz. kap. 3.2.2.1) a ptidavek
1 M NaCl (viz. kap. 3.2.2.3) do elu¢ni mobilni faze nevede k tplné desorpci pepsinu.
Proto bylo hledano jiné aditivum, které by zlepsilo eluci. Jako aditivum byla pouzita
chaotropni stil-KSCN.

Byla provedena analyza, kdy k eluct adsorbovaného pepsinu byly vyuzity
postupné tyto mobilni faze: 50 mM octanovy pufr pH 3,5 s ptidavkem 3 M KSCN; 50
mM fostore¢nanovy pufr pH 6,0 s pfidavkem 3 M KSCN a 200 mM uhli¢itanovy pufr
pH 10,7 s pifidavkem 3 M KSCN. Bylo zjisténo, ze piidavek 3 M KSCN do octanového a
fostore¢nanového pufru neméd na desorpci pepsinu vliv. Pepsin byl desorbovan az
pouzitim 200 mM uhli¢itanového pufru pH 10,7 s pfidavkem 3 M KSCN. Pro dalsi
analyzy byl zvolen tento pufr a byl hledan optimalni pfidavek KSCN (viz. obr. 3.2). Bylo
zjisténo, Ze k desorpci 99 % pepsinu dochazi jiz pti koncentraci 1 M KSCN a dalsi
zvys$eni koncentrace na 2 M nemélo vliv.

Porovnanim elu¢nich mobilnich fazi bez a s ptidavkem 1 M KSCN v 200 mM
uhli¢itanovém pufru pH 10,7 bylo zjisténo, Ze ptitomnost KSCN zptsobuje zrychleni
desorpce pepsinu (zkraceni doby analyzy). Jako optimalni eluéni faze byl proto zvolen

200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7 s ptidavkem 1 M KSCN.

28



AZEOnm

t [min]

Obr. 3.2 Vliv koncentrace KSCN na eluci pepsinu
Experimentalni podminky: vzorek — 1 mL prase¢iho pepsinu A (koncentrace | mg/mL); I — 50 mM

octanovy pufr pH 3,5; 11 — IM KSCN v 200 mM uhli¢itanovém pufru pH 10,7; Il — 2M KSCN v 200 mM

uhli¢itanovém pufru pH 10,7

pratokova rychlost: 0,5 mL/min; absorbance métena pti vinové délce 280 nm

pik ¢islo: 1 — neadsorbujici se latky ze vzorku (pfislusné odebrané frakce nevykazovaly proteolytickou
aktivitu)

2 — desorbovany praseci pepsin A

3.2.2.5 Eluce praseciho pepsinu A pepstatinem A

P¥idanim inhibitoru nebo substratu daného enyzmu do ekvilibraéni mobilni faze"
lze dosahnout specifické eluce analytu. Proto byl ke specifické eluci pepsinu testovan
ptidavek pepstatinu A (inhibitor). Eluce volnym pepstatinem A neméla na desorpci
pepsinu zadny vliv. Béhem analyzy pravdépodobné dochdzelo k adsorpci pepstatinu A z
mobilni na stacionarni tazi, coz vedlo ke zvySovani tlaku s naslednym porusenim sloupce

stacionarni faze. Pepstatin A tedy neni vhodnym elué¢nim ¢inidlem.

3.2.3 Optimalizace prutokové rychlosti

Byl zkouman vliv pritokové rychlosti mobilni taze kolonou. Byly provedeny

analyzy pfi pratokové rychlosti 0,5 a I mL/min. Pfi pratokové rychlosti 0,5 mL/min byla
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ziskana vyssi vytéznost (99%) a méné rozmyty pik nez pfi 1 mL/min (vytéZnost 81%).

Proto byla pro dalsi analyzy zvolena pritokova rychlost 0,5 mL/min.

3.2.4 Opakovatelnost analyz

V kapitolach 3.2.1 az 3.2.3 byly ur¢eny optimalni podminky pro adsorpci (50 mM
octanovy pufr pH 3.5) a eluci (IM KSCN v 200 mM uhli¢itanovém pufru pH 10,7)
pepsinu (obr. 3.3). Za téchto podminek byly ziskany dva piky. Prvni pik byl v mrtvém
objemu a v jeho frakcich byla prokazana pfitomnost proteint, které vSak nevykazovaly
proteolytickou aktivitu. Jedna se o necistoty ze vzorku. Druhy pik, nachézejici se v elu¢ni
¢asti chromatogramu, piedstavoval pepsin.

Za optimalni podminek byla analyza zopakovana desetkrat. V tabulce 3.3 je
uvedena vytéZznost a plocha elu¢niho piku jednotlivych analyz, smérodatna odchylka,
interval spolehlivosti a variacni koeficient’. K urceni odlehlych vysledkd, byl pouzit
3o-test a t-test.

Vytéznost byla vypocitana ze vztahu:

vyt&znost (%) = [Lj *100 (3.1.)

Mk
kde m,; je mnozstvi naddvkovaného proteinu stanoveného metodou BCA [mg], mrrikcE

mnozstvi proteinu stanovené v odebirané frakci [mg].

3.2.5 Kapacita stacionarni faze

Stanoveni kapacity staciondrni faze bylo provedeno podle postupu popsancho
v kapitole 1.3.8. Kapacita staciondrni faze s imobilizovanym pepstatinem A byla 38 mg

praseciho pepsinu A na 1 mL této studované stacionarni faze.

3.3 FPLC pepsinu inhibovaného pepstatinem A

Zaludecni aspartatové proteindzy jsou inhibovany pfirozenym inhibitorem
pepstatinem A (cit. *). Tento inhibitor tvoii velky pocet nekovalentnich interakci
s aktivnim mistem pepsinu. Proto jsme ptredpokladali, Zze pepsin interaguje pies své

aktivni misto s pepstatinem A imobilizovanym na agarose. K ovéfeni této hypotézy jsme
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si piipravili vzorek pepsinu, ktery byl inkubovan ptes noc pti 7°C s pepstatinem A. Pfi
inkubaci doslo k navazani pepstatinu A do aktivniho mista pepsinu, coZ bylo ovéieno
stanovenim proteolytické aktivity (vzorek nevykazoval Zaddnou aktivitu). Vzhledem k
zablokovanému aktivnimu mistu jsme predpokladali, Ze nedojde pifi nadavkovéni na
stacionarni fazi k adsorpci. Na obrazku 3.3 jsou uvedeny chromatogramy pepsinu a
inhibovaného pepsinu pepstatinem A (zablokované aktivni misto). Z obrazku je patrna
shodnost obou chromatogramt. Proto Ize pfedpokladat, Ze nedochazi k vazbé pepsinu

ptes aktivni misto, ale Ze se na vazb¢ pravdépodobné podili jina ¢ast molekuly.

Tab. 3.3: Opakovatelnost a vytéznost ziskané béhem deseti analyz za optimalnich podminek a jejich
statistické vyhodnoceni. Viechny analyzy byly provedeny za stejnych podminek.

Experimentalni podminky: vzorek — 1 mL pepsinu (koncentrace | mg/mL); ekvilibraéni mobilni faze:
50 mM octanovy pufr pH 3.5; eluéni mobilni faze: 200 mM uhli¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem

IM KSCN; pritokova rychlost: 0.5 mL/min; absorbance méfena pti vinové délce 280 nm

cislo analyzy plocha eluéniho piku vytéznost
[mV.s] [%]

1 44 000 98

2 44 600 99

3 43 800 99

4 44 300 99

5 43 500 98

6 43 700 98

7 44 500 99

8 44 200 99

9 43 400 98

10 44 100 99

prumér 44 060 99

smérodatna odchylka 350 1

varia¢ni koeficient 1% 1%

interval spolehlivosti 44 060 + 250 99 + 1

urceni odlehlych vysledka zadny z vysledki neni odlehly

t-testem, 3o-test
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Obr. 3.3 Chromatografie pepsinu a inhibovaného pepsinu pepstatinem A
Experimentalni podminky: vzorek — | mL prase¢iho pepsinu A nebol mL inhibovaného pepsinu
pepstatinem A (koncentrace | mg/mL); | — 50 mM octanovy pufr pH 3,5; Il — IM KSCN v 200 mM

uhli¢itanovém pufru pH 10,7; prutokova rychlost: 0,5 mL/min; absorbance méfena pii vinové délce

280 nm

pik ¢islo: | — neadsorbujici se latky ze vzorku

2 — desorbovany praseci pepsin A

3.4 FPLC praseciho pepsinogenu A

Pro eluci prasec¢iho pepsinogenu A (obr. 3.4) byly pouzity optimalni elu¢ni
podminky zjisténé pro pepsin. Byl ziskan jeden pik v mrtvém objemu (neadsorbujici se
latky nevykazujici aktivitu) a druhy pik v elu¢ni oblasti, ktery predstavuje pepsinogen

(vytéZnost 99%).
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Obr. 3.4 Chromatografie praseciho pepsinogenu A

Experimentalni podminky: vzorek — | mL prase¢iho pepsinogenu A (koncentrace | mg/mL); I — 50 mM

octanovy pufr pH 6,0; 11 — IM KSCN v 200 mM uhli¢itanovém pufru pH 10,7; pritokova rychlost:

0,5 mL/min; absorbance méfena pfi vinové délce 280 nm

pik ¢islo: 1 — neadsorbujici se latky ze vzorku (ptisluiné odebrané frakce nevykazovaly proteolytickou
aktivitu)

2 — desorbovany praseci pepsinogen A
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4. Zavér

Cilem bakalafské prace byla optimalizace adsorpénich a elu¢nich podminek
afinitni chromatogratie pro prase¢i pepsin A. Byla pouzivand komer¢né¢ dodana
staciondrni faze agarosa simobilizovanym pepstatinem A. Pribé¢h vsech analyz byl
vyhodnocen pomoci stanoveni proteini (BCA metodou), ptipadné aktivity pepsinu
(metodou Ansona a Mirského) v odebiranych frakcich.

Pti optimalizaci adsorpénich podminek bylo zjisténo, Ze na adsorpci praseciho
pepsinu A nema vliv pH v rozmezi 3,5 az 7,2 ani iontova sila (ptidavek 0 az 1 M NaCl).
Jako optimalni adsorpéni mobilni faze byl zvolen 50 mM octanovy putr pH 3,5.

Pti optimalizaci elu¢nich podminek byl zkouman vliv pH a iontové sily. Eluce
byly provadény izokratickym zpusobem. Uginné desorpce praseéiho pepsinu A bylo
dosazeno pouhym zvySenim pH na 10,7, ale eluéni pik byl zna¢né rozmyty. Proto byl
zkouman vliv ptidavku NaCl nebo KSCN do eluéni mobilni faze. Zatimco NaCl mél na
desorpci jen maly vliv, ptidavkem KSCN bylo dosazeno ostrého elu¢niho piku. Jako
optimalni elucni taze byl proto zvolen 200 mM uhlic¢itanovy pufr pH 10,7 s pfidavkem
1 M KSCN.

Byla stanovena kapacita studované stacionarni taze (38 mg pepsinu na 1 mL
stacionarni faze). Vytéznost pro prase¢i pepsin A byla vysokd, tj. (99 1) %.
Opakovatelnost analyz byla velmi dobra, varia¢ni koeficient pro plochu elu¢niho piku
byl nizky (RSD 1 %).

Pfi analyzach pepsinu a pepsinu inhibovaného pepstatinem A (zablokované
aktivni mito pepsinu) doslo v obou pfipadech k adsorpci na staciondrni fazi. Tim bylo
prokazano, ze praseci pepsin A se na ligand (pepstatin A) nevaze pres své aktivni misto.
Piesné uréeni mista vazby prasec¢iho pepsinu A na ligand vyzaduje dalsi studii.

Nakonec byla provedena analyza praseCiho pepsinogenu A. Pii FPLC doslo
k adsorpci  praseCiho pepsinogenu A na stacionarni fazi. Vyuziti agarosy
s imobilizovanym pepstatinem A k analyze lidskych pepsinogent by bylo nutno jesté

dale ovéit.
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