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ABSTRAKT V CESTINE

Lidska zaludec¢ni $tava obsahuje hlavné aspartatové proteinasy: pepsin A a pepsin C.
Oba pepsiny jsou produkovany v zalude¢ni sliznici jako inaktivni pepsinogeny a k
jejich aktivaci na pfislusné pepsiny dochazi v kyselém prostiedi zaludku. Hladiny
pepsinogentl v krevnim séru odrazeji morfologicky a funkéni stav zalude¢ni sliznice. Téma
dizertacni prace je soucasti projektu zabyvajiciho se zejména vypracovanim metody pro
separaci zaludeénich aspartatovych proteinas, ktera by byla vhodna pro diagnostické ucely.

Konkrétnim predmétem piedkladané prace byla ptiprava novych typi ligandd, ktera
by umoznovala po imobilizaci separaci aspartatovych proteinas. Pro studium vazebnych
vlastnosti pepsint byly syntetizovany ¢tyii heptapeptidy obsahujici D-leucinylovy zbytek
(Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-
Tyr-Tyr-Val-D-Leu a Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu).

Ptipravené heptapeptidy imobilizované na agarosové magnetické Castice byly
pouzity pro studium jejich interakci s prase¢im pepsinem A a potkanim pepsinem C.
Zatimco praseci pepsin A byl adsorbovan na vSechny heptapeptidy imobilizované na
magnetické Castice, potkani pepsin C se na imobilizované heptapeptidy neadsorboval.
Obdobné vysledky byly ziskany pfi afinitni chromatografii na heptapeptidech
imobilizovanych na Sepharosu. Situace byla komplikovangjsi v ptipadé separace lidskych
pepsinll A a C; G€innéjsi separacni vlastnosti vykazuji magnetické agarosové Castice
s imobilizovavymi peptidy Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu a Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-
Val-D-Leu, kdy prvni eluéni pik obsahuje oba pepsiny, ale druhy elu¢ni pik jiz samotny
pepsin A. Oba lidské pepsiny se podafilo separovat pomoci peptida Val-D-Leu-Pro-Tyr-
Phe-Val-D-Leu- a Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu imobilizovanych na Sepharosu.



ABSTRACT IN ENGLISH

Human gastric juice contains mainly aspartate proteinases: pepsin A and pepsin C.
Both pepsins are produced by gastric mucosa as inactive pepsinogens and they are activated
to the corresponding pepsins in the acidic environment of the gastric lumen. The levels of
pepsinogens in serum reflect the morphological and functional status of gastric mucosa. A
subject of this thesis is a part of a long-term investigation that focuses on the elaboration of
methods for separation gastric aspartate proteainases that would be suitable for diagnostic
purposes.

The preparation of new type ligands was a concrete subject of PhD. thesis that after
their immobilization they can enable the separation of aspartate proteinases. Four
heptapeptides containing D-leucinyl residue were synthetized (Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-
Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu and
Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu.

The prepared heptapeptides immobilized on agarose magnetic particles were used
for the study of their interaction with porcine pepsin A and rat pepsin C. While porcine
pepsin A was adsorbed to all heptapeptides immobilized to magnetic particles, rat pepsin C
was not retarded. Similar results were obtained using heptapeptides immobilized to
Sepharose. The situation was more complicated in the case of the separation of human
pepsin A and C. Magnetic agarose particles containing immobilized Val-D-Leu-Pro-Tyr-
Phe-Val-D-Leu and Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu heptapeptides were more effective;
the first elution peak contained a mixture of pepsin A and C, while the second one only
pepsin A. Using the immobilization of Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu- and Val-D-Leu-
Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu on Sepharose, both human pepsins were separated.
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Lidsky pepsin A, lidsky pepsin C, separace, magnetické ¢astice, Sepharosa

Human pepsin A, human pepsin C, separation, magnetic particles, Sepharose
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN acetonitril

AV CR Akademie véd Ceské republiky

BCA bicinchoninova kyselina

Boc N-terc-butyloxykarbonyl

BSA hovézi sérovy albumin

DEAE diethylaminoethyl

DMF dimethylformamid

EC Enzyme Commission

Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

IMAC afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech

K inhibi¢ni konstanta, pM

Kic inhibi¢ni konstanta pro kompetitivni inhibici, uM

Kiu inhibi¢ni konstanta pro nekompetitivni inhibici, uyM

Km Michaelisova konstanta, uM

PEG polyethylenglykol

Pgl az Pg7 izoenzymy pepsinogenu A a pepsinogenu C

PGA pepsinogen A

PGC pepsinogen C (progastriksin)

PHEMA poly(2-hydroxyethylmetakrylat)

PMMA poly(methylmetakrylat)

PS polystyren

PTFE poly(tetrafluoroethylen)

PU jednotka proteolytické aktivity je mnozstvi pepsinu, které preméni za
1 min pti 37 °C a pH 2 takové mnozstvi hemoglobinu, Ze vzniklé
peptidy zptsobi AA 0 0,001 pii 540 nm métenou metodou BCA

PVA polyvinylalkohol
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RP HPLC
SDS
SPION
TCA
TFA

Viim

Vmax
TEMED
Tris

1. LF UK

vysokoucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi
dodecylsulfat sodny

supermagnetic iron oxide nanoparticles

trichloroctova kyselina

trifluoroctové kyselina

maximalni reakéni rychlost, AA/min

maximalni rychlost, AA/min

tetramethylendiamin

tris(hydroxymethyl)aminomethan

1. Lékatska fakulta Univerzity Karlovy
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UVOD

Potravou ptijaté proteiny jsou v lidském zaludku §tépeny hlavné hlavnimi travicimi
enzymy: pepsinem A a pepsinem C. Pepsiny jsou produkovany jako neaktivni pepsinogeny
(pepsinogen A a pepsinogen C) buitkami zalude¢ni sliznice a jsou aktivovany az v kyselém
prostiedi Zalude¢nich §t'av. Koncentrace pepsinogenu A (PGA) a pepsinogenu C (PGC) v
krevnim séru nebo zaludku piimo souvisi s morfologii a funkci zalude¢ni sliznice. Jako
dilezity diagnosticky ukazatel se jevi pomér PGA/PGC, ktery klesa u rakoviny zaludku a
lze jej také vyuzit k diagnostice gastritidy ¢i peptického viedu.

V posledni dob¢ je vénovana pozornost vyvoji magnetickych separacnich technik
K izolaci a separaci proteintl. Zejména magnetické afinitni metody vyuzivajici reverzibilni a
specifické vazby ligandu imobilizovaného na magnetickém nosici a proteinu. Tyto metody
maji fadu vyhod jako je jednoduchost a rychlost ve srovnani s dal§imi separa¢nimi
technikami.

Téma disertacni prace bylo soucasti nasledujicich grantt:

e Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic (grant
MSM 0021620806)

e Project CEH LC 06044

e The Czech Science Foundation (grant 203/09/0857)

e PRVOUK-P24/LF1/3

e Grant Agency of Charles University (SVV-2011-262507, SVV-2012-264507 and SVV-
2013-266509).

Konkrétnim cilem diserta¢ni prace bylo najit rychlou a t¢innou metodu k separaci
lidského pepsinu A a pepsinu C s vyuzitim vazby mezi heptapeptidy (specifické inhibitory
pepsindl) imobilizovanymi na nosicich a pepsiny, ktera by pomohla k diagndéze raného

stadia rakoviny zaludku.

12



1 TEORETICKA CAST

1.1 ASPARTATOVE PROTEINASY

Proteasy (peptidové hydrolasy; EC 3.4) jsou enzymy, které §t&pi proteiny.’ D&l se
podle toho, v jaké ¢asti polypeptidového fetézce plisobi: na exopeptidasy (peptidasy)

a endopeptidasy (proteolytické enzymy nebo proteinasy).? Exopeptidasy katalyzuji
hydrolytické odstépeni aminokyseliny na koncich polypeptidového fetézce. Endopeptidasy
katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb uvniti fetézce a tvoii tak peptidy o riizné délce.® *

Endopeptidasy se dale déli podle jejich katalytickych mechanismu do Sesti skupin:
Serinové proteinasy, Cysteinové proteinasy, aspartatové proteinasy, metaloproteinasy,
threoninové proteinasy” a glutamové proteinasy’.

Aspartatové proteinasy byly piivodné oznacovany jako kyselé proteasy, protoze
optimélni pH $t&pent je v kyselé oblasti.” Spole¢nymi rysy jsou strukturni podobnost,
katalyticky mechanismus a inhibice specifickymi inhibitory.* Hlavni t¥i specifické
inhibitory jsou pepstatin A, methylester diazoacethylnorleucinu a 1,2-epoxy-3-(p-
nitrofenoxy) propan. Pepstatin A nekovalentné interaguje s aktivnim mistem aspartatovych
proteinas a tim zamezuje piistupu substratu do aktivniho mista enzymy. Jedna se 0 obecny
kompetitivni inhibitor aspartatovych proteinas izolovany z kultur rodu Streptomyces, ktery
se pouziva pfii studiich enzymovych aktivit, biologickych funkci a také v afinitni
chromatografii.®*® Methylester diazoacethylnorleucinu je specificky inhibitor
aspartatovych proteinas, ktery se kovalentné vaze na aspartatovy zbytek v aktivnim centru
v pozici 215 aminokyselinového fetézce.* * Poslednim z nejznamégjsich specifickych
inhibitord je 1,2-epoxy-3-(p-nitrofenoxy) propan, ktery se kovalentné vaze na aspartatovy

zbytek v aktivnim centru v pozici 32 aminokyselinového fetézce aspartatovych proteinas.
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1.1.1 DELENI ZALUDECNICH ASPARTATOVYCH PROTEINAS

Pepsin A (EC 3.4.23.1) (cit. "*#1*)

Pepsin A je produkovén jako inaktivni proenzym PGA hlavnimi a hlenovymi
buiikami sliznice téla zaludku dospélych obratlovet (Tab. 1.1). Po pfijeti potravy z PGA
vznikd pepsin A v kyselém prostiedi zaludecni Stavy. PGA se dostava v malém mnozstvi do
krevniho séra a taky do moce a nachazi se pouze v buiikach funda a téla zaludku. Optimalni

pH pro pepsin A je 1,8-2,2.

Pepsin B (EC 3.4.23.2) (cit. =)
Pepsin B neboli kathepsin E je minoritni slozkou Zalude¢ni §tavy dospélych
obratlovct. Je vyluCovan jako inaktivni proenzym pepsinogen B a z néj vznika aktivni

pepsin B.

Pepsin C (EC 3.4.23.3) (cit. *°)

Trivialni ndzev pro pepsin C je gastriksin. Je produkovan jako inaktivni proenzym
PGC (progastriksin) hlavnimi buikami celé zaludecni sliznice obratlovct a sekrecnich zlaz,
buiikami v kr¢ku fundu, pylorickych Zlaz v antru a Brunnerovymi zldzami v proximalnim
duodenu® '3, PGC se vyskytuje také mimo Zaludek (Tab. 1.1), ale neni detekovatelny

v mo¢i. Jeho pH optimum je 3.

Chymosin (EC 3.4.23.4) (cit. %)
Chymosin je neonatalni zalude¢ni proteasa, ktera se vyskytuje v zalude¢ni §t'avé po

narozeni. Specificky $t€pi mlécny protein kasein a vyvolava tak koagulaci.
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Tab. 1.1 Vyskyt PGA a PGC v lidskych tkénich a tekutinach

PGA PGC
Télo zaludku ano ano
Antrum ne ano
Dvanacternik ne ano
Lacnik ne ano
Krev ano ano
Mo¢ (dospély) ano ano/ne
Mo¢€ (novorozenec) ano ano
Pankreas ano ano
Prostata ne ano
Sperma ne ano
Semenny vacek ne ano

1.1.2 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI PEPSINU A PEPSINOGENU

Relativni molekulova hmotnost pepsint je kolem 35000 a pepsinogent kolem
40000. Relativni molekulova hmotnost lidského pepsinu A je 34628 a lidského pepsinu C je
35461.

Pepsiny se vyznacuji velmi nizkym optimalnim pH. Pepsin A vykazuje nejvetsi
aktivitu pii pH 1,2-2,2 a pepsin C kolem pH 3. Pepsiny jsou stabilni pii pH 1-6,
pepsinogeny pii pH 6-9. Pepsiny jsou denaturovany pii pH vysSim nez 7. K reverzibilni
denaturaci pepsinogent dochazi pti pH kolem 9 a k ireverzibilni denaturaci pii pH vyS$Sim
nez 12.

Izoelektricky bod pepsinogenti je 3,7 a pepsintt mensi nez 1 (Cit. %), Nizsi
1zoelektricky bod u pepsint je z divodu ztraty deviti z deseti lysylovych zbytkt, dvou ze tii

histidylovych zbytkl a dvou ze ¢tyt arginylovych zbytkii béhem aktivace.
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Pepsiny jsou stabilni do teploty 45 °C; pti vysSich teplotach dochazi k denaturaci
pepsinu A, zatimco pepsin C je teplotné stabilngjsi. Pti teploté vyssi nez 65 °C jsou

denaturovany oba pepsiny.
1.1.3 STRUKTURA A AKTIVACE PEPSINU A PEPSINOGENU

Kompletni primarni struktura je znama pro vice nez 50 pepsinogeni’l.16 Prvni
kompletni aminokyselinovou strukturu praseciho pepsinu A urcil Tang a spol. v roce 1973.
(cit. ") Jeho objev byl potvrzen v roce 1975.(cit. 319

Molekula lidského PGA a PGC je tvotena polypeptidovym fetézcem, ktery se
sklada ze 373 aminokyselinovych zbytkli u PGA a ze 372 aminokyselinovych zbytkl
u PGC. Molekula obsahuje tii intramolekularni disulfidické mﬁstky.20 Primarni struktura
zymogend je tvofena tfemi oblastmi: signalni peptid (presekvence) z 20 aminokyselin,
aktivacni peptid (prosegment) slozeny ze 40—60 aminokyselin a hlavni fetézec. Hlavni
tetezec se sklada z vice kyselych (28 Asp, 13 Glu) nez bazickych zbytkl (2 Arg, 1 Lys,

1 His). Karboxylové skupiny z hlavniho fetézce jsou pii neutralnim pH negativné nabité,
kladny naboj lysinu a argininu kompenzuje naboj karboxylu a tim dochazi k stabilizaci
molekuly pepsinogenu.* &%

Jsou znamy trojrozmérné struktury praseciho PGA a pepsinu A a také lidského PGA
a PGC. Struktury vSech zymogent jsou podobné. Podobnost mezi prasec¢im a lidskym PGA

je mnohem vétsi nez podobnost mezi lidskym PGA a lidskym PGC.1% 20

Terciarni struktura® % je tvofena Ctyfmi a-helixy a dvéma doménami, které jsou
shodné a zrcadlové obracené (Obr. 1.1). Domény jsou tvoteny pievazné B-strukturami.
Mezi N-koncovou doménou (1. az 175. aminokyselinovy zbytek) a C-koncovou doménou
(176. az 326. aminokyselinovy zbytek) je rozsedlina, ve které se nachdzi aktivni misto

enzymu.
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Pepsinogeny jsou skladovany v sekre¢nich granulich a vlivem stimulujicich faktort
jsou vylucovany procesem exocytozy do zaludku. Syntéza a sekrece pepsinogent je
regulovana mechanismy pozitivni a negativni zpétné vazby. Sekreci pepsinogenti inhibuje
napf. atropin, histamin a extrémni teplota téla.’

Aktivni misto obsahuje dva zbytky kyseliny asparagové Asp32 a Asp215. Okoli
aktivniho mista tvoii vazebné misto, které je tvofeno sedmi aminokyselinami s ozna¢enim
Sa4, S3, Sz, S1, S17, S2” a S’ Aktivacni peptid zakryva aktivni misto v rozsedling (Obr. 1.2)
a tim blokuje vstup substratu do aktivniho mista pii neutralnim pH. Je tvofen 47
aminokyselinovymi zbytky u lidského PGA a 43 aminokyselinovymi zbytky u lidského
PGC. Aktivacni peptid je navazan do rozsedliny zejména elektrostatickymi silami
(4 elektrostatické interakce v prasec¢im PGA, 7 elektrostatickych interakci v lidském
PGC).416.20

Pfi neutrdlnim pH jsou zymogeny stabilizovany v inaktivni formée elektrostatickymi
interakcemi mezi kladnymi naboji bazickych aminokyselin aktiva¢niho peptidu a zaporny-
mi naboji dikarboxylovych aminokyselin v enzymu. Aktivace je zahajena vodikovymi
ionty. Pfi nizkém pH jsou karboxylové kyseliny protonizovany, elektrostatické vazby jsou
oslabeny a molekula zymogenu podstupuje konformaéni zmény odsunutim aktiva¢niho
peptidu z rozsedliny. Aktivni centrum je odkryto a enzym se stava aktivnim. Proteolyza

e . ;o . ] s o 21
zéavisi na pH, iontov¢ sile, koncentraci zymogenu a specifité jednotlivych enzyma.

1.1.4 SUBSTRATOVA SPECIFITA PEPSINU

Povaha aktivniho mista (viz 1.1.3.) dava malym substratim moznost nato¢eni. Proto
se pro vyzkum specifity mechanismu hodi 1épe substrat dostate¢né velky a vétSinou
synteticky. Z ptirozenych substratii se pouzivaji hemoglobin, kasein nebo albumin.
Aspartatové proteinasy maji stejné uspotfadani aspartatovych zbytkti a proto maji vS§echny
enzymy této skupiny stejny katalyticky mechanizmus. Specifita je charakterizovana
aminokyselinovymi zbytky v okoli §tépené peptidové vazby a aminokyselinovymi zbytky,

jenz se Ucastni interakce aktivniho mista enzymu se substratem. Aminokyselinové zbytky
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aktivniho mista se popisuji pismenem S a aminokyselinové zbytky substratu navazaného

v aktivnim misté pismenem P (Obr. 1.3). Nejcastéji jsou pepsinem Stépeny vazby obsahujici
dvé aromatické aminokyseliny v pozici P; a P1". Vazby §tépené prase¢im pepsinem A:
Phe-Tyr, Phe-His, Phe-Ala, Phe-Trp, Phe-Phe, Met-His, Trp-Glu, Trp-Ile, Tyr-Met.*°
Lidsky pepsin A a pepsin C maji velmi podobnou substratovou specifitu. Lisi se pouze tim,
ze pepsin C preferuje tyrosinovy zbytek v pozici P; a v pozici P;'muze byt jakykoliv

aminokyselinovy zbytek.zz' 23

Obr. 1.3 Model substratu-heptapeptidu (P4, P3, P2, P1, P1’, P2’, P3") navazaného v aktivnim

mist& (zelend barva) pepsinu®*

1.1.5 PATOLOGICKE ZMENY HLADIN ASPARTATOVYCH PROTEINAS

PGC je kompletné reabsorbovan a metabolizovan ledvinami, zatimco PGA pouze ze

dvou tietin. Proto je mozné v krvi stanovit PGC i PGA; v moci pouze PGA. Hladina PGA
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a PGC v séru a jejich pomér PGA/PGC piimo souvisi s morfologii a funkci zalude¢ni
sliznice. U zdravych jedincii je koncentrace PGA vzdy vyssi nez koncentrace PGC.

U zdravych jedincd je pomér PGA/PGC 3:1. (cit. ) Pom&r PGA/PGC je diilezitd;jsi
diagnosticky ukazatel nez absolutni hodnoty pepsinogenii. Hladiny pepsinogent se méni
s pohlavim, vékem, vdhou a narodnosti.

Vztah mezi patologickymi zménami zaludku a koncentraci pepsinogenti je Castym
z4jmem studia. U peptického viedu (duodenalniho nebo zalude¢niho) jsou zvysené
koncentrace PGA i PGC. Riziko duodenalniho viedu stoupa u zdravych lidi se zvySenou
hladinou PGA v séru. Gastritida je zanét zaludku existujici ve vice formach. Povrchova
gastritida je spojend se zvysenou hladinou PGA i PGC, naopak snizena hladina PGA je
u chronické a stiedni atrofické gastritidy.”> Pomér PGA/PGC klesa v pripadé povrchové,
mirné a stiedni gastritidy. Pom&r PGA/PGC je vhodny marker zejména ke sledovani

atrofické chronické gastritidy.*® 202

nizkou hladinou PGA®, coz se jevi jako dobry subklinicky marker tohoto onemocnéni.
Ackoliv rakovinné bunky produkuji vic PGC neZ PGA, zvyseni hladiny PGC v séru nebylo
pozorovano. Z tohoto divodu také klesa pomér PGA/PGC a je mensi nez 1. Toto se projevi

ey , ., . vy , . .. . e . 1
jiz v ranych stadiich rakoviny, kdy je§t& neni moZno jinou metodou rakovinu zjistit.**

V soucasné dob¢ se pomér PGA/PGC pouziva jako rizikovy marker rakoviny zaludku.** 3

33

1.1.6 METODY POUZIVANE K SEPARACI ASPARTATOVYCH PROTEINAS

Dosud neni vyvinuta jednoducha a rychla metoda k separaci pepsinti ¢i
pepsinogent. Mezi metody, které byly dosud pouzity, patii iontové vyménna
chromatografie: opakované déleni pepsinogenti na DEAE-celulose (diethylaminoethyl), coz
je velice zdlouhava metoda.® Hojné se k oddéleni pepsinti nebo pepsinogent vyuzivéa

35-37

kapalinové chromatografie. Jednotlivé izoenzymogeny PGA a PGC byly déleny
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elektroforeticky na agarovém a polyakrylamidovém gelu®® *

nebo pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC).
Stéale vyuzivanéjsi se stavaji afinitni metody jako je bioafinitni chromaltog:,rraﬁe39

40-42

a afinitni chromatografie na vazanych kovovych iontech (IMAC) nebo afinitni

kapilarni elektroforéza.*®

1.1.7 STANOVENI PROTEOLYTICKE AKTIVITY

Meéritkem aktivity aspartatovych proteinas je mnozstvi peptidii uvolnénych za urcity
Casovy interval. Nejstar$i metody jsou zalozeny na spektrofotometrickém stanoveni peptidi
v reakéni smési po vysrdzeni a odstranéni nezreagovaného proteinového substratu
(piikladem je metoda podle Ansona a Mirskeho). Zagaly se také vice uplatiiovat
syntetické substraty. Nejcastéji se jejich stépenim uvolni chromofor, ktery se méti
spektrofotometricky pii odpovidajici vinové délce. Vhodnym substratem pro pepsin je
oktapeptid Lys-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe(NO,)-Ala-Leu (detekce pii 300 nm).>

Nejpouzivangjs$im zpusobem stanoveni proteolytické aktivity je metoda podle
Ansona a Mirskeho.* Metoda je zaloZena na proteolytickém $tépeni hemoglobinu
pepsinem, pii kterém dochazi ke vzniku mensich peptidt. Reakce je ukoncena piidanim
trichloroctové kyseliny. Dojde k vysrazeni nerozstépeného substratu a v roztoku zlstavaji
pouze vzniklé peptidy. Peptidy jsou nasledné stanoveny métenim pii vinové délce 280 nm
nebo BCA metodou. Mnozstvi uvolnénych peptidii za piesné stanovenou dobu je piimo
umérné aktivité pepsinu ve vzorku.

Kyselina bicinchoninova®® (BCA) se pouzivé jako hlavni reagencie ke stanoveni
koncentrace proteini BCA metodou. Metoda je zaloZena na redukci Cu?* na Cu* proteinem
v alkalickém prostiedi (biuretova reakce) a na vysoce citlivé kolorimetrické detekci
rozpustného komplexu ve vodé. Komplex je tvofen jednim iontem Cu’ a dvéma
molekulami BCA a tato reakce poskytuje purpurové zabarveni nejlépe detekovatelné pii

562 nm. Intenzita tohoto zabarveni je zavisla na celkové koncentraci proteinﬁ.46
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1.2 AFINITNI SEPARACE “*°

K obohaceni nebo ¢isténi proteinti ze smési jinych proteinii nebo z biologickych
vzorku je pouzivano mnoho metod. K nejac¢innéj$im metodam patii metody vyuzivajici
afinitniho principu separace.

Afinitni separace je metoda, pii niZ urcitd molekula (afinant neboli ligand) vazana
na matrici reaguje specificky a reverzibilné s ur¢itym proteinem, respektive jeho
specifickym mistem. Afinitni sorpce se muze uplatnit v§ude, kde n&jaky ligand specificky
interaguje s biomolekulou. Metoda ma proti klasickym postuptim ¢isténi proteint fadu
vyhod jako je jednokrokovy postup, velké vytézky a rychlost a snadnost déleni.

Ligand je kovalentné navazan na vhodném nosiéi. Vzorek, ktery obsahuje protein,
je ptidan k modifikovanému nosiéi. Specifickymi interakcemi je navazan pozadovany
protein a ostatni latky se nezachyti. Nasleduje promyti, kdy se uvolni nenavéazany protein,
necistoty ¢i jiné proteiny. K uvolnéni izolovaného proteinu z komplexu do roztoku dochazi
vhodnou eluéni metodou. (Obr. 1.4)

Afinitni techniky obecné pouzivaji napt. biospecifické interakce, diky nimz mtze
byt protein separovan od jinych proteinil. Biospecifické interakce zahrnuji vodikové vazby,
hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily a coulombické interakce.

Tyto metody maji monoho zpusobt vyuziti: 1) ¢isténi enzymu, protilatek, antigent,
vazebnych, receptorovych, komplementarnich a transportnich proteinti; 2) separace bunék
a vir, denaturovanych a chemicky modifikovanych proteini od nativnich proteind,
nukleovych kyselin a nukleotidl, 3) zakoncentrovani roztoki proteind; 4) skladovani
nestalych proteinti ve vazané (imobilizované) formé¢; 4) vyzkum kinetickych a vazebnych

mechanismi a stanoveni disociacnich a jinych konstant.
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adsorpce promyti eluce

Obr. 1.4 Zakladni princip afinitni sorpce®

Stacionarni faze se obvykle pfipravuji kovalentni vazbou afinitniho ligandu na
pevny nosi¢. Pouzivaji se stabilni hydrofilni makroporézni nebo neporézni matrice. Jejich
vyznamné charakteristiky jsou velikost ¢astic, distribuce velikosti port, ptistupny povrch
a flexibilita polymeru. Matrice musi co nejméné interagovat s analytem (minimalni
nespecifické interakce) a byt teplotn€, chemicky a mechanicky stabilni. DlleZité je rovnéz
pH stabilita. Nosi¢ musi obsahovat velké mnoZstvi chemickych skupin, které mohou byt
aktivovany tak, aby umoznily kovalentni pfipojeni ligandu.

Imobilizace biomolekul na anorganické, organické a polymerni povrchy jsou
obvykle zaloZeny na kovalentni vazbé, fyzikalni adsorpci, zachyceni v semipermeabilni
membrané¢ a v polymernich mikro¢asticich a hydrogelech. Nej¢astejsi je imobilizace
pomoci kovalentni vazby. Jako ligandy mohou byt pouzity vSechny latky schopné
biospecifické reverzibilni vazby. Nizkomolekularni ligandy jsou stabilngjsi a stéricky 1épe
dosazitelné nez vysokomolekularni ligandy.

Nosic¢ byva ¢asto dodavan vyrobcem v aktivované formé, jinak je nutné jej jeste
pied navazanim ligandu aktivovat. Nejbéznéjsi aktivacni reakce jsou: bromkyanova
metoda, aktivace bisoxiranem (zavedeni epoxy skupin), aktivace divinylsulfonem, aktivace
organickymi sulfonylchloridy nebo glyoxalem.

ProtoZe po imobilizaci afinitniho ligandu na tuhy nosi¢ zlstane na nosi¢i vzdy ¢ast

skupin aktivnich, je nutné je zablokovat. Na nezreagované aktivni skupiny nosice se vaze
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vhodna latka, napt. glycin, ktera by neméla ovliviiovat sorpci a desorpci analytu. Dalsim
zpusobem inaktivace je odstranit zbytkové aktivni skupiny hydrolyzou.

Afinitni sorpce se nemusi omezovat jen na kolonové metody, nékdy mtze byt
vhodnéjsi vsadkovy zpﬁsob.46‘ " Pokud chceme ziskat malé mnoZstvi proteinu ze smesi, je
lepsi ptidat specificky sorbent pfimo do smési. U kolonovych metod dochazi k stoupani
tlaku a tim k poklesu pritoku vlivem ucpavani kolony nanaSenim neptecisténych vzorka.
Vsadkovou metodou lze dosahnout vétSich vytézki, pouzit dikladnéj$i michani a snadné;ji
se kontroluje ¢as i teplota. Typickymi sorbenty pro vsadkovou sorpci jsou hydroxyapatit,

iontoménice, afinitni sorbenty, hydrofobni sorbenty, imunosorbenty a magnetické sorbenty.

1.3 SEPARACE PROTEINU NA MAGNETICKYCH NOSICICH

K separaci a purifikaci proteint a peptidt se pouZzivaji rizné metody
(chromatografie, elektroforéza, ultrafiltrace, precipitace). V posledni dob¢ je vénovana
zvysena pozornost vyvoji a aplikaci magnetickych separa¢nich technik, které pouzivaji
malé magnetické ¢astice.

Kratky pohled do historie magnetickych ¢astic ukazuje, Ze Cisté magnetické oxidy
Zeleza (jako je magnetit) byly pouZity k adsorpci a odstranéni rozpusténych a koloidnich
biologickych latek z odpadnich vod jiz ve 40. letech 20. stoleti.”® Poté aZ v roce 1974 byly
popsany aplikace magnetickych castic k selektivni separaci biomolekul Dunnillem
a Lillym®", kte#i pouzili mikronovych magnetickych &stic jako nosi&i pro imobilizované
enzymy a jako bioafinitnich adsorbentli. Brzy se objevily prvni komeréni magnetické
nosice. Pouziti separaci na magnetickych ¢asticich se rychle rozsitilo do dalSich oborii
a riiznych oblasti vyuZiti.

Magnetické separacni techniky maji n€kolik vyhod ve srovnani se standardnimi
separacnimi metodami. Pracovni postup je obvykle velmi jednoduchy (méné

manipulacnich kroki). VSechny kroky ¢isténi se mohou provadét v jediné nadobé. Neni
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potieba drahého vybaveni (kapalinového chromatografu nebo centrifugy). Separacni proces
muze byt proveden piimo v surovych vzorcich. V nekterych ptipadech (napft. pfi izolaci
intracelularnich proteinti) je dokonce mozné spojit rozklad a separacni kroky a tak zkratit
celkovy separacni Cas. Magneticka separace je Setrnd k izolovanym proteintim. Lze ji
pouzit také k zakoncentrovani zfedéného roztoku proteini. Magnetické separacni techniky
jsou zakladem rtiznych automatizovanych metod, napf. imunoanalytické systémy pro

stanoveni riznych druhti analytt (proteint ¢i peptidit).
1.3.1 MAGNETICKE CASTICE

Z fyzikélniho hlediska by idedlni magnetické ¢astice vhodné k separacim peptidl a
proteinil mély byt neporézni, supermagnetické, mit velky specificky povrch (20-100 mzlg),
stejnou velikost a mély by byt snadno oddélitelné magnetickym polem.>

Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi od nanometrii az do stovek mikrometru.
Optimalni velikost ¢astic se voli podle aplikace a biomolekuly, kterd bude separovana.
Naptiklad pii separaci proteinli by velikost ¢astic méla byt podobna jako velikost proteinu.
MEéI by se najit vhodny kompromis mezi specifickym povrchem a magnetickymi
vlastnostmi ¢astic. VEtSi ¢astice maji mensi specificky povrch a pitili§ malé Castice zase
mensi magnetické vlastnosti. Kulaty tvar magnetickych ¢astic je nejvhodnéjsi diky jeho
dobrym hydrodynamickym vlastnostem, které jsou pozadovany k snadné manipulaci
s magnetickymi Easticemi.”

Magnetické ¢astice mohou byt vyrobeny v laboratofi nebo jsou jiz komeréné
dostupné. Komercné dostupné magnetické Castice se daji potidit u mnoha firem, které
nabizeji magnetické C¢astice z riznych materialti a v mnoha velikostech. Pfehledné seznamy

magnetickych ¢astic dostupnych na trhu lze najit v &lancich®® %253

Komeréni magnetické
¢astice jsou dostupné bud’ s imobilizovanymi ligandy (protein A, protein G, streptavidin,
protilatky, trypsin, histidin aj.) nebo s funkénimi skupinami (nejbéznéjsi jsou -COOH, -OH

a -NH>) na povrchu magnetickych ¢astic. Magnetické ¢astice byvaji ¢asto dodavany
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vyrobcem v aktivované formé (tosyl, glyoxal, epoxy), jinak je nutné je jesté pred
navazanim ligandu aktivovat.

Magnetické ¢astice pouzivané pro afinitni separaci peptidl a proteini se skladaji

Z magnetického jadra, které je pokryto obalem z riznych materialii, na jehoz povrchu miize

byt imobilizovan ligand.

Jadro magnetické Castice je tvofeno z magnetickych anorganickych materiala, diky

kterym je umoznéna snadna manipulace s magnetickymi ¢astice pomoci magnetického pole

(uzitim vhodného magnetického separatoru). Mezi nejvyznamnéjsi magnetické anorganické

materialy patii oxidy zeleza: magnetit (Fe3O4) a maghemit (y-Fe,03), dale pak ferity
(MO. Fe;,03, M=Mn, Co, Zn, Cu).(cit. >* *°) Oxidy Zeleza jsou preferované z hlediska
vyuZiti v bioaplikacich, protoze jsou odolné vii¢i oxidaci vic nez zelezo. Magnetit

a maghemit™ vykazuji feromagnetické vlastnosti, ale ¢astecky z tohoto materialu

o velikosti mensi nez 30 nm jsou supermagnetické. Témto malym casteCkam se fika SPION

(supermagnetic iron oxide nanoparticles). °” Supermagnetické ¢astice po vytaZeni

z magnetického pole nevykazuji Zadny magnetismus a dochazi k jejich rychlé distribuci

V suspenznim médiu, diky ¢emuZ jsou vhodné k vétSin€ separaci proteinil a peptidﬁ.sg’ >
ProtoZe samostatné magnetické ¢asteCky jsou velmi nestabilni a dochézi rychle

k jejich oxidaci, tak je potfeba magnetické jadro obalit materialem, ktery je vici okoli

odolny.®® Obal magnetické Eastice je inertni vrstva z materialu, ktery zajist'uje stabilitu

jé&dra, chrani jadro vii¢i nespecifickym interakcim a umoziiuje ptipojeni piislusnych

funkénich skupin vhodnych k vazbé s ligandem. Materialy vyuzivané jako obaly

magnetickych ¢astic miiZzeme rozdélit do Etyt skupin: syntetické polymery, biopolymery,

anorganické materidly a ostatni materidly. Mezi syntetické polymery patii pfedevsim

polyakrylamid, polyethylenglykol (PEG), polyvinylalkohol (PVA), polystyren (PS),

poly(methylmetakrylat) (PMMA), poly(2-hydroxyethylmetakrylat) (PHEMA). o1

Z biopolymert jsou nejcastéji vyuzivany celulosa®, agarosa®, chitin, chitosan®,

65, 66

alginat nebo dextran. Mezi anorganické materialy, kterymi mohou byt potazeny

magnetickd jadra, patii silikagel67, zlato nebo porézni sklo. Mezi ostatni materialy je mozné

zatadit kyselinu citronovou a fosfatové slouéeniny68 (fosforecna kyselina, bisfosfonat).
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Magnetické Castice jsou z roztokl ¢i vzorkii oddélovany magnetickymi separatory.
Nejjednodussi zptlisob je pouziti magnetu. Komerén¢ dostupné laboratorni magnetické
separatory jsou obvykle vyrobeny z magnetl upevnénych v nemagnetickém materidlu.
Jedna se o pera, stojanky (pro mikrozkumavky typu Eppendorf, zkumavky, kyvety atd.)

a jiné.” Priitokové magnetické separatory jsou finanéné nakladng&jsi a jsou vhodné k pouziti

v hustych vzorcich, prikladem je vysoce gradientovy magneticky separator.>” "

1.3.2 MAGNETICKE AGAROSOVE CASTICE AKTIVOVANE GLYOXALEM

Jadro kazd¢é magnetické ¢éstice obsahuje malé¢ mikrokuli¢ky o velikosti 1-15 pm
z oxidu zeleznato-zelezitého (magnetit; Fe304) (Obr. 1.5). Obsah magnetitu v kazdé ¢astici
je asi 5 %. Magnetické jadro je obaleno 4% nebo 6% agarosou.’* Agarosa je zesitovana
epichlorhydrinem kvuli vétsi odolnosti vii¢i experimentalnim podminkam. Agarosa je
aktivovana glyoxalem, jehoz aldehydova skupina tvori ochotné Schiffovu bazi s amino
skupinou ligandu. Schiffova baze je zna¢né nestabilni a proto je redukovana
kyanoborhydridem sodnym, ¢imz se vytvofi stabilni kovalentni vazba ligandu k ¢astici.

(Obr. 1.6). Magnetické castice maji velikost v rozmezi 20 az 75 pum.

Obr. 1.5 Magnetitové mikro&astice v 6% agarosové &astici (zvétseni 400 krat)
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Schiffova baze

,0 NaCNBH,
0—CH~=C__ + L-NH,—> O—CH-C=N-L——>=
H
H
NaCNBH, |
s 0—CH,—CH~ N—-L

Obr. 1.6 Schéma reakce imobilizace ligandu na magnetickou Gastici’

MC: magneticka &astice, NaCNBH,: kyanoborhydrid sodny, L: ligand

1.4 CIL DISERTACNI PRACE

Téma dizertaéni prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu na Ustavu patologické
fyziologie 1. Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze (1. LF UK), ktery studuje vztah
aspartatovych proteinas v lidské Zaludecni $tavée ¢i sliznici a zavaznych zaludecnich
onemocnéni. Uréeni vzajemného poméru PGA a PGC je dulezitym parametrem pro
diagnostiku gastritidy, peptického viedu ¢i raného stadia rakoviny zaludku.

Cilem ptedkladané disertacni prace bylo vyvinout metodu, kterou by bylo mozné
rychle a jednoduse separovat lidsky pepsin A a pepsin C z zalude¢ni §tavy nebo z krve (po
aktivaci pepsinogentl).

Separaci provést afinitnimi metodami s vyuzitim imobilizovanych heptapeptidi,

o kterych bylo ptedpokladano, Ze budou inhibitory lidskych pepsind.

Vybrané heptapetidy syntetizovat a specifikovat je enzymologickymi kinetickymi
parametry (Kn, a Kj).

Heptapeptidy imobilizovat na magnetické nosice nebo na Sepharosu.

Tyto nosi¢e porovnat z pohledu vice parametrti: napt. ¢as analyzy, finan¢ni hledisko,

nespecifické sorpce, kapacita nosica apod.
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Optimalizovat podminky separace pepsintl a zjistit nejlepsi adsorpéni a elucni
podminky.

Studovat vazebné vlastnosti syntetizovanych heptapetidii k prase¢imu pepsinu A,
potkanimu pepsinu C, lidskym pepsinim A a C.

Stanovit imunoanalytickymi metodami pepsiny v jednotlivych frakcich ziskanych

ze separace a vybrat nejlepsi metodu pro separaci lidského pepsinu A a pepsinu C.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 PRISTROJE A MATERIAL
2.1.1 PRISTROJE A JINE POMUCKY

e analytické vahy AB104 (Mettler Toledo, Svycarsko)

e laboratorni vahy PCB 2500-2 (Kern, Némecko)

e mikrodestickovy fotometr Multiskan MS MCC/340 (Labsystems, Finsko)

e spektrofotometr Bio-Photometer (Eppendorf, Némecko)

e spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

e nizkotlaka chromatografie (Bio-Rad, USA): BioLogic LP Data View software, sbéra¢
frakei typ 2110, Proportioning valve/Mixer module, UV detektor (280 nm), vodivostni
detektor, MV-6 Sample Inject Valve, SV-5 Buffer Select Valve, kolona Econo-Column
Chromatography 1 x 10 cm, adaptér Econo-Column Flow Adaptor

e clektroforéza Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)

e zdroj PAC 3000 (Bio-Rad, USA)

e Mini Trans-Blot systém (Bio-Rad, USA)

e magnetické pero PickPen 1-M (Bio-Nobile, Finsko)

e Milli-Q systém pro vyrobu redestilované vody (Millipore Corporation, USA)

e AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet International, USA)

e 2D tiepacka PMR-30 Grant-Bio (Labnet International, USA)

e magnetickd michacka HI 190 M (Hanna instruments, USA)

e tfepaCka MS1 Minishaker (IKA, Némecko)

e rotator Multi Bio RS-24 (Biosan, Litva)

e pH metr 3305 (Jenway, Velka Britanie)
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e pH elektroda SenTix 20 (WTW, Némecko)

e centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

e HPLC Agilent technologies 1200 series (Agilent, USA): kolona VWdac C18, 5 um, 250
x 4,6 mm (Grace Vydac, USA), detektor diodového pole, ChemStation Software

e hmotnostni spektrometr Micromass Q-Tof micro (Waters, USA)

e Puradisc 13 Syringe PTFE (poly(tetrafluoroethylen)) Filter 1 pm, (Whatman, USA)

e Amicon Ultra 0.5 ml Centrifugal Filter Unit with Ultracel 10 kDa membrane (Merck
Millipore, USA)

2.1.2 POUZITE CHEMIKALIE

e magnetické glyoxalové 4% agarosové €astice, 20—75 um (BioScience Bead Division of
CSS. Inc., USA)

e Cyanogen bromide-activated-Sepharose® 4 Fast Flow (Sigma-Aldrich, USA)

e N,N-dimethylformamid, piperidin, kyselina trifluoroctova,1-hydroxybenztriazol, N,N'-
diisopropylkarbodiimid, kyselina mravenci, Tween 20, dodecylsulfat sodny (SDS),
akrylamid, N,N’-methylen bis(akrylamid), N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin
(TEMED), kyanoborhydrid sodny, methanol, pepstatin A, Tris(hydroxymethyl)-
aminomethane (Tris) (Sigma-Aldrich, USA)

e triisopropylsilan, terc-butylmethylether (Alfa Aesar, Némecko)

e Fmoc-Rink-Amid MBHA resin, Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-L-Tyr (tBu)-
OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Boc-L-Val-OH (Iris Biotech GmbH,
Némecko)

e kyselina chlorovodikova, kyselina trichloroctova, octan sodny, kyselina octova, 1, 4-
dioxan, chlorid sodny, propan-2-ol, merkaptoethanol (Ing. Petr Lukes, CR)

e BCA Protein Assay Reagent A, standard BSA (hovézi sérovy albumin) (Pierce, USA)

e acetonitril (ACN), glycin (Lach-Ner, CR)

e hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, CR)

31



nitrocelulosova membrana, filtraéni papir, Precision Plus Protein Dual Color Standard,
2x Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad, USA)

substrat Luminata Classico Western HRP (Merck Millipore, USA)

FOMAFIX koncentrat rychloustalovace, FOMA LP-T koncentrat vyvojky (FOMA
BOHEMIA, CR)

filmy CP-BU NEW, 13 x 18 cm (Agfa, Belgie)

2.1.3 BIOLOGICKY MATERIAL, ENZYMY, PROTEINY A PROTILATKY

zaludeéni sliznice potkana (1. LF UK, CR)

zaludeéni sliznice prasete (Agroprim VSETICE a.s., CR)

lyofilizovany extrakt zaludeéni sliznice potkana (1. LF UK, CR)

lidska lyofilizovana Zaludeéni §tava (1. LF UK, CR)

extrakt lidské zaludeéni sliznice (1. LF UK, CR)

praseci pepsin A (Sigma-Aldrich, USA)

a-chymotrypsin (Sigma-Aldrich, USA)

hovézi albumin (Sigma-Aldrich, USA)

trypsin (Sigma-Aldrich, USA)

hemoglobin z hovézi krve (Sigma-Aldrich, USA)

protilatky primarni: kozi polyklonalni protilatka proti lidskému pepsinu A (sc-51183) a
kozi polyklonalni protilatka proti lidskému pepsinu C (sc-51185) (Santa Cruz
Biotechnology, USA)

protilatka sekundarni: Donkey Anti-Goat 1gG Horseradish Peroxidase affinity purified
F(ab")2 fragments (705-036-147) (Jackson ImmunoResearch Europe, UK)

2.1.4 POUZITE PEPTIDY

e vyrobené firmou Vidia na zakazku (Vidia, CR):
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- Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu
- Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu
e vyrobené ve spolupraci s Ustavem organické chemie a biochemie AV CR (Akademie
véd Ceské republiky, CR):
- Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu
- Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu

2.2 SYNTEZA PEPTIDU A JEJICH CHARAKTERIZACE

2.2.1 SYNTEZA PEPTIDU

Peptidy Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu (dale jen peptid -Phe-Phe-) a Val-D-
Leu-Pro-Tyr- Phe-Val-D-Leu (dale jen peptid -Tyr-Phe-) byly vyrobeny na automatickém
syntetizatoru peptidil komeréni firmou Vidia (Praha, Ceska republika).

Peptidy Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu (dale jen peptid -Tyr-Tyr-) a Val-D-Leu-
Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu (dale jen peptid -Phe-Tyr-) byly vyrobeny ve spolupraci s Ustavem
organické chemie a biochemie AV CR manualné syntézou na pevné fazi dle N“-Fmoc
chemického protokolu.73

Syntéza byla provedena v polypropylenovych stiikackach s teflonovou fritou.
Stiikacka byla naplnéna 200 mg pryskytice (Fmoc-Rink-Amid MBHA resin), po
nabobtnani v dimethylformamidu (DMF) byla pryskytice promyta DMF. Chranici skupiny
Fmoc- z pryskytice byly odstranény 20% v/v roztokem piperidinu v DMF (5 min téepat
s 20% v/v roztokem piperidinu v DMF, 2 krat promyti DMF a 20 min tfepat znovu s 20%
v/v roztokem piperidinu v DMF) a nasledné byla pryskyftice promyta (3 krat nasati DMF do
stiikacky, 3 krat 20% v/v roztokem propan-2-olu a DMF sttidave, 3 krat DMF).
Aminokyseliny s ochranénou aminoskupinou (Fmoc-chranici skupina byla na vsech

aminokyselinach kromé posledni aminokyseliny v peptidu, kterd obsahovala Boc- chranici
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skupinu) byly postupné navazany na pryskyfici podle potfadi aminokyselin v pfislusného
peptidu (od C-konce peptidu), ktery byl syntetizovan:
e Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu: Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-L-Tyr
(tBu)-OH, Fmoc-L-Tyr (tBu)-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-D-Leu-OH, Boc-L-Val-
OH
e \al-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu: Fmoc-D-Leu-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-L-Tyr
(tBu)-OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-D-Leu-OH, Boc-L-Val-OH.

Hmotnost pfislusné aminokyseliny byla vypoctena jako ¢tyfnasobek vzhledem
k navazce pryskyfice (vazebna kapacita pryskyfice je 0,65 mmol/g) a aminokyselina byla
rozpusténa v 1,25 ml DMF. K roztoku aminokyseliny byly pfidany vazebné reagenty
v poméru k latkovému mnozstvi navazené pryskytice: N,N'-diisopropylkarbodiimid
(7 ekvivalentt, 2 M roztok N,N'-diisopropylkarbodiimidu v DMF ) a hydroxybenztriazol
(5 ekvivalentl) a 2 pul roztoku bromfenolové modii (1% m/v bromfenolova modi v DMF).
Takto pfipravenym roztokem byla naplnéna stiikacka s pryskyfici a inkubace probihala za
trepani 1 h pfi laboratorni teploté. Poté byla pryskyfice promyta a z koncové aminokyseliny
byla odstépena chranici skupina Fmoc- roztokem piperidinu (20% v/v roztok v DMF).
Stejné bylo postupovano od C-konce peptidu k N-konci. Aminoskupina posledni piidané
aminokyseliny byla chranéna Boc- chranici skupinou.

Roztokem obsahujicim trifluoroctovou kyselinu (TFA)/destilovanou vodu/
triisopropylsilan (95:2,5:2,5) byla odstépena Boc- skupina, cely peptid z pryskyfice
a vSechny chrénici skupiny postrannich fetézcti inkubaci 3,5 h pti laboratorni teplot¢.
Roztok byl vysuSen dusikem v Erlenmeyerové barce, poté byl peptid vysrazen terc-

butylmethyletherem a poté vysusen v exsikatoru.
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2.2.2 CHARAKTERIZACE PEPTIDU

2.2.2.1 Stanoveni Cistoty kapalinovou chromatografii

Cistota vyrobenych peptidi byla stanovena pomoci RP HPLC (vysokoti&inna
kapalinové chromatografie na reverzni fazi) na pfistroji Agilent technologies 1200 series
kolonou Wydac C-18 column (5 um, 250x4,6 mm) pii pritokové rychlosti 1 ml/min
a gradientu acetonitrilu (5-70% v/v ACN/H,0 za 60 min) obsahujiciho 0,1% v/v TFA.
Vzorek (0,1 mg peptidu) byl rozpustén v 5% v/v roztoku ACN obsahujiciho 0,1% v/v TFA.

Gradientova eluce byla detekovéana detektorem diodového pole pii 220 nm.
2.2.2.2 Potvrzeni molekulové hmotnosti hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektra peptida byla ziskdna na hmotnostnim spektrometru Micromass
Q-Tof (Waters) s elektrosprejovou ionizaci v pozitivnim modu. Méfeni bylo provedeno na
Ustavu organické chemie a biochemie AV CR Mgr. Lenkou Monincovou.
2.2.2.3 Absorp¢ni spektra peptidia

Absorpéni spektra peptidl byla zmétena na spektrofotometru NanoDrop 1000.
Z roztoku peptidu (0,1 mg peptidu v 30 ul 29% v/v roztoku DMF v 0,1 M NaHCO3) bylo

odpipetovano 2 pl a zméfeno absorpéni spektrum v rozsahu 240-350 nm proti blanku
(29% v/v roztok DMF v 0,1 M NaHCOy3).
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2.3 IMOBILIZACE LIGANDU (HEPTAPEPTIDU) NA CNBr-
SEPHAROSU

Bylo navazeno 0,5 g Cyanogen bromide-activated-Sepharose® 4 Fast Flow. Tento
nosi¢ byl smichan s 50 ml 1 mM HCI a pfi laboratorni teploté inkubovan 2 h. Gel byl po
nabobtnani promyt 50 ml roztoku 0,1 M NaHCO3s 0,5 M NaCl. Ptislusny peptid (7 mg)
byl rozpustén v 400 ul DMF a 1 ml roztoku 0,1 M NaHCOg3s 0,5 M NaCl. Nosi¢ byl
smichén s roztokem peptidu a ttepan pii 4 °C 20 h. Nosi¢ byl promyt 50 ml roztoku 0,1 M
NaHCOs3s 0,5 M NaCl. Aktivni skupiny na nosic¢i byly zablokovany glycinem (0,2 M
roztok glycinu v 0,1 M NaHCOs, 2 h pii laboratorni teploté). Nosi¢ byl poté promyt 100 ml
nasledujicich roztoku: destilované vody; 0,15 M NaCl; 1 M NaCl a 0,15 M NacCl.
Imobilizovany nosi¢ byl skladovan v lednici v 0,3% m/v roztoku azidu sodného v 0,15 M

NaCl.

2.4 IMOBILIZACE LIGANDU (HEPTAPEPTIDU) NA MAGNETICKE
AGAROSOVE CASTICE

Usazené magnetické ¢astice (Magnetic Glyoxal 4% Agarose Beads, velikost 2075
um) o objemu 500 pl byly promyty tiikrat 2 ml vazebnym pufrem. Vazebny pufr obsahoval
0,02 M Na;HPO,4.12H,0; 0,20 M NaCl a 0,05 M NaBH3;CN. K magnetickym ¢asticim byl
pfidan roztok obsahujici 7 mg ptisluSného peptidu v 400 ul DMF a 1000 pl vazebného
pufru a smés byla tfepana 20 h pfi laboratorni teploté.

Nezreagované -CHO skupiny na magnetickych ¢asticich byly blokovany roztokem
glycinu (10 mg glycinu v 1,5 ml destilované vody). Smés byla tfepana 2 h pfi laboratorni
teploté. Poté byl odebran supernatant. Magnetické astice byly promyty 10 krat 1 ml
destilované vody. Takto pfipravené magnetické Castice s imobilizovanym ligandem byly

skladovany v pufru v 0,3% m/v roztoku azidu sodného v 0,15 M NaCl v lednici.
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Stanoveni mnozstvi navazaného ligandu bylo provedeno metodou kalibra¢ni kiivky.
Byla zmétena absorbance pti 260 nm a 280 nm tfi roztokli kazdého peptidu o rtiznych
koncentracich (0—1 mM). Pfi imobilizaci peptidi na magnetické ¢astice bylo odebrano po
20 pl supernatantu (bez magnetickych castic) tésn¢ po smichani a pak po inkubaci.
K odebranému supernatantu bylo ptidano 200 pl roztoku, ve kterém se rozpoustély peptidy
(29% v/v roztok DMF ve vazebném pufru). V jednotlivych vzorcich byla zmétena
absorbance proti blanku (29% v/v roztok DMFve vazebném pufru). Z rozdilu absorbance
pted reakci a po reakei a z kalibra¢ni kiivky bylo uréeno ptiblizné mnozstvi

imobilizovaného peptidu.

2.5 PRIPRAVA VZORKU PEPSINU A PEPSINOGENU

2.5.1 POTKANI A PRASECI PEPSINOGENY A PEPSINY

Zaludky z potkanti (pouzita kontrolni zvitata z biologickych pokusti provadénych na
Ustavu patologické fyziologie 1. LF UK v Praze) byly ihned po resekci promyty 50 mM
Tris pufrem pH 7,2. Oddé¢lend zaludecni sliznice byla promyta 50 mM Tris pufrem pH 7,2
a homogenizovana v tomto pufru (1 g tkan¢/4 ml pufru). Extrakt byl odstied’ovan 1 h pfi
14000 x g a teploté 4 °C. Ziskany supernatant byl uchovavan pii teploté -18 °C. Pred
analyzou byl extrakt zalude¢ni sliznice potkana nafedén v prislusném poméru 0,1 M
acetatovym pufrem pH 3,5; snizenim pH pod pH 4 doslo k aktivaci PGC na pepsin C. Takto
upraveny extrakt byl pted aplikaci na afinitni sorbent ptefiltrovan (Puradisc s PTFE
membranou o velikosti porti 1 um).

Stejny postup piipravy extraktu je také v ptipad¢ praseCich zaludk, které byly
ziskany z jatek V3etice (Agroprim VSETICE a.s.) a pfepravovany chlazené ledem.
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2.5.2 LIDSKE PEPSINOGENY A PEPSINY

Lidska zaludec¢ni st'ava, ziskana na 4. interni klinice 1. LF UK v Praze, byla
lyofilizovana a uchovavana dlouhodobé¢ pii teploté 4 °C. Pied pouzitim byl lyofilizovany
vzorek rozpustén v prislusné mobilni fazi ¢i pufru (0,1 M acetatovy pufr pH 3,5) a pre-
filtrovan (Puradisc s PTFE membranou o velikosti pora 1 pm).

Casti lidskych Zaludkd byly ziskané pii operacich pacienti 1. chirurgické kliniky

1. LF UK v Praze v minulych letech. Resektaty byly promyty 50 mM Tris pufrem pH 7,2.

Odd¢lena sliznice byla homogenizovana v 50 mM Tris pufru pH 7,2 (1 g tkané do 4 ml
pufru). Extrakt byl odstied’ovan 60 min pii 14000 x g a teploté 4 °C. Supernatant byl

dlouhodobé¢ uchovéavan ve zmrazeném stavu pii teploté -18 °C.

2.6 KINETICKE A INHIBICNI STUDIUM PEPSINU A
HEPTAPEPTIDU (INHIBITORU)

2.6.1 URCENI OPTIMALNI REAKCNI RYCHLOSTI

Roztok enzymu:
0,01 mg praseciho pepsinu Av 1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5

Roztok substratu:

2% m/v roztok hemoglobinu (0,25 g hemoglobinu v 10 ml destilované vody a 2,5 ml 0,3 M

HCI)

Byla méfena zavislost tvorby produktu na reakénim case, kdy probiha enzymova
reakce mezi enzymem (praseci pepsin) a substratem (hovézi hemoglobin) a byl vybran
vhodny reakéni ¢as. Roztok hemoglobinu (250 pl) byl temperovan 10 min ve vodni lazni
pfi teploté 37 °C. Bylo ptidano 50 ul roztoku enzymu. Pfesné po 1, 3, 5,7, 9, 11 a 13
minutach byla reakce ukoncena pridanim 500 ul 0,3 M trichloroctové kyseliny (TCA).
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Roztok byl odstifedén v centrifuze 12 min pii 12 000 x g a teploté 5 °C. Supernatant byl
odpipetovan do nové mikrozkumavky a promichan se. V roztoku byla stanovena

koncentrace peptidi BCA metodou.

2.6.2 STANOVENI MICHAELISOVY KONSTANTY (K) A MAXIMALNI
RYCHLOSTI (Vinax)

Roztoky enzymi:
- 0,2 mg prasec¢iho pepsinu v 1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5
- 4 mg lyofilizovaného extraktu zaludecni sliznice potkana v 1 ml 0,1 M acetatového

pufru pH 3,5
Roztoky substratu:

0,32; 0,65; 1,29; 2,54; 5,05; 9,61 a 18,24 g hemoglobinu/I reak¢ni smési, kazdy roztok byl
okyseleny konc. HCI na pH 2

Byla naméfena zavislost reakéni rychlosti jednotlivych enzymi (prasec¢i pepsin A
nebo potkani pepsin C) na koncentraci substratu (hovézi hemoglobin).

Roztok hemoglobinu (250 pl) byl temperovan 10 min ve vodni lazni pfi teploté 37
°C. Bylo pfidano 50 pl roztoku enzymu. Piesné po 6 min byla reakce ukoncena piidanim
500 ul 0,3 M TCA. Roztok byl odstfedén v centrifuze 12 min pii 12 000 x g a teploté 5 °C.
Supernatant byl odpipetovan do nové mikrozkumavky a promichan se. V roztoku byla
stanovena koncentrace peptidit BCA metodou. K vypocétu Ky, @ Vimax byla pouzita

linearizace podle Lineweavera a Burkea.
2.6.3 STANOVENI INHIBICNiCH KONSTANT
Roztoky enzymii:
- 0,2 mg praseciho pepsinu Av 1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5

- 4 mg lyofilizovaného extraktu Zalude¢ni sliznice potkana v 1 ml 0,1 M acetatového

pufru pH 3,5
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Roztoky substratu:

1,5;2,2; 3,4 a 4,3 g hemoglobinu/l reakéni smési, kazdy roztok byl okyseleny HCI na pH 2
Roztoky inhibitort:

3,6 a 7,1 mg peptidu/l reakéni smési

Byla naméfena zéavislost reakéni rychlosti jednotlivych enzymi (prase¢i pepsin A
nebo potkani pepsin C) na koncentraci substratu (hovézi hemoglobin) a s roztoky inhibitorti
(peptidy -Phe-Phe-, -Tyr-Phe-, Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr-) o koncentracich 0; 3,6 a 7,1 mg/1
reakéni smési.

Roztok hemoglobinu (250 pl) byl temperovan 10 min ve vodni lazni pfi teploté 37
°C. Ptida se 50 pl roztoku inhibitoru a poté 50 ul roztoku enzymu. Pfesné po 6 min se
reakce ukon¢i ptidanim 500 pl 0,3 M TCA. Roztok se odstfedi v centrifuze 12 min pii 12
000 x g a teploté 5 °C. Supernatant se odpipetuje do nové mikrozkumavky a promicha se.
V roztoku se stanovi koncentrace peptidi BCA metodou. K vypoctu K; byla pouzita

linearizace podle Lineweavera a Burkea a rovnice pfislusnych typti inhibici.

2.7 VLIV ROZPOUSTEDEL NA AKTIVITU PEPSINU

Vzorky:
- praseci pepsin A: 0,2 mg /ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5
- potkani pepsin C: 2 mg lyofilizovaného extraktu potkani zaludec¢ni sliznice /ml 0,1
M acetatového pufru pH 3,5
Roztoky rozpoustédel:
10% v/v, 20% vlv, 30% viv, 40% v/v a 50% v/v propan-2-ol, acetonitril a 1,4-dioxan v 0,1
M acetatového pufru pH 3,5
Bylo smichano 50 pl vzorku (praseci nebo potkani pepsin) s 450 pl roztoku
rozpoustédla a po 5 min stanovena proteolyticka aktivita modifikovanou metodou dle

Ansona a Mirskeho**.
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2.8 KAPACITA NOSICU

2.8.1 STANOVENI KAPACITY SEPHAROSY S IMOBILIZOVANYMI
HEPTAPEPTIDY PRO PRASECi PEPSIN

Roztok praseciho pepsinu A (2 mg/ml acetatového pufru pH 3,5) byl aplikovéan na
kolonu (1,0x1,3 cm) tak dlouho, dokud nebylo dosazeno jejiho uplného nasyceni
(proteolyticka aktivita praseciho pepsinu A a stanovené mnozstvi proteinti v odebiranych
frakcich vykazovaly konstantni hodnotu), coz bylo dosazeno asi po 35 ml aplikovaného
roztoku enzymu. Poté byla kolona promyta 10 ml adsorpcni mobilni fazi (0,1 M acetatovy
pufr pH 3.5). Adsorbovany praseci pepsin A byl desorbovén elu¢ni mobilni fazi po 20 ml
(20% v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a 20% v/v propan-2-ol v 0,05 M
fosfatovém pufru pH 6,2).

Mnozstvi prase¢iho pepsinu A v eluatu bylo stanoveno metodou BCA. Kapacita
byla vyjadfena v miligramech praseciho pepsinu adsorbovaného na 1 ml sorbentu (objem

kolony).

2.8.2 STANOVENI KAPACITY MAGNETICKYCH AGAROSOVYCH CASTIC
S IMOBILIZOVANYMI HEPTAPEPTIDY PRO PRASECI PEPSIN A

Na 50 pl magnetickych ¢astic bylo nanaSeno 1,5 mg praseciho pepsinu A v 500 pl
acetatového pufru pH 3,5, ¢imZ byly magnetické ¢astice nasyceny. Poté byly promyty
3 krat 500 pl adsorpénim pufrem (0,1 M acetatovy pufr pH 3,5). Adsorbovany praseci
pepsin A byl desorbovan elué¢nimi roztoky: 3 krat 500 ul 20% v/v propan-2-ol v 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5 a 3 krat 500 pl 20% v/v propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru
pH 6,2.

Mnozstvi praseciho pepsinu A v eluatu bylo stanoveno metodou BCA. Kapacita

magnetickych ¢astic byla vyjadiena v miligramech pepsinu adsorbovaného na 1 ml nosice.
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2.9 NESPECIFICKE INTERAKCE S RUZNYMI NOSICI

2.9.1 NESPECIFICKE INTERAKCE NA SEPHAROSE S IMOBILIZOVANYMI
HEPTAPEPTIDY

Vzorky:
- 1 mg a-chymotrypsinu/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
- 1 mg trypsinu/ml 0,1 M acetdtovém pufru pH 3,5
- 1 mgalbuminu/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
Davkovan 1 ml vzorku, pratokova rychlost 1 ml/min, rozméry kolony 1,0 X 1,3 cm
Adsorpcni mobilni faze: 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5
Elu¢ni mobilni faze:
20% v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
20% v/v propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2

V jednotlivych frakcich byla stanovena koncentrace proteinit BCA metodou.

2.9.2 NESPECIFICKE INTERAKCE NA MAGNETICKYCH AGAROSOVYCH
CASTICICH S IMOBILIZOVANYMI HEPTAPEPTIDY

Vzorky:
- 0,2 mg a-chymotrypsinu/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
- 0,2 mg trypsinu/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
- 0,2 mg albuminu/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
Mnozstvi magnetickych ¢astic 50 pl, davkovano 500 ul vzorku
Promyti: 3 krat 500 ul 0,1 M acetatového pufru pH 3,5
Eluce: 3 krat 500 pl 20% v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5
3 krat 500 pl 20% v/v propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2

V jednotlivych frakcich byla stanovena koncentrace proteini BCA metodou.



2.10 INTERAKCE PRASECICH A POTKANICH PEPSINU
A PEPSINOGENU S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA
RUZNYCH NOSICICH

2.10.1 INTERAKCE PRASECICH A POTKANICH PEPSINU A PEPSINOGENU
S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA SEPHAROSE

2.10.1.1 Obecny postup

Pouzivané vzorky aspartatovych proteinas:

praseci pepsin A
extrakt zaludec¢ni sliznice potkana (potkani pepsin C)
praseci pepsin A inhibovany pepstatinem

extrakt zaludecni sliznice prasete (prase¢i PGA)

Roztoky pouZité pti zjistovani optimalnich podminek interakci prasec¢iho pepsinu A a

potkaniho pepsinu C:

Adsorpéni mobilni faze: 0,1 M acetatovy pufr pH 2,50-4,25; 0,1 M acetatovy pufr

pH 3,5 obsahujici 0,5 M NaCl; 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 obsahujici 1 M NaCl
Elué¢ni mobilni faze: 0,05 M fosfatovy pufru pH 6,2; 0,05 M fosfatovy pufru pH 8
20% v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; 20% v/iv ACNv 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5; 20% v/v 1, 4-dioxan v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5;
20% v/v propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; 20% v/v ACN v 0,05 M
fosfatovém pufru pH 6,2; 20% Vv/v 1, 4-dioxan v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2;
0,1 M acetatovy pufr pH 3,5-6,2; 0,05 M fostatovy pufru pH 6,2 obsahujici 0—40
v/v propan-2-ol; 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 obsahujici 0—-20% v/v propan-2-ol

Kolony Econo-Column Chromatography byly naplnény pfipravenymi sorbenty

2

%
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a rozméry naplnénych kolon byly 1,0x1,3 cm. Pfed kazdou analyzou byla kolona promyta
adsorp¢ni mobilni fazi (20 ml 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5). Poté byl aplikovan 1 ml
roztoku vzorku a kolona byla promyta adsorpcni mobilni fazi do vymyti vSech
neadsorbovanych latek (5 ml). Adsorbované proteiny byly desorbovany elu¢ni mobilni fazi
(10 ml 20% v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a 10 ml 20% v/v propan-2-
ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2). Pritokova rychlost analyz byla 1 ml/min

a jednotlivé frakce byly sbirany po 1 ml. V pribéhu analyz byla UV detektorem méiena
absorbance pii vlnové délce 280 nm a vodivostnim detektorem méfena aktualni vodivost
(mS/cm). Hodnota pH byla v kazdé frakci okamzité upravena 1 M HCl na pH 2 a ve
frakcich bylo stanoveno mnozstvi proteini metodou BCA a jejich proteolyticka aktivita
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho*. Dlouhodobg byly kolony skladovany
pfti teploté 4 °C. Odlisné podminky analyz od obecného postupu jsou uvedeny u jednotli-

vych kapitol (pf. adsorpéni ¢i elu¢ni mobilni faze, priutokova rychlost).

2.10.1.2 Opakovatelnost analyz

Vzorek: 2 mg praseciho pepsinu A/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5, vzorek byl pied
aplikaci na afinitni sorbent piefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou o velikosti pori
I um)

Pokus byl zopakovan desetkrat za stejnych experimentalnich podminek.

2.10.2 INTERAKCE PRASECICH A POTKANICH PEPSINU A PEPSINOGENU
S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH
AGAROSOVYCH CASTICICH

2.10.2.1 Obecny postup

Pouzivané vzorky aspartatovych proteinas:

- praseci pepsin A
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- extrakt zalude¢ni sliznice potkana (potkani pepsin C)
- praseci pepsin A inhibovany pepstatinem

- extrakt zalude¢ni sliznice prasete (prasec¢i PGA)

Roztoky pouzité pii zjistovani optimalnich podminek interakci praseciho a potkaniho
pepsinu:
- Adsorp¢ni roztok: 0,1 M acetatovy pufr pH 2,50—4,25; 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5
obsahujici 0,5 M NaCl; 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 obsahujici 1 M NaCl
- Elu¢ni roztok: 0,05 M fosfatovy pufru pH 6,2; 0,05 M fostatovy pufru pH §; 20%
v/v propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; 20% v/iv ACNv 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5; 20% v/v 1,4-dioxan v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5;
20% v/v propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; 20% v/iv ACN v 0,05 M
fosfatovém pufru pH 6,2; 20% v/v 1, 4-dioxan v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo odméteno 50 pl usazenych magnetickych
¢astic, ke kterym bylo ptidano 500 pl pfipraveného roztoku vzorku. Smés byla 5 min
tfepana za lab. teploty. Magnetickeé ¢astice byly vyjmuty pomoci magnetického pera do
dal$i mikrozkumavky typu Eppendorf. Promyti 500 ul 0,1 M acetatového pufru pH 3,5 bylo
opakovano tiikrat. Eluce 3 krat 500 ul 20 % Vv/v roztoku rozpoustédla v 0,1 M acetatovém
pufru pH 3,5 a 3 krat 500 pul 20% Vv/v rozpoustédla v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2.
Vsechny kroky (adsorpce vzorku, promyti a eluce) byly provadény v 5 min intervalech.
Hodnota pH byla v kazdé frakci okamzité upravena 1 M HCl na pH 2. Ve vSech frakcich
bylo stanoveno mnozstvi proteini BCA metodou a proteolyticka aktivita modifikovanou
metodou dle Ansona a Mirskeho*. Odlisné podminky analyz od obecného postupu jsou

uvedeny u jednotlivych kapitol (pf. koncentrace vzorku, adsorpcni ¢i eluéni roztok).
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2.10.2.2 Interakce prasec¢iho pepsinu A inhibovaného pepstatinem s heptapeptidy

imobilizovanymi na magnetickych agarosovych ¢asticich

Vzorek: 0,2 mg praseciho pepsinu a 0,2 mg pepstatinu /ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5,
smés byl pfes noc inkubovéna pii 4 °C, smés byla pted aplikaci na afinitni sorbent

ptefiltrovana (Puradisc s PTFE membranou o velikosti pért 1 um)

2.10.2.3 Interakce prase¢iho pepsinogenu s heptapeptidy imobilizovanymi na

magnetickych agarosovych ¢asticich

Vzorek: 1 ml extraktu Zaludec¢ni sliznice prasete v 11 ml 0,1 M acetatového pufru pH 6,2,
vzorek byl pted aplikaci na afinitni sorbent piefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou o
velikosti porti 1 pm),
Promyti: 3 krat 500 pl 0,1 M acetatového pufru pH 6,2
Eluce: 3 krat 500 pl 20% v/v propan-2-olu v 0,1 M acetatovém pufru pH 6,2

3 krat 500 pl 20% v/v propan-2-olu v 0,1 M fosfatovém pufru pH 8,0

2.10.2.4 Opakovatelnost analyz

Vzorek: 0,2 mg praseciho pepsinu/1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5

Pokus byl zopakovan desetkrat za stejnych experimentalnich podminek.
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2.11 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA RUZNYCH NOSICICH

2.11.1 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA SEPHAROSE

2.11.1.1 Obecny postup

Rozmeéry naplnénych kolon byly 1,0 x1,3 cm. Pfed kazdou analyzou byla kolona
promyta adsorpcni mobilni fazi (20 ml 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5). Poté byl aplikovan
1 ml roztoku vzorku (2 mg lidské lyofilizované zalude¢ni §tavy/ml 0,1 M acetatovém pufru
pH 3,5) a kolona byla promyta adsorp¢ni mobilni f4zi do vymyti v§ech neadsorbovanych
latek (5 ml). Adsorbované proteiny byly desorbovany elu¢ni mobilni fazi (10 ml 20% v/v
propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a 10 ml 20% v/v propan-2-ol v 0,05 M
fosfatovém pufru pH 6,2). Pritokova rychlost analyz byla 1 ml/min a jednotlivé frakce byly
sbirdny po 1 ml. V pribéhu analyz byla UV detektorem méfena absorbance pii vlnové
délce 280 nm a vodivostnim detektorem méfena aktudlni vodivost (mS/cm). Hodnota pH
byla v kazdé frakci okamzité upravena 1 M HCI na pH 2 a ve frakcich bylo stanoveno
mnozstvi proteinti metodou BCA a jejich proteolyticka aktivita modifikovanou metodou
podle Ansona a Mirskeho**. Dlouhodobé byly kolony skladovany pii teploté 4 °C. Odlisné

podminky analyz od obecného postupu jsou uvedeny u jednotlivych kapitol.

2.11.1.2 Vliv koncentrace lidskych pepsinii na mnoZstvi adsorbovanych lidskych

pepsini
Vzorek: 2; 4 a 6 mg lidské lyofilizované zalude¢ni §tavy /ml 0,1 M acetatovém pufru pH

3,5, vzorek byl pted aplikaci na afinitni sorbent piefiltrovan (Puradisc s PTFE membranou

o velikosti port 1 pm)
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2.11.1.3 Vliv pritokové rychlosti na pribéh chromatografie lidskych pepsint

Pratokova rychlost: 0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 ml/min

2.11.2 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH AGAROSOVYCH CASTICICH

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo odméieno 50 ul usazenych magnetickych
¢astic s imobilizovanymi heptapeptidy, ke kterym bylo ptidano 500 pl ptipravené¢ho
roztoku vzorku (0,2 mg lidské lyofilizované Zalude¢ni §tavy/ml 0,1 M acetatovém pufru
pH 3,5). Smés byla 5 min tiepana za laboratorni teploty. Magnetické Castice byly vyjmuty
pomoci magnetického pera do dalsi mikrozkumavky typu Eppendorf. Promyti 500 ul 0,1 M
acetatového pufru pH 3,5 bylo opakovano tfikrat. Eluce 3 krat 500 pl 20% v/v roztoku
rozpoustédla v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a 3 krat 500 pl 20% V/v rozpoustédla v 0,05
M fosfatovém pufru pH 6,2. VSechny kroky (adsorpce vzorku, promyti a eluce) byly
provadény v 5 minutovych intervalech. Hodnota pH byla v kazdé frakci okamzité upravena
1 M HClI na pH 2. Ve vsech frakcich bylo stanoveno mnozstvi proteini BCA metodou

a proteolyticka aktivita modifikovanou metodou dle Ansona a Mirskeho**.

2.12 POLYAKRYLAMIDOVA SDS ELEKTROFOREZA A WESTERN

r I'd

BLOT PEPSINU Z LIDSKE ZALUDECNI STAVY

2.12.1 POLYAKRYLAMIDOVA SDS ELEKTROFOREZA
- Aparatura: Mini-PROTEAN tetra Cell od firmy Bio-Rad se skly o rozméru 7,5 cm

% 10 cm a tlouStce gelu 1 mm

- Separac¢ni gel (T 10%, C 3,4%): 1,25 ml 50% roztoku akrylamidu/BIS (29:1), 2,35
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ml 1 M Tris-HCI pH 8,8, 62,5 ul 10% SDS, 2,45 ml destilované vody, 1,56 ul
TEMED a 156 ul 10% persiranu amonného

Zaosttovaci gel (T 4%, C 3,4%): 250 ul 50% roztoku akrylamidu/BIS (29:1), 1,05
ml 0,375 M Tris-HCI pH 6,8, 31,25 ul 10% SDS, 1,58 ml destilované vody, 1,25 ul
TEMED a 250 ul 10% persiranu amonného

Vzorkovy pufr: Laemmliho vzorkovy pufr (Bio-Rad) o slozeni 31,5 mM Tris-HCI,
pH 6,8, 1% SDS, 10% v/v glycerol, 0,005% bromfenolova modf a 5% v/v 2-
merkaptoethanol

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % m/v SDS, pH 8,3
Proteinovy standart: 5 ul Precision Plus Protein Dual Color Standard od Bio-Rad
Ptiprava vzorkul pro SDS elektroforézu: k analyze byly pouzity frakce elu¢nich pika
ze separaci lidské lyofilizované zalude¢ni §tavy afinitni technikou na peptidech
imobilizovanych na magnetickych agarosovych ¢asticich a Sepharose, které byly
zahus$tény na centrifugacnich jednotkach (Merck Millipor), zahu$téné vzorky byly
smichany se redukujicim vzorkovym pufrem (2:1 v/v), vzorky byly 10 min
inkubovany pii 95 °C a 30 pl vzorku bylo aplikovano na elektroforézu

Podminky SDS elektroforézy: 125 V; 70-80 min; laboratorni teplota

2.12.2 WESTERN BLOT

Pouzité roztoky:

Transferovy pufr: 12 mM Tris, 96 mM glycin, 20 % v/v ethanol, pH 8,3

10x koncentrovany TBS: 20 mM Tris baze, 137 mM NaCl, pH 7,6

Promyvaci roztok: 200 ml TBS (10x konc.), 2 ml Tween 20, doplnit redestilovanou
vodou do objemu 2 |

Blokovaci roztok: 5% m/v nizkotu¢né mléko v promyvacim roztoku

Roztok primarni protilatky na jednu membranu: 30 ul protilatky v 6 ml blokovaciho

roztoku (fedéni 1:200)
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- Roztok sekundarni protilatky na jednu membranu: 2 pl protilatky v 30 ml
blokovaciho roztoku (fedéni 1:15000)

Sendvic byl sestaven z gelu z polyakrylamidové SDS elektroforézy (bez
zaostfovaciho gelu), nitrocelulosové membrany (namocena predem na 30 s do destilované
vody a poté do transferového pufru na 10 min), 2 filtra¢nich papirti a dvou tésnéni. Na
zdroji blotovaciho zafizeni Mini Trans-Blot bylo nastaveno elektrické napéti 25 V a ¢as 90
min. Volna mista na membran¢ byla zablokovana blokovacim roztokem po dobu 60 min pfi
teploté 5 °C za stalého tiepani. Poté byla membrana inkubovana s 6 ml roztoku primarni
protilatky (kozi protilatka proti lidskému pepsinu A nebo C) po dobu asi 10 h pfi teploté
5 °C za stalého tiepani. Po odstranéni roztoku primérni protilatky byla membrana promyta
za stalého tiepani 5 krat 5 min v 50 ml promyvaciho roztoku. Membrana byla inkubovéna
v 30 ml roztoku sekundarni protilatky (osli proti-kozi IgG znacené kienovou peroxidasou)
po dobu asi 10 h pii teploté 5 °C za stalého tfepani. Membrana byla promyta za stalého
trepani 5 krat 5 min v 50ml promyvaciho roztoku. Membréana byla pokapéana 2 ml substratu
Luminata Classico Western HRP a reakce probihala 5 min. Proteiny na membrané byly

detekovany chemiluminiscenci a expozice na foto papir trvala 5 min, poté byl film vyvolan.

2.13 ANALYTICKE METODY

2.13.1 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU METODOU BCA

Koncentrace proteini byla stanovena metodou BCA. Stanoveni je zaloZeno na
reakci peptidové vazby s Cu® ionty v alkalickém prostiedi za vzniku Cu” iontf, které
vytvaii s BCA fialové komplexy. Stanoveni bylo kalibrovano metodou kalibra¢ni ptimky

zmétenych roztokl hovéziho sérového albuminu (BSA) o zndmé koncentraci (31,3—-1000

ng/ml)
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Roztoky:

- Roztok A: BCA Protein Assay Reagent A (Pierce)

- Roztok B: 4% m/v CuSO4

- Standard BSA o koncentraci 2 mg/ml (Pierce)
Postup:

Do mikrotitracni desti¢ky se napipetuje 20 pl vzorku, standardu o zndmé

koncentraci nebo blanku a ptida se 200 pl roztoku A a B (roztoky A a B v poméru 49:1).
Mikrotitra¢ni desticka se necha 5 min téepat a poté se 30 min inkubuje pii 60 °C. Zméfi se

absorbance pti vinové délce 540 nm. Pfi kazdém stanoveni je sestavena kalibra¢ni pfimka.

2.13.2 STANOVENI PROTEOLYTICKE AKTIVITY MODIFIKOVANOU
METODOU PODLE ANSONAA MIRSKEHO

Stanoveni proteolytické aktivity bylo provedeno modifikovanou metodou podle
Ansona a Mirskeho.*!
Roztoky:
- 03MTCA
- 2% m/v roztok hemoglobinu (0,25 g hemoglobinu se rozpusti v 10 ml destilované

vody a piida se 2,50 ml 0,3 M HCI)

Do mikrozkumavky typu Eppendorf bylo odpipetovano 250 pl roztoku hemoglobinu
a roztok byl temperovan 10 min ve vodni lazni pfi teploté 37 °C. Pfida se 50 pl vzorku.
Ptesné po 10 min se reakce ukon¢i ptidanim 500 pl 0,3 M TCA. Roztok byl odstiedén
v centrifuze 15 min pfi 12 000 x g a teploté 5 °C. Supernatant byl odpipetovan do nové
mikrozkumavky a promichan se. V roztoku byla stanovena koncentrace peptidu, které
vznikly §t€penim hemoglobinu piisobenim pepsinu, BCA metodou. Jednotka proteolytické
aktivity PU je definovana jako takové mnozstvi enzymu, které pieméni za 1 min pii 37 °C
a pii pH 2 takové mnozstvi hemoglobinu, Ze vzniklé peptidy zplisobi zménu absorbance o

0,001 pii 540 nm méfenou metodou BCA."™
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2.13.3 STANOVENI OBSAHU VODY NOSICU

Bylo zvazeno 500 pl usazenych magnetickych agarosovych castic a Sepharosy na
analytickych vahach. Po usuSeni nosict byly opét zvazeny a z rozdilii hmotnosti byl

vypocten obsah vody Vv jednotlivych nosicich.
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3 VYSLEDKY

3.1 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE HEPTAPEPTIDU

Pro studium vazebnych vlastnosti aspartatovych proteinas (praseciho pepsinu A,
potkaniho pepsinu C, lidského pepsinu A a C) byly pouzity nasledujici heptapeptidy
obsahujici D-leucinylové zbytky (ostatni aminokyselinové zbytky jsou L-konfigurace):

e Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu (-Phe-Phe- peptid)
e \al-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu (-Tyr-Phe- peptid)
e \al-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu (-Tyr-Tyr- peptid)

e \al-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu (-Phe-Tyr- peptid)

Peptid -Tyr-Tyr- a peptid -Phe-Tyr- byly pfipraveny ve spolupréci s Ustavem
organické chemie a biochemie AV CR manualné syntézou na pevné fazi dle N“-Fmoc
chemického protokolu. Tyto dva peptidy maji na C-konci amidovou funkéni skupinu
(-CONHy). Peptid -Phe-Phe- a peptid -Tyr-Phe- byly vyrobeny na automatickém
syntetizatoru peptidi komer¢ni firmou Vidia; na C-konci peptidl je karboxylova funkéni
skupina (-COOH). Vsechny heptapeptidy obsahuji na N-konci peptidt protiion
trifluoracetat. Kazdého peptidu bylo ptipraveno ptiblizn¢ 50-70 mg.

Rozdilné funkéni skupiny (-CONH;a -COOH) na C-konci peptidi nehraji roli pfi
imobilizaci na nosice, protoze dochazi k reakci -NH; skupiny na N-konci s bromkyanem
aktivovanou Sepharosou nebo glyoxalem aktivovanymi agarosovymi magnetickymi

¢asticemi.

3.1.1 STANOVENI CISTOTY PEPTIDU KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII

Cistota vyrobenych peptidii byla stanovena pomoci RP HPLC na koloné Vydac C-
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18 pii gradientu acetonitrilu. Z plochy piki u jednotlivych analyz byla vypoctena Cistota
peptidi jako procenta z plochy piki (Tab. 3.1). Cistota jednotlivych peptida je: 96,8 %
(peptid -Phe-Phe-), 98,4 % (peptid -Tyr-Phe-), 96,2 % (peptid -Tyr-Tyr-) a 95,5 % (peptid

-Phe-Tyr-). Peptidy i bez piecisténi jsou dostateéné Cisté k imobilizacim na afinitni nosice.

Tab. 3.1 Porovnani Cistoty jednotlivych peptidi

Peptid t, min plocha piku, %
8,9 18
peptid
_Phe-Phe- 21,4 L4
22,7 96,8
26,0 0,7
peptid
“Tyr-Phe- 28,3 98,4
32,0 0,8
peptid 31,8 96,2
—Tyr—Tyr— 33,3 3,8
peptid 31,9 4,5
-Phe-Tyr- 38,1 95,5

3.1.2 URCENI MOLEKULOVE HMOTNOSTI PEPTIDU POMOCI HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektra peptidl byla ziskdna na hmotnostnim spektrometru Micromass
Q-Tof (Waters) s elektrosprejovou ionizaci. Analyzou hmotnostni spektrometrie (Obr. 3.1)
byly potvrzeny teoreticky vypoctené molekulové hmotnosti (Tab. 3.2). Molekulové
hmotnosti v§ech peptidil se li§i minimalnég, coz je dano slozenim peptidi, kdy se peptidy

li$i pouze v poloze a umisténi L-fenylalaninu a L-tyrozinu v heptapeptidech.
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Tab. 3.2 Porovnani molekulovych hmotnosti jednotlivych peptida

ion [M+H]" M
Peptid (experimentalni (teoreticka
hodnota) hodnota)
peptid
-Phe-Phe- 8344 8334
peptid
_Tyr_Phe_ 85014 849,4
peptid
Tyr-Tyr- 865,5 864,5
peptid
-Phe-Tyr- 8495 848,5
8344
856.5
8884
7033 7“‘35 l -
e Y Y7 s Ve A o3 ’\ [

940

960
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Obr. 3.1 Hmotnostni spektra peptida -Phe-Phe- (A), -Tyr-Phe- (B), -Tyr-Tyr- (C) a -Phe-
Tyr- (D)

3.1.3 ABSORPCNI SPEKTRA HEPTAPEPTIDU

Absorp¢ni spektra peptidi byla zméfena na spektrofotometru NanoDrop 1000
v rozsahu 240-350 nm a jsou ukazana na Obr. 3.2. Jediny peptid -Phe-Phe- dosahuje
maxima pii 260 nm diky dvéma zbytkiim L-fenylalaninu. Ostatni tii peptidy -Tyr-Phe-,
-Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- dosahuji maxima pii 280 nm (pfitomnost L-tyrozinu) a jejich

absorp¢ni spektra jsou velmi podobna.
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peptid -Phe-Phe-
1.4 ' peptid -Tyr-Phe-
peptid -Tyr-Tyr-

absorbance

240 260 280 300 320 340

vinova délka (nm)

Obr. 3.2 Absorp¢ni spektra peptidu -Phe-Phe- (¢erna), peptidu -Tyr-Phe- (modra), peptidu
-Tyr-Tyr- (Cervena) a peptidu -Phe-Tyr (zelena)

3.2 IMOBILIZACE PRIPRAVENYCH HEPTAPEPTIDU NA CNBr-
SEPHAROSU A MAGNETICKE AGAROSOVE CASTICE

Pro studium interakci riiznych aspartatovych proteinas byly heptapeptidy, které se
1i8i umisténim zbytkt L-fenylalaninu ¢i L-tyrozinu v polohéach P; a P;’, imobilizovany na
dva typy afinitnich nosi¢t: nemagnetickou Sepharosu aktivovanou bromkyanem a magne-
tické agarosové Castice aktivované glyoxalem.

Nosice byly zvoleny z divodu nizkych nespecifickych interakei, odolnosti vici
b&znym rozpoustédliim a stabilité v rozmezi pH 4-9. (cit. *®) Oba zpiisoby aktivace nosi¢t

umoziuji jednoduché navazani ligandl pies jejich volnou aminoskupinu.
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Z rozdilu absorbance roztokll jednotlivych heptapeptida pred reakei a po reakci
a metodou kalibra¢ni kiivky bylo uréeno pfiblizné mnozstvi imobilizovaného peptidu, coz
se pohybovalo v rozmezi 5-8 pmol ligandu na 1 ml nosi¢e. MnozZstvi imobilizovanych
peptidi na oba nosice se vyznamné nelisilo a rozdily nebyly ani mezi jednotlivymi

heptapeptidy.

3.3 VLIV ROZPOUSTEDEL NAAKTIVITU PEPSINU

Byl zkouman vliv riznych koncentraci (0-50% v/v) rozpoustédel (propan-2-ol,
ACN a 1, 4-dioxan) na aktivitu praseciho pepsinu A (Obr. 3.3 A) a potkaniho pepsinu C
(Obr. 3.3 B). Proteolyticka aktivita potkaniho pepsinu C je mnohem vice ovliviiovana
vys$§imi koncentracemi rozpoustédel nez aktivita praseciho pepsinu A. Zejména acetonitril
Vv koncentracich vysSich nez 20% v/v vyznamné sniZuje proteolytickou aktivitu potkaniho
pepsinu C, ktera pii 30% v/v acetonitrilu je nulova. Aktivita prase¢iho pepsinu A je sniZzena
pouze o 20% pii pouziti az 40% v/v rozpoustédel. Pouziti koncentrovanéjSich rozpoustédel
(nad 40% v/v) neni vhodné, protoze 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 (adsorp¢ni pufr) neudrzi
pH roztokl rozpoustédel. Na zakladé téchto vysledkt bylo vyhodnoceno, Ze nejvhodnéjsi

eluéni roztok bude 20% v/v propan-2-0l, protoze nejmén¢ snizuje aktivitu obou pepsint.
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Obr. 3.3 Vliv rozpoustédel na proteolytickou aktivitu praseciho pepsinu A (A) a potkaniho
pepsin C (B)

vzorky: prase¢i pepsin A (0,2 mg) v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 (1 ml) a lyofilizovany extrakt potkani
zaludedni sliznice (2 mg) v 0,1 M acetatového pufru pH 3,5(1 ml); rozpoustédla (0-50% v/v) v 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5; proteolyticka aktivita byla stanovena modifikovanou metodou dle Ansona

a Mirskeho (viz 2.13.2.), proteolyticka aktivita je vyjadiena v % aktivity enzymu bez pfitomnosti

rozpoustédel
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3.4 KINETICKE A INHIBICNI STUDIUM PEPSINU A HEPTA-
PEPTIDU (INHIBITORU)

Byla zméiena zavislost reak¢ni rychlosti reakci katalyzovanych prase¢im pepsinem
A a potkanim pepsinem C na koncentraci substratu (hovézi hemoglobin). K vypoctu Ky,
byla pouzita linearizace rovnice Michaelise a Mentenové podle Lineweavera a Burkea dle
rovnice (3.1), kde v je reacni rychlost, vmax maximalni rychlost, Cs je koncentrace substratu

a K, Michaelisova konstanta:

=Ly w2 (3.1)

v Vmax Vmax Cs

Stanovena hodnota Ky, praseciho pepsinu A pro substrat hemoglobin je 33,3 uM
a Ky, potkaniho pepsinu C pro substrat hemoglobin je 6,3 uM. Potkani pepsin C rychleji
Stépi hemoglobin nez praseci pepsin A. Maximalni rychlost prase¢iho pepsinu A a potkaniho
pepsinu C byla 0,108 AA/min a 0,043 AA/min.

Inhibi¢ni konstanty (Obr. 3.5 a 3.6) byly vypocteny dosazenim experimentalnich dat
do rovnic charakterizujicich nekompetitivni inhibici (rovnice (3.2)), kompetitivni inhibici
(rovnice (3.3)) a smiSenou inhibici (rovnice 3.4)), kdeVin je maximalni reakéni rychlost,
[A] je koncentrace substratu, Kj; je inhibi¢ni konstanta pro kompetitivni inhibici, Kj,
inhibi¢ni konstanta pro nekompetitivni inhibici a [I] je koncentrace inhibitoru. Data byla

ziskana nelinearni regresi v programu Microsoft Excel.
Viim [Al
= limb% 3.2
(Km+[AD(1+%> (3.2)

V im[A]
v=—tumlAl__ (3.3)
Km(1+K—ic)+[A]

_ \ im[A]
Y o (o 84

1C
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Obr. 3.4 Dvojnasobné reciproky graf podle Lineweavera a Burkea zavislosti reak¢ni
rychlosti na koncentraci substratu

A) enzym: 0,2 mg praseéiho pepsinu v 1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5

B) enzym: 4 mg potkaniho pepsinu v 1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5

substrat: 5-282,8 umol hemoglobinu/l, reakéni ¢as: 6 min
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Byly vypocteny K; heptapeptidi -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- pro prasec¢i pepsin A a pro
potkani pepsin C (viz Tab. 3.3). Bylo vsak zjisténo, ze peptid -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr-

neinhibuji ani prase¢i pepsin A a ani potkani pepsin C (nezobrazeno).

Tab. 3.3 Vypoctené inhibi¢ni konstanty a typ inhibice

Enzym Inhibitor Ki, MM Typ inhibice
prasecCi pepsin A peptid -Phe-Phe- 18,1 nekompetitivni
praseCi pepsin A peptid -Tyr-Phe- 14,0 nekompetitivni
potkani pepsin C  peptid -Tyr-Tyr- 6,4 nekompetitivni
potkani pepsin C  peptid -Tyr-Phe- 4,2 nekompetitivni
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A 50 -

2
40 -
30 A
20 A
10 4 ac(peptid -Phe-Phe-)=0 pM
«+c(peptid -Phe-Phe-)=4,3 uM
o c(peptid -Phe-Phe-)=86 uyM
-0,03 -0,01 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09
18]
B 50 -
2
40 4
30
20 -
10 4 ac(peptid -Tyr-Phe-)=0 yM
¢ c(peptid -Tyr-Phe-)=4,2 yM
e c(peptid -Tyr-Phe-)=8 4 yM
-0,03 -0,01 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09
18]

Obr. 3.5 Dvojnasobné reciproky graf zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci substratu

A) praseci pepsin A a peptid -Phe-Phe-

B) praseci pepsin A a peptid -Tyr-Phe-

roztok enzymu: 0,2 mg prase¢iho pepsinu A /1 ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5; roztok substratu: 1,5; 2,2;

3,4 a 4,3 g hemoglobinu/l reakéni smési, kazdy roztok byl okyseleny HCI na pH 2, roztok peptidu: 3,6 a 7,1

mg peptidu/l reakéni smési
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Obr. 3.6 Dvojnasobné reciproky graf zavislosti reakéni rychlosti na koncentraci substratu
A) potkani pepsin C a peptid -Phe-Phe-
B) potkani pepsin C a peptid -Tyr-Phe-
roztok enzymu: 4 mg lyofilizovaného extraktu zaludeéni sliznice potkana/l ml 0,1 M acetatového pufru pH

3,5; roztok substratu: 1,5; 2,2; 3,4 a 4,3 g hemoglobinu/l reakéni smési, kazdy roztok byl okyseleny HCI na
pH 2, roztok peptidu: 3,6 a 7,1 mg peptidu/l reakéni smési
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3.5 KAPACITAA OBSAH VODY NOSICU

Byla stanovena kapacita jednotlivych nosi¢u s imobilizovanymi peptidy nasycenim
nosice roztokem praseciho pepsinu A, dokud proteolytickd aktivita a mnozstvi proteint
Vv odebiranych frakcich nevykazovaly konstantni hodnotu. Kapacita byla vyjadiena v mili-
gramech praseciho pepsinu adsorbovaného na 1 ml sorbentu. Kapacita magnetickych ¢astic
je mensi neZ kapacita Sepharosy (Tab. 3.4), zejména u magnetickych ¢astic s imobi-
lizovanym peptidem -Phe-Phe a -Phe-Tyr-. Primérna kapacita CNBr-Sepharosy
s imobilizovanymi peptidy je 39 mg/ml a agarosovych magnetickych ¢astic s imobili-
zovanymi peptidy 26 mg/ml.

U CNBr-Sepharosy a magnetickych agarosovych ¢astic s glyoxalem byl stanoven
obsah vody vysusenim 0,5 g jednotlivych nosi¢. Obsah vody v magnetickych ¢asticich byl
92 % m/m a v Sepharose 82 % m/m. Zjistény obsah vody v Sepharose je srovnatelny

s udajem od vyrobce nosice, ktery uvadi, Ze 1 g suchého nosice nabobtnd na ~4,5 ml gelu.

Tab. 3.4 Kapacity jednotlivych nosici

Kapacita (mg praseciho pepsinu/ml nosice)

Nosic¢ Imobilizovany peptid

-Phe-Phe- -Tyr-Phe- -Tyr-Tyr- -Phe-Tyr-

CNBr-Sepharosa s imob. peptidy 35 42 44 34

Agarosové magnetické &astice s imob. peptidy 19 35 30 18
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3.6 NESPECIFICKE INTERAKCE NOSICU

Bylo zjistovano, zda se na CNBr-Sepharosu a magnetické agarosové Castice
s glyoxalem s imobilizovanymi peptidy nevazou také jiné proteiny, protoze v afinitni
chromatografii se jedna 0 specifickou a reverzibilni interakci mezi studovanou latkou
a ligandem. Byly vybrany a-chymotrypsin a trypsin jako zastupci serinovych proteinas
vyskytujicich se v travicim Ustroji a BSA jako zastupce proteint krevni plasmy.

Tab. 3.5 shrnuje namétend data z frakci, které obsahuji nenavazané a eluované
proteiny, po analyze tii odliSnych proteind. Nespecifické interakce s trypsinem a a-chymo-
trypsinem nevykazuji magnetické ¢astice se vSemi ligandy (eluované proteiny do 8 %)

a Sepharosa s imobilizovanymi peptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-. Desorpci trypsinu

a a-chymotrypsinu do 30% vykazuje Sepharosa s imobilizovanymi peptidy -Tyr-Tyr-

a -Phe-Tyr-; tuto hodnotu piekracuje jen trypsin s 58 % desorpci ze Sepharosy

s imobilizovanym peptidem -Tyr-Tyr-. Vyssi nespecifické interakce vykazuje BSA se
Sepharosou s imobilizovanymi peptidy -Phe-Phe- a -Phe-Tyr- (36 %), heptapeptidy -Tyr-
Phe- a -Tyr-Tyr- imobilizovanymi na Sepharose a magnetickymi ¢asticemi se vSemi ligandy
(50-60 %). Pokud se k separacim pepsint ¢i pepsinogend budou pouzivat vzorky zalude¢ni
Stavy ¢i homogenaty zaludecni sliznice tak 1ze pouZit vSechny Ctyii typy magnetickych
agarosovych ¢astic s imobilizovanymi heptapeptidy a Sepharosa s imobilizovanymi

heptapeptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-.
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Tab. 3.5 Interakce albuminu, trypsinu a a-chymotrypsinu se Sepharosou a magnetickymi

agarosovymi ¢asticemi obsahujici imobilizované heptapeptidy

Vzorek: 0,2 mg (na magnetické ¢astice) nebo 2 mg (na Sepharosu) albuminu, trypsinu a a-chymotrypsinu /ml

0,1 M acetatového pufru pH 3,5; mnozstvi proteinti méteno BCA metodou

Nosic¢ Frakce Mnozstvi proteina, %
Ligand peptid -Phe-Phe- peptid -Tyr-Phe- peptid -Tyr-Tyr- peptid -Phe-Tyr-
BSA  try- a- BSA  try- a- BSA  try- a- BSA  try- a-
Protein psin  chymo- psin  chymo- psin  chymo- psin  chymo-
trypsin trypsin trypsin trypsin
nenavazané | 76 101 105 | 62 108 109 | 64 60 85 73 86 86
proteiny
Sepharosa .
eluované 36 0 0 53 0 0 55 58 32 36 29 22
proteiny
nenavazané 61 96 102 58 97 92 54 94 91 69 100 100
Magnetické | Proteiny
castice | eluované 50 8 6 |61 8 6 |62 s 4 |53 4 5
proteiny

3.7 INTERAKCE PRASECICH A POTKANICH PEPSINU
S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH
AGAROSOVYCH CASTICICH A SEPHAROSE

Syntetické heptapeptidy Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-
Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu a Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu,

které byly imobilizovany na dva typy afinitnich nosi¢ti: nemagnetickou Sepharosu

aktivovanou bromkyanem a magnetické agarosové Castice aktivované glyoxalem, byly

pouzity ke studiu vazebnych vlastnosti praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C a poté k

separaci lidskych pepsini. Pouzité heptapeptidy se 1isi v obsahu a poloze zbytkti L-

fenylalaninu a L-tyrozinu.
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3.7.1 INTERAKCE PRASECIHO PEPSINU A A POTKANIHO PEPSINU C
S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH
AGAROSOVYCH CASTICICH

Ptipravené heptapeptidy imobilizované na agarosové magnetické castice byly
v prvnich fazich pouzity pro studium jejich interakce s prasec¢im pepsinem A a potkanim
pepsinem C. Podminky pro adsorpci proteas byly optimalizovany (0,1 M acetatovy pufr
obsahujici 0-1 M NaCl, pH 2—4) a nejvyssi adsorpce byla uréena pii pouziti 0,1 M
acetatového pufru, pH 3,5. Pro eluci adsorbovanych proteas z modifikovanych
magnetickych ¢astic byl aplikovan pokles polarity elu¢niho pufru pfidanim organickych
rozpoustédel: pufr obsahujici 20% v/v 2-propanol (kap. 3.3). Vysoké hodnoty aktivity
stanovené pii pokusech s potkanim pepsinem C jsou pravdépodobné zptsobené aktivacnim
pusobenim 2- propanolu na aktivitu tohoto enzymu. Praseci pepsin A byl adsorbovan na
vechny heptapeptidy imobilizované na magnetické &astice (Obr. 3.7). (cit. ™ ’®) Podminky
nutné pro eluci tohoto enzymu se vSak liSily. Zatimco pro uvolnéni adsorbovaného
prase¢iho pepsinu na imobilizovany peptid -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- bylo nutné pouzit 0,05
M fosfatovy pufr pH 6,2 obsahujici 20% v/v 2-propanol. Praseci pepsin A adsorbovany na
imobilizované heptapeptidy s uspotadanim -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- byl eluovan jiz startovnim
pufrem (0,1 M acetatovy pufr pH 3,5) obsahujicim 20% v/v 2-propanol.

Na rozdil od prase¢iho pepsinu A, potkani pepsin C se na heptapeptidy
imobilizované na magnetické ¢astice neadsorboval; 89-95 % proteolytické aktivity bylo

vymyto startovnim pufrem (Obr. 3.8). (cit. 75, 76)
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Obr. 3.7 Interakce prase¢iho pepsinu A s heptapeptidy -Phe-Phe- (bila), -Tyr-Phe- (Eerna), -
Tyr-Tyr- (svétle Seda) a -Phe-Tyr- (tmavé Seda) imobilizovanymi na magnetickych
agarosovych ¢asticich

pouzité vzorky: praseéi pepsin (0,2 mg/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5); 500 pl vzorku aplikovano na
magnetické ¢astice (50 pl); neadsorbovany enzym a promyti 3 krat 500 ul 0,1 M acetatovym pufrem pH 3,5;
eluce 3 krat 500 ul 20 % v/v propan-2-olu v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; 3 krat 500 ul 20% v/v propan-2-

olu v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity modifikovanou metodou podle
Ansona a Mirskeho (viz kap. 2.13.2)
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Obr. 3.8 Interakce potkaniho pepsinu C s heptapeptidy -Phe-Phe- (bila), -Tyr-Phe- (¢erna), -
Tyr-Tyr- (svétle Seda) a -Phe-Tyr- (tmavé Seda) imobilizovanymi na magnetickych
agarosovych ¢asticich

pouzité vzorky: extrakt zaludec¢ni sliznice potkana (1 ml/16 ml 0,1 M acetatovém pufiru pH 3,5); 500 pl
vzorku aplikovano na magnetické castice (50 pl); neadsorbovany enzym a promyti 3 krat 500 pl 0,1 M
acetatovym pufrem pH 3,5; eluce 3 krat 500 ul 20 % v/v propan-2-olu v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; 3
krat 500 pl 20% v/v propan-2-olu v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity

modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho (viz kap. 2.13.2)

Za optimalnich separa¢nich podminek byla provedena analyza prase¢iho pepsinu na
magnetickych agarosovych ¢asticich s imobilizovanym peptidem -Phe-Phe- desetkrat za
stejnych experimentalnich podminek. Proteolyticka aktivita elucnich frakci byla

vyhodnocena statisticky (Tab. 3.6). Ke statistickému vyhodnoceni byly pouzity: smérodatna
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odchylka, relativni smérodatné odchylka, interval spolehlivosti, Grubbstv test a Dixontv
test odlehlosti vysledkii. Zadny z vysledki neni odlehly. Relativni smérodatna odchylka je
6,7% (magnetické agarosové ¢astice s peptidem -Phe-Phe-) charakterizuje opakovatelnost

daného poctu paralelnich méfeni za stejnych experimentalnich podminek.

Tab. 3.6 Statistické vyhodnoceni vysledkll z deseti analyz za stejnych experimentalnich

podminek
proteolyticka aktivita, PU
i ¥ magnet. ¢astice s Sepharosa s imob.
cisloanalyzy — imob. peptidem peptidem
-Phe-Phe -Phe-Phe-
1 1716 6587
2 1672 7563
3 1836 6324
4 1775 5963
5 1864 7120
6 1763 6457
7 1930 7541
8 1539 6584
9 1864 6850
10 1654 6742
primeér 1761 6773
smérodatna
odchylka 118,5 513,1
relativni
smérodatna 6,7 % 7,6 %
odchylka
Spg;;rl‘i’ A 1761 + 90 6773 + 368
Grubbsiv test Zadny vysledek Zadny vysledek
neni odlehly neni odlehly
o Zadny vysledek Zadny vysledek
Dixonuv test neni odlehly neni odlehly
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V piitomnosti pepstatinu se praseci pepsin A na heptapeptidy imobilizované na
magnetické ¢astice neadsorboval (Obr. 3.9). Stejné tak v ptipadé praseciho pepsinogenu A,
studovany zymogen ani s jednim z imobilizovanych heptapeptida neinteragoval (Obr.
3.10). Ziskané vysledky ukazuji, ze pii interakci prase¢iho pepsinu A s heptapeptidy
V pfitomnosti pepstatinu se Gcastni aktivni misto enzymu nebo oblasti enzymové molekuly,
které jsou k nému blizké.

Ziskané vysledky ukazaly, Ze magnetické Castice obsahujici imobilizované
heptapeptidy ptedstavuji vhodny afinitni sorbent nejenom pro separaci pepsinu A a pepsinu

C, ale také cenny nastroj pro studium vazebnych vlastnosti proteolytickych enzymn.
CIHE
i 2 3

70

60

50

% mnozstvi bilkoviny

40

30

20

10

peptid -Phe-Phe-  peptid -Tyr-Phe-  peptid -Tyr-Tyr- peptid -Phe-Tyr-

Obr. 3.9 Interakce praseciho pepsinu inhibovaného pepstatinem s heptapeptidy
imobilizovanymi na magnetickych agarosovych ¢asticich

pouzity vzorek: 0,2 mg praseciho pepsinu a 0,2 mg pepstatinu /ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5);1:
neadsorbovany enzym a promyti 0,1 M acetatovym pufrem pH 3,5; 2: eluce 20 % v/v propan-2-olem v 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5; 3: eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni

koncentrace proteini metodou BCA (viz kap. 2.14.1)
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Obr. 3.10 Interakce praseciho pepsinogenu A s heptapeptidy imobilizovanymi na

magnetickych agarosovych casticich

pouzity vzorek: 1 ml extraktu zaludeéni sliznice prasete v 11 ml 0,1 M acetatového pufru pH 6,2,1:
neadsorbovany enzym a promyti 0,1 M acetatovym pufrem pH 3,5; 2: eluce 20 % v/v propan-2-olem v 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5; 3: eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni

koncentrace proteintt metodou BCA (viz kap. 2.14.1)

3.7.2 INTERAKCE PRASECIHO PEPSINU A A POTKANIHO PEPSINU C
S HEPTAPEPTIDY IMOBILIZOVANYMI NA SEPHAROSU

Interakce prase¢iho pepsinu A a potkaniho pepsinu C se syntetickymi heptapeptidy
imobilizovanymi na magnetické ¢astice byla porovnana s chovanim obou enzymu pfi
afinitni chromatografii na Sepharose obsahujicim imobilizované peptidy vazané, stejné

jako v piipadé magnetickych &astic, pres -NH, skupinu.” Podminky afinitni separace byly
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stejné, které byly pouzity pro studium interakci téchto enzymil se stejnymi ligandy
vazanymi na magnetické ¢astice: adsorpce v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a eluce
adsorbovanych enzymu 0,1 M acetatovym pufrem pH 3,5 obsahujicim 20% v/v 2-propanol,
po které nasledovala eluce 0,05 M fosfatovym pufrem pH 6,2 obsahujicim 20% v/v
2-propanol (Obr. 3.11 a 3.12).

Praseci pepsin A byl adsorbovan na vSechny heptapeptidy imobilizované na
Sepharose a podminky pro jeho eluci se nelisily, jak v piipadé magnetického nosice (Obr.
3.7). Statistické vyhodnoceni vysledkl z deseti analyz za stejnych experimentalnich

podminek je uvedeno v Tab. 3.6.
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Obr. 3.11 Interakce prase¢iho pepsinu s peptidy -Phe-Phe-(A); -Tyr-Phe-(B); -Tyr-

Tyr- (C) a -Phe-Tyr- (D) imobilizovanymi na Sepharose

absorbance (280 nm)

Sedé sloupce: proteolyticka aktivita; ¢erna kiivka: absorbance pfi 280 nm; I — 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5; 11

—eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; III — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,05

M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity modifikovanou metodou podle Ansona a

Mirskeho (viz kap. 2.13.2)

Na rozdil od praseciho pepsinu A, velka ¢ast potkaniho pepsinu C (Obr. 3.12) se na

heptapeptidy imobilizované na Sepharosu neadsorbovala a za pouzitych podminek byly
proteiny s proteolytickou aktivitou vymyty startovnim pufrem; pouze v ptipad¢ -Tyr-Phe-
a -Phe-Phe- heptapeptidi byla mala ¢ast potkaniho pepsinu C adsorbovana (Obr. 3.12).
Vysledky studia interakce potkaniho pepsinu C s heptapeptidy imobilizovanymi na
Sepharose byly stejné jako vysledky ziskané s heptapeptidy imobilizovanymi na

magnetické Castice: z testovanych heptapeptidi potkani pepsin C jen ¢astecné interagoval

s -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- peptidy.
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Obr. 3.12 Interakce potkaniho pepsinu C s peptidy -Phe-Phe- (A); -Tyr-Phe- (B); -Tyr-
Tyr- (C) a -Phe-Tyr- (D) imobilizovanymi na Sepharose

Sedé sloupce: proteolyticka aktivita; ¢erna ktivka: absorbance pfi 280 nm; I — 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5;

II

—eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; III — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,05

M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity modifikovanou metodou podle Ansona a
Mirskeho (viz kap. 2.13.2)

3.8 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH AGAROSOVYCH
CASTICICH A SEPHAROSE

Lidské pepsiny z lyofilizované Zalude¢ni §t’avy byly separovany na magnetickych
agarosovych casticich a na Sepharose obsahujicim imobilizované heptapeptidy. Pro
separaci byly pouzity lidské pepsiny z lyofilizované zaludec¢ni lidské stavy za podminek

nalezenych jako nejvhodnéjSich pro separaci praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C:
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adsorpce v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a eluce 20% v/v propan-2-olu v 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5 a 20% v/v propan-2-olu v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2 (viz
kap. 3.7).

3.8.1 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA MAGNETICKYCH AGAROSOVYCH CASTICICH

Pti pouziti adsorp¢niho pufru (0,1 M acetatovy pufr pH 3,5), byly lidské pepsiny
kompletné adsorbovany na oba typy nosi¢ii, to znamena jak na heptapeptidy imobilizované
na magnetické agarosové Castice tak na tytéz ligandy vazané na Sepharose. Adsorbované
pepsiny na magnetickych ¢asticich pak byly eluovany 20% v/v propan-2-oluv 0,1 M
acetatovém pufru pH 3,5 a 20% v/v propan-2-olu v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2.

Jednotlivé frakce eluénich pikia ze separaci lidské lyofilizované zalude¢ni stavy
afinitni separaci na peptidech imobilizovanych na magnetickych agarosovych ¢asticich
a Sepharose byly zahustény na centrifuga¢nich jednotkach a pouzity k identifikaci
jednotlivych lidskych pepsinti pomoci imunodetekce metodou western blot (Obr. 3.13).

Pepsiny adsorbované na magnetické ¢astice s imobilizovanymi heptapeptidy byly
desorbovany prevazné (40-80% aplikované proteolytické aktivity) v prvnim piku (20% v/v
propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5), zatimco p#i eluci 20% v/v propan-2-olem v
0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2 bylo ziskdno méné neZ 10% (Obr. 3.14).

Ani jeden z typti magnetického nosice neseparuje kompletné lidské pepsiny A a C.
Utinn&jsi separaéni vlastnosti vykazuji magnetické agarosové ¢astice s imobilizovavymi
peptidy -Tyr-Phe- a -Tyr-Tyr-, kdy prvni elu¢ni pik obsahuje oba pepsiny, ale druhy elu¢ni
pik jiz samotny pepsin A.
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Magnetické agarosové castice s imobilizovanymi:

peptid -Phe-Phe-  peptid -Tyr-Phe- peptid -Tyr-Tyr-  peptid -Phe-Tyr-

anti PA

anti PC

Obr. 3.13 Identifikace lidského pepsinu A a C separovanych na heptapeptidech -Phe-Phe-,
-Tyr-Phe-, -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- imobilizovanymi na magnetickych agarosovych ¢asticich
(1): vzorek lidské Zalude¢ni $tavy (c=2 mg/ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5); (2, 4, 6 a 8): zahusténé
eluéni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; (3, 5, 7 a2 9): zahusténé

eluéni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2
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|:| peptid -Phe-Phe- . peptid -Tyr-Phe-
. peptid -Tyr-Tyr- . peptid -Phe-Tyr-

70 -

S0 -

% proteolytické aktivity

30

neadsorbovany eluce 20% propan- eluce 20% propan-
vzorek 2-glem v 0,1 M acet. 2-clem v 0,05 M fosf.
pufru pH 3,5 pufru pH 6,2

Obr. 3.14 Interakce lidskych pepsint s peptidy -Phe-Phe- (bila), -Tyr-Phe- (¢erna), -Tyr-
Tyr- (svétle Seda) a -Phe-Tyr- (tmavé Seda) imobilizovanymi na magnetickych agarosovych
¢asticich

500 pl vzorku (c=0,2 mg/ml) aplikovano na magnetické ¢astice (50 ul); neadsorbovany enzym a promyti 3
krat 500 pl 0,1 M acetatovym pufrem pH 3,5; eluce 3 krat 500 ul 20 %V/v propan-2-olu v 0,1 M acetatovém
pufru pH 3,5; 3 krat 500 ul 20% v/v propan-2-olu v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické

aktivity modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho (viz kap. 2.13.2)

3.8.2 INTERAKCE LIDSKYCH PEPSINU A A C S HEPTAPEPTIDY
IMOBILIZOVANYMI NA SEPHAROSE

Separace lidského pepsinu A a pepsinu C na kolonach s imobilizovanymi

heptapeptidy na Sepharose jsou zobrazeny na Obr. 3.16. Jak bylo uvedeno v piedchazejici

83



kapitole, pro identifikaci jednotlivych lidskych pepsinti po separaci pomoci
imobilizovanych heptapeptidi na Sepharose byla pouzita imunodetekce metodou western
blot (Obr. 3.15).

CNBr-Sepharose s imobilizovanymi:

peptid -Phe-Phe-  peptid -Tyr-Phe-  peptid -Tyr-Tyr-  peptid -Phe-Tyr-

¥ o

anti PA

anti PC

Obr. 3.15 Identifikace lidského pepsinu A a C separovanych pomoci peptidt -Phe-Phe-,
-Tyr-Phe-, -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- imobilizovanych na Sepharose

(1): vzorek lidské Zalude¢ni $tavy (c=2 mg/ml 0,1 M acetatového pufru pH 3,5); (2, 4, 6 a 8): zahusténé
elu¢ni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; (3, 5, 7 a 9): zahusténé

elu¢ni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2.

Na Sepharose jsou pepsiny separovany vzdy ve dvou elu¢nich pikach, kdy eluci
20% v/v propan-2-olem ve 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2 bylo ziskano vétsi mnozstvi
enzymu. K separaci pepsinu A a C je nejvhodnéjsi pouzit Sepharosu s imobilizovanym
peptidem -Tyr-Phe- nebo -Phe-Tyr-, protoze tyto dva nosice separuji oba pepsiny a to tak,

ze v prvnim elu¢nim piku je pouze pepsin C a v druhé elu¢nim piku pepsin A.
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Obr. 3.16 Interakce lidskych pepsint s peptidy -Phe-Phe-(A); -Tyr-Phe-(B); -Tyr-

Tyr- (C) a -Phe-Tyr- (D) imobilizovanymi na Sepharose

Sedé sloupce: proteolyticka aktivita; Gerna kiivka: absorbance pti 280 nm; I — 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5; IT
— eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; 111 — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,05

M fosfatovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity modifikovanou metodou podle Ansona a
Mirskeho (viz kap. 2.13.2)
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4 DISKUZE

Ukolem predkladané prace bylo vypracovani jednoduché a rychlé metody a zaroven
specifické, kterd by umoziovala rozlisit jednotlivé typy pepsint a stanovit jejich zmény.
Jak jiz bylo uvedeno v Uvodu, napf. u lidi nizké hodnoty pepsinogenu A nebo nizky pomér
pepsinogenu A k pepsinogenu C v krevnim séru mohou slouzit jako markery pro ¢asna

7,13,14,28 L . : .
Pro tento ucel jsme zvolili magnetickou separacni

stadia rakoviny zaludku.
techniku s imobilizovanymi peptidy.
I kdyz riizné typy ligandi vazanych na magnetické nosice byly popsany pro pouziti

h,%% % existuje velmi omezeny pocet aplikaci imobilizovanych peptidii

Vv afinitnich separacic
specifickych pro jeden protein. Navic takovy ligand vedle toho, Ze specificky interaguje

s danym proteinem, by se nemé¢l nespecificky vazat na jiné proteiny. V prvnich pokusech
byl pouzit synteticky inhibitor (Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu) obsahujici dva zbytky
D-aminokyselin (D-leucinu). Pivodné byl popséan jako inhibitor kathepsinu C”", pozdgji
pak jako kompetitivni inhibitor lidského pepsin A  a lidského pepsin C v roztoku.”® Tento
inhibitor pak byl imobilizovan na Sepharosu a pouzit pro purifikaci lidského, prase¢iho

A" nebo byl navazan na membranu pro adsorpci prasec¢iho pepsinu

a kuteciho pepsinu
A 80

V nasi praci” byl imobilizovan synteticky heptapeptid Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-
D-Leu na magnetické agarosové Castice aktivované glyoxalem. V souladu s popsanymi

78,79

vysledky ziskanymi na Sepharose s imobilizovanym inhibitorem také modifikované

magnetické Castice interagovaly s prase¢im pepsinem A a lidskym pepsinem A. Na rozdil

od literatury™ ™

nebyla pozorovana zadna interakce v pripadé potkaniho pepsinu C a
lidského pepsinu C. To miize byt zptisobeno odliSnou metodou vazby heptapeptidi na
nosic.

Ackoliv aspartatové proteinasy jsou si ve svych troj-rozmérnych strukturdch velmi
podobné, existuji velké rozdily v katalytickych vlastnostech, zvlasté v substratovych

specifitach. Bylo ukazano, ze zatimco pepsin A §tépi preferencné -Phe-Xaa- peptidové
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vazby, pepsin C vykazuje preferencni st€peni peptidovych vazeb, kterych se ucastni L-
tyrozinové zbytky (-Tyr-Xaa-). Z tohoto divodu byly ptipraveny heptapeptidy, které vedle
pfitomnosti D-leucinu obsahuji jeden nebo oba L-fenylalaninové zbytky substituované L-
tyrozinovymi zbytky: Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-
Leu, Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu a Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu. Byly uréeny
Kj v roztoku pro peptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-, které inhibovaly prasec¢i pepsin A a potka-
ni pepsin C. Zajimavé bylo, Ze peptidy -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- neinhibuji praseci pepsin A a
ani potkani pepsin C.

Po imobilizaci vSech ¢tyi heptapeptidi na magnetické agarosové Castice byly
testovany jejich schopnosti interagovat s prase¢im pepsinem A a potkanim pepsinem C. Pro
srovnani byly tyto heptapeptidy navazany na Sepharose a ziskané vysledky afinitni
chromatografie pak byly porovnany s vysledky ziskanymi na magnetickych agarosovych
nosicich. Vysledky studia interakce pokaniho pepsinu C s peptidy imobilizovanymi na
Sepharose a na magnetickych ¢asticich byly stejné: z testovanych heptapeptidi potkaniho
pepsin C jen ¢aste¢né interagoval s peptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-.

Nejdfive byly na pfipravenych nosicich zjistovany nejvhodnéjsi adsorpéni a eluéni
chromatografické podminky pro praseci pepsin A a potkani pepsin C. Vychazelo se
Z podminek pouzitych v literatute’®; vhodné pH adsorp¢niho roztoku k nejlepsi adsorpci
praseciho pepsinu bylo zjisténo jako pH 3,5 s ohledem na podminky stability, aktivace a
inaktivace pepsinl. Zavislost aktivity adsorbovaného praseciho pepsinu A na pH
acetatového pufru (vysledky nejsou zobrazeny) dosahuje nejvysSsich hodnot pti pH 2,5-3,0,
ale pH adsorp¢niho pufru nemiiZze byt takto nizké kvili stabilit€ nosicti. Adsorpce
potkaniho pepsinu C nebyla ovlivnéna ani zvySenim iontové sily adsorp¢niho pufru (0,1 M
acetatovy pufr pH 3,5), do kterého bylo pfidano 0,5-1,0 M NaCl. Jako optimalni adsorpcni
pufr byl tedy vybran 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 k interakcim prasec¢iho pepsin A a potka-
niho pepsinu C jak na Sepharosu tak na magnetické agarosové ¢astice s imobilizovanymi
heptapeptidy. Dale bylo zkoumano sloZeni vhodného elu¢niho roztoku potiebného k nej-

vy$si eluci praseciho a potkaniho pepsinu.
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Pro eluci adsorbovanych proteas z magnetickych agarosovych castic a Sepharosy
byl zvolen pokles polarity elu¢niho pufru pfidanim ACN ¢i 1, 4-dioxanu, jak bylo popsano

h'®™a propan-2-olu. Pti vybéru vhodného rozpoustédla o urcité

v predchazejicich studiic
koncentraci byl sledovan vliv rozpoustédel na aktivitu praseciho pepsinu A a potkaniho
pepsinu C. Proteolyticka aktivita potkaniho pepsinu C byla mnohem vice ovliviiovana
koncentrovanéjsimi rozpoustédly nez aktivita prase¢iho pepsin A. Zejména ACN

Vv koncentracich vyssich nez 20 % v/v vyznamné snizuje proteolytickou aktivitu potkaniho
pepsinu C, ktera pti 30 % v/v acetonitrilu je nulova .

Vliv organickych rozpoustédel na aktivitu sledovanych aspartatovych proteinas neni
mozné vyloucit. V ptipadé praseciho pepsinu A bylo popsano, ze enzym si Uchovava svou
aktivitu az do 50% v/v vodného roztoku acetonitrilu nebo 30% v/v 1,4-dioxanu. Pfi dal$im
rastu podilu organického rozpoustédla byl pozorovan znaény pokles aktivity prase¢iho
pepsinu A%

K separaci pepsinu A a C je nejvhodné&jsi pouzit Sepharosu s imobilizovanym
peptidem -Tyr-Phe- nebo -Phe-Tyr-, protoze tyto dva nosice separuji oba pepsiny a to tak,
ze v prvnim elu¢nim piku je pouze pepsin C a v druhé elu¢nim piku pepsin A. Separaci na
peptidu -Tyr-Tyr- imobilizovaném na Sepharose nedoslo k separaci obou pepsintl, protoze
druhy elu¢ni pik obsahoval také pepsin C. Imunodetekci bylo zjiSténo, ze prvni i druhy
elucni pik ze separace lidskych pepsind na peptidu -Phe-Phe- imobilizovaném na Sepharose
obsahuji pouze pepsin A.

Pepstatin isolovany z Streptomyces sp. je inhibitorem nékterych aspartatovych
proteinas, ktery se vaze na aktivni misto enzymu.’® ”’ Nage vysledky ukézaly, 7e v
pritomnosti pepstatinu se praseci pepsin A na magnetické nosice s imobilizovanymi peptidy
nevaze, coz ukazuje, Ze studované heptapeptidy se vazi na molekuly pepsinu A do
vazebného mista enzymu nebo alespon v blizkém sousedstvi tohoto mista. Tento fakt by
mohl umoznit rozlisit molekuly enzymu, které se li§i jenom malo v uspotfadani aktivniho
mista nebo odd¢lit jednotlivé formy enzymu. Vysledky dale ukazaly, ze prase¢i PGA se na
heptapeptidy imobilizované na magnetické agarosové ¢astice neadsorboval. Postupy nami

popsané mohou byt uziteCnym nastrojem pro separaci pepsinu A a pepsinu C pii studiu
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zaludec¢nich a duodenélnich problémt jak v lidské tak veterinarni medicin€. V soucasné
dob¢ vhodna separa¢ni metoda pro aplikaci v klinickych laboratotich neni k dispozici.
Pepsin A a pepsin C je mozné separovat pii pouziti napi. chromatografie na DEAE-
celulose® nebo pomoci HPLC (vysokotginna kapalinovéa chromatografie)®, ale tyto
metody je slozité si ptedstavit pro diagnostické ucely. V soucasné dobé existuji pro

analytické potteby pouze metody vyuzivajici protilatky. Nami vypracovana metoda

predstavuje alternativni moznost pro urceni irovné pepsin-pepsinogen v télnich tekutinach

a tkénich zaloZend na jiném principu.

91



5 ZAVER

Pro studium vazebnych vlastnosti aspartatovych proteinas (praseciho pepsinu A,
potkaniho pepsinu C, lidskych pepsinil) byly pfipraveny nésledujici heptapeptidy
obsahujici D-leucinylovy zbytek (ostatni aminokyselinové zbytky jsou L-konfigurace):

Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu (-Phe-Phe peptid)
Val-D-Leu-Pro-Tyr-Phe-Val-D-Leu (-Tyr-Phe- peptid)
Val-D-Leu-Pro-Tyr-Tyr-Val-D-Leu (-Tyr-Tyr-peptid)

Val-D-Leu-Pro-Phe-Tyr-Val-D-Leu (-Phe-Tyr- peptid).

Cistota vyrobenych peptidt byla stanovena RP HPLC na koloné Vydac C-18,
relativni molekulova hmotnost byla dale ur¢ena pomoci hmotnostni spektrometrie a byly
zméteny absorpéni spektra v oblasti 240-360 nm.

Byly uréeny K| v roztoku pro peptid -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-, které inhibovaly praseci
pepsin A a potkani pepsin C. Na rozdil od téchto peptidi bylo zjisténo, ze peptid -Tyr-Tyr-
a -Phe-Tyr- neinhibuji praseci pepsin A a ani potkani pepsin C.

Ptipravené heptapeptidy byly imobilizovany pies volnou amino skupinu na
magnetické agarosové Castice aktivované glyoxalem a nebo na Sepharosu aktivovanou
CNBr. Pripravené nosice byly charakterizovany uréenim kapacity pro praseci pepsin A
a stanovenim obsahu vody.

Byla studovana schopnost pfipravenych afinitnich sorbentii nespecificky adsorbovat
dalsi proteiny (hovézi sérovy albuminu, trypsin a a-chymotrypsin z hovéziho pankreatu).

Ptipravené heptapeptidy imobilizované na agarosové magnetické Castice byly v
prvnich fazich pouzity pro stadium jejich interakce s prase¢im pepsinem A a potkanim
pepsinem C. Podminky pro adsorpci proteas byly optimalizovany. Zatim co prasec¢i pepsin
A byl adsorbovan na vSechny heptapeptidy imobilizované na magnetické ¢astice, potkani
pepsin C se na heptapeptidy imobilizované na magnetické ¢astice neadsorboval; 89-95 %
proteolytické aktivity bylo vymyto startovnim pufrem. V pfitomnosti pepstatinu se praseci

pepsin A na heptapeptidy imobilizované na magnetické ¢astice neadsorboval.
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Obdobné vysledky byly ziskany i pfi afinitni chromatografii na heptapeptidech
imobilizovanych na Sepharose: prasec¢i pepsin A byl adsorbovan na v§echny imobilizované
heptapeptidy, velka cast potkaniho pepsinu C se na heptapeptidy imobilizované na
Sepharose neadsorbovala a za pouzitych podminek proteolyticka aktivita byla vymyta
startovnim pufrem.

Pti pouziti adsorpcniho pufru byly lidské pepsiny kompletné adsorbovany na oba
typy nosicli, to znamena jak na heptapeptidy imobilizované na magnetické agarosové
Castice tak na tytéz ligandy vazané na Sepharose.

Ani jeden z typti magnetického nosice neseparuje kompletné lidské pepsiny A a C.
Uginng&jsi separaéni vlastnosti vykazuji magnetické agarosové ¢astice s imobilizovavymi
heptapeptidy -Tyr-Phe- a -Tyr-Tyr-, kdy prvni elu¢ni pik obsahuje oba pepsiny, ale druhy
elu¢ni pik jiz samotny pepsin A. Na Sepharose jsou pepsiny separovany vzdy ve dvou
eluénich pikach. K separaci pepsinu A a C je nejvhodné&jsi pouzit Sepharosu s imobi-
lizovanym peptidem -Tyr-Phe- nebo -Phe-Tyr-, protoze tyto dva nosice separuji oba
pepsiny a to tak, Ze v prvnim elu¢nim piku je pouze pepsin C a v druhé elu¢nim piku pepsin

A.
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