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ABSTRAKT V CESTINE

Lidska zaludecni Stava obsahuje zejména aspartatoveé
proteinasy: pepsin A a pepsin C. Oba pepsiny jsou produkovany
Vv Zalude¢ni sliznici jako inaktivni pepsinogeny a k jejich aktivaci na
ptislusné pepsiny dochazi v kyselém prostredi zaludku. Hladiny
pepsinogent v krevnim séru odrazeji morfologicky a funkéni stav
zalude¢ni sliznice. Téma disertaéni prace je soucasti projektu
zabyvajiciho se pfedev§im vypracovanim metody pro separaci
zaludeénich aspartatovych proteinas, ktera by byla vhodna pro
diagnostické ucely.

Konkrétnim predmétem predkladané prace byla pifiprava novych
typt ligandi, ktera by umoziovala po imobilizaci separaci lidskych
pepsind. Pro studium vazebnych vlastnosti aspartatovych proteinas
byly syntetizovany c¢tyfi 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 interakce 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 i pii afinitni
chromatografii na heptapeptidech imobilizovanych na Sepharose.
Situace byla slozitéjsi v ptipadé separace lidskych pepsini A a C;
ucinnéjsi separacni vlastnosti vykazuji magnetické agarosové castice
s imobilizovanymi heptapeptidy -Tyr-Phe- a -Tyr-Tyr-, kdy prvni
elucni pik obsahuje oba pepsiny, ale druhy elucni pik jiz samotny
pepsin A. V piipadé imobilizovanych peptidii na Sepharose dochazi
k separaci obou lidskych pepsinii pouze s peptidy -Tyr-Phe- nebo
-Phe-Tyr-.



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 proteinases 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 pepsins. 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 -Tyr-Phe- a -Tyr-Tyr- heptapeptides were more
effective; the first elution peak contained a mixture of pepsin A and
C, while the second one only pepsin A. Both human pepsins were
separated using the immobilized peptides -Tyr-Phe or -Phe-Tyr- on
Sepharose.



SEZNAM ZKRATEK

ACN
DEAE
Fmoc
HPLC

RP HPLC

SDS

acetonitril

diethylaminoethyl

fluorenylmethyloxykarbonyl

vysokou¢inna kapalinova chromatografie
inhibi¢ni konstanta, uM

Michaelisova konstanta, uM

pepsinogen A

pepsinogen C (progastriksin)

jednotka proteolytické aktivity je mnozstvi
pepsinu, které pfeméni za 1 min pfi 37 °C a pH 2
takové mnozstvi hemoglobinu, ze vzniklé peptidy
zpusobi AA 0 0,001 pfi 540 nm méfenou metodou
BCA

vysokoucinna kapalinova chromatografie na
reverzni fazi

dodecylsulfat sodny



1 UVOD

Proteasy (peptidové hydrolasy; EC 3.4) jsou enzymy stépici
bilkoviny.l Déli se na exopeptidasy (katalyzuji hydrolytické
odstépeni aminokyseliny na koncich polypeptidového fetézce)
a endopeptidasy (katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb uvnitf
fetdzce).

Aspartatové proteinasy (EC 3.4.22), patii mezi endopeptidasy,
byly pivodné oznacovany jako kyselé proteasy, protoze optimalni
pH §tépeni je v kyselé oblasti.* Hlavni tii specifické inhibitory jsou
pepstatin A, methylester diazoacetylnorleucinu a 1,2-epoxy-3-(p-
nitrofenoxy) propan.

Jsou znamy 4 lidské Zzalude€ni aspartatové proteinasy: pepsin A,
pepsin B (kathepsin E), pepsin C (gastriksin) a chymosin. V této
praci se budeme podrobné¢ vénovat studiu pepsinu A a pepsinu C.

Pepsinogeny jsou syntetizovany hlavnimi bunkami v zaludku
a jsou skladovany v sekreCnich granulich, ze kterych jsou vlivem
stimulujicich faktort vyluovany do zaludku. V kyselém prostiedi
7aludku jsou aktivovany na pepsiny.”

Lidsky pepsin A a pepsin C maji velmi podobnou substratovou
specifitu. Lisi se pouze tim, Ze lidsky pepsin A preferuje aromatické
aminokyseliny v pozici P, a P,"aktivniho mista; pepsin C preferuje
tyrozinovy zbytek v pozici P; a v pozici P;'mize byt jakykoliv
aminokyselinovy zbytek.

Hladina pepsinogenu A (PGA) a pepsinogenu C (PGC)
V krevnim séru a jejich pomér PGA/PGC piimo souvisi s morfologii
a funkei Zzalude¢ni sliznice. U zdravych jedinct je koncentrace PGA
vzdy vyssi nez koncentrace PGC; pomér PGA/PGC je 3:1.(cit. )
Vztah mezi patologickymi zménami zaludku a koncentraci
pepsinogenti je ¢astym zdjmem studia. U peptického viedu jsou
zvySené koncentrace PGA i PGC. Rakovina Zzaludku je spojena
s velmi nizkou hladinou PGA °7, coz se jevi jako dobry subklinicky



marker tohoto onemocnéni. Pomér PGA/PGC je mensi nez 1.(cit. &
10)

K obohaceni nebo ¢isténi proteind ze smési jinych proteinti nebo
z biologickych vzorki je pouzivano mnoho metod. K nejucinnéj$im
metodam patii metody vyuzivajici afinitniho principu Separace.
Ligand je imobilizovan na vhodném nosi¢i, ktery mtize byt umistén
do kolony nebo muize byt pouZita vsaidkova metoda.

V posledni dobé je veénovdna zvySend pozornost vyvoji
a aplikaci magnetickych separa¢nich technik, které pouzivaji malé
magnetické Castice. Magnetické separacni techniky maji fadu vyhod
ve srovnani s jinymi separaénimi metodami, jako jsou rychlost,
jednoduchost a nizké cena.

Magnetické castice se skladaji z jadra (je tvofeno
z magnetickych anorganickych materiald, diky kterym je umoznéna
snadna manipulace s magnetickymi ¢asticemi pomoci magnetického
pole) a obalu (inertni vrstva z materidlu, ktery zajiStuje stabilitu
jadra, chrani jadro véi nespecifickym interakcim a umoziuje
ptipojeni  pfislusnych  funkénich  skupin  vhodnych k vazbé
s ligandem).™



2 HYPOTEZY A CILE PRACE

Téma disertacni prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu na
Ustavu patologické fyziologie 1. Lékaiské fakulty Uviverzity
Karlovy v Praze, ktery studuje vztah mezi aspartatovymi
a zalude€nich onemocnéni. Urceni vzdjemného poméru PGA a PGC
je dialezitym parametrem pro diagnostiku gastritidy, peptického
viedu ¢i pocatecniho stadia rakoviny zaludku.

Cilem predkladané disertaéni prace bylo vyvinout metodu,
kterou by bylo mozné rychle a jednoduSe separovat pepsin A
a pepsin C z Zzaludeéni $tavy nebo z krevniho séra (po aktivaci
pepsinogentl) a prispét tak k véasné diagnoze rakoviny zaludku.

Separaci pepsini provést afinitnimi metodami s vyuZitim
imobilizovanych heptapeptidi, o kterych bylo pfedpokladano, ze
budou inhibitory lidskych pepsinti. Vybrané heptapetidy syntetizovat
a specifikovat je enzymologickymi kinetickymi parametry
(Michaelisova konstanta K., a inhibi¢ni konstanta K;). Heptapeptidy
imobilizovat na magnetické nosi¢e nebo na Sepharosu. Tyto nosice
porovnat pomoci vice parametrd (napf. Cas analyzy, finanéni
hledisko, nespecifické sorpce, kapacita nosict apod). Optimalizovat
podminky separace pepsini a zjistit nejlep$i adsorpéni a eluéni
podminky. Studovat vazebné vlastnosti syntetizovanych heptapetida
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.



3 MATERIAL A METODIKA

Material

e Extrakt zaludeéni sliznice potkana, extrakt zaludeéni sliznice
prasete, lidskd lyofilizovanad zalude¢ni §téava, extrakt lidské
zaludecni sliznice, praseci pepsin A

e magnetické glyoxalové 4% agarosové castice, Cyanogen
bromide-activated-Sepharose® 4 Fast Flow

Syntéza peptidiu a imobilizace peptidi

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 (déale jen peptid
-Tyr-Phe-) byly vyrobeny na automatickém syntetizatoru peptida
komeréni firmou Vidia (Praha, CR).

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 piipraveny ve spolupraci s Ustavem organické
chemie a biochemie Akademie véd CR manuélné syntézou na pevné
fazi dle N*-Fmoc chemického protokolu.

Peptidy byly imobilizovany jako ligandy ptes-NH, skupinu na
CNBr-Sepharosu a na magnetické agarosové castice aktivované
glyoxalem.

Interakce  pepsini s heptapeptidy imobilizovanymi na
magnetickych ¢asticich

Bylo smichano 50 pl magnetickych castic a 500 pl roztoku
vzorku pepsinu; 5 min tiepat; 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.
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Interakce pepsinii s heptapeptidy imobilizovanymi na Sepharose
Rozméry naplnénych kolon byly 1,0x1,3 cm; aplikovano 1 ml
roztoku vzorku a kolona byla promyta adsorpéni mobilni fazi do
vymyti v§ech neadsorbovanych latek (5 ml), eluce (10 ml 20% v/v
propan-2-ol v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 a 10 ml 20% v/iv
propan-2-ol v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2); pritokova rychlost
1 ml/min, frakce sbirany po 1 ml, UV detekce pfi 280 nm; stanoveni
proteolytické aktivity modif. metodou podle Ansona a Mirskeho™.

Imunodetekce

Polyakrylamidova SDS elektroforéza a Western blot z frakci
elucnich pikli ze separaci pepsini lidské lyofilizované zaludecni
stavy afinitni technikou na peptidech imobilizovanych na
magnetickych agarosovych ¢asticich a Sepharose.
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4 VYSLEDKY
4.1 Charakterizace heptapeptidia

Cistota vyrobenych peptidi byla stanovena pomoci
vysokouéinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi (RP
HPLC) na koloné¢ Vydac C-18 pfi gradientu acetonitrilu: 96,8 %
(peptid -Phe-Phe-); 98,4 % (peptid -Tyr-Phe-); 96,2 % (peptid -Tyr-
Tyr-) a 95,5 % (peptid -Phe-Tyr-).

Analyzou hmotnostni spektrometrie byly potvrzeny teoreticky
vypoétené molekulové hmotnosti: 833,4 (peptid -Phe-Phe-); 849,4
(peptid -Tyr-Phe-); 864,5 (peptid -Tyr-Tyr-) a 848,5 (peptid -Phe-
Tyr-).

Byla zméfena absorpéni spektra peptidi v rozsahu 240-350 nm
(Obr.1.).

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

absorbance

240 260 280 300 320 340

vinova délka (nm)
Obr. 1. Absorpéni spektra peptidu -Phe-Phe- (ernd), peptidu -Tyr-Phe- (modra),
peptidu -Tyr-Tyr- (Cervena) a peptidu -Phe-Tyr (zelend)

12



4.2 Vliv rozpoustédel na aktivitu pepsinia

Byl zkouman vliv riznych koncentraci (0-50% v/v)
rozpoustédel (propan-2-ol, acetonitril=ACN a 1, 4-dioxan) na
aktivitu prase¢iho pepsinu A (Obr. 2. A) a potkaniho pepsinu C (Obr.
2. B). Proteolyticka aktivita (PU) potkaniho pepsinu C je vice
ovlivilovana koncentrovanéj$imi roztoky rozpoustédel nez aktivita
praseciho pepsinu A. Nejvhodnéjsi eluéni roztok je 20% v/v propan-
2-ol.

120
2z
-
© 100 * . -
2 h ‘!-._ R (e e B
5 - o
2
s 8
B 4
S 60
40
20
0
0 10 20 30 40 50
rozpoustédio (%)

—@— propan-2-ol
A= acetonitril

=== 1 4-dioxan

% proteolytické aktivity

0 10 20 30 0 50
rozpoustadio (%)

Obr. 2. Vliv rozpoustédel na proteolytickou aktivitu praseciho pepsinu A (A)
a potkaniho pepsin C (B)

praseci pepsin A (0,2 mg) v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5 (1 ml) a lyofilizovany extrakt potkani
zaludeéni sliznice (2 mg) v 0,1 M acetatového pufru pH 3,5(1 ml); rozpoustédla (0-50% v/v)
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v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; proteolyticka aktivita byla stanovena modifikovanou metodou
dle Ansona a Mirskeho®®

4.3 Kinetické a inhibi¢ni studium pepsini
a heptapeptidii (inhibitori)

Stanovend hodnota K, prasec¢iho pepsinu A pro substrat
hemoglobin je 33,3 uM a K, potkaniho pepsinu C pro substrat
hemoglobin je 6,3 uM. Potkani pepsin C rychleji §tépi hemoglobin
nez praseCi pepsin A. Maximalni rychlost praseciho pepsinu A
a potkaniho pepsinu C byla 0,108 AA/min a 0,043 AA/min.

Byly vypocteny K; pro heptapeptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- pro
prase¢i pepsin A a pro potkani pepsin C (Tab. 1.). Na rozdil od t&chto
peptidi bylo vSak zjisténo, Ze peptid -Tyr-Tyr- a peptid -Phe-Tyr-
neinhibuji ani praseci pepsin A a ani potkani pepsin C.

Tab. 1. Vypoétené inhibi¢ni konstanty a typ inhibice

Enzym Inhibitor Ki, uM Typ inhibice

praseci 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

4.4 Interakce praseiho pepsinu A a potkaniho
pepsinu C s heptapeptidy imobilizovanymi na
magnetickych agarosovych ¢asticich

Pfipravené heptapeptidy imobilizované na agarosové magnetické
castice byly v prvnich fazich pouzity pro studium jejich interakce
s praseCim 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 nejvys$8i adsorpce byla uréena pfi
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pouziti 0,1 M acetatového pufru, pH 3,5. Praseci pepsin A byl
adsorbovan na vSechny heptapeptidy imobilizované na magnetické
&astice (Obr. 3.)* *®. Podminky nutné pro eluci tohoto enzymu se
ligily,. Pro wuvolnéni adsorbovaného praseéiho pepsinu A
z imobilizovanych peptid -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- bylo nutné pouZit
0,05 M fosfatovy pufr pH 6,2 obsahujici 20% v/v 2-propanol.
Prase¢i pepsin A adsorbovany na imobilizované heptapeptidy
s uspofadanim -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- byl eluovan adsorpénim pufrem
(0,1 M acetatovy pufr pH 3,5) s 20% v/v 2-propanolem.

Na rozdil od prase¢iho pepsinu A se potkani pepsin C na
heptapeptidy imobilizované na magnetické ¢astice neadsorboval; 89—
95 % proteolytické aktivity bylo odtranéno adsorpénim pufrem pfi

14,1
promyti.™ >

[[Ipeptid -Phe-Phe- [l peptid -Tyr-Phe-
[l peptid -Tyr-Tyr- M peptid -Phe-Tyr-

100 ~
90
80 -
70
60
50 -
40
30
20

10 - =

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

% proteolytické aktivity

Obr. 3. Interakce prase¢iho pepsinu A s heptapeptidy -Phe-Phe- (bila), -Tyr-Phe-
(Gernd), -Tyr-Tyr- (svétle Sedd) a -Phe-Tyr- (tmavé S$eda) imobilizovanymi na
magnetickych agarosovych ¢asticich

prase¢i pepsin (0,2 mg/ml 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5); 500 ul vzorku aplikovano na
magnetické Castice (50 pl); neadsorbovany enzym a promyti 3 krat 500 ul 0,1 M acetatovym
pufrem pH 3,5; eluce 3 krat 500 pl 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™®
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4.5 Interakce prasefiho pepsinu A a potkaniho
pepsinu C s heptapeptidy imobilizovanymi na
Sepharose

Prase¢i pepsin A byl adsorbovan na vSechny heptapeptidy
imobilizované na Sepharose a podminky pro jeho eluci se nelisily na
rozdil od magnetického nosice.

Velka c¢ast potkaniho pepsinu C se na heptapeptidy
imobilizované na Sepharose neadsorbovala a za pouzitych podminek
proteolyticka aktivita byla vymyta startovnim pufrem; pouze v
ptipadé -Tyr-Phe- a -Phe-Phe- heptapeptidi mala ¢ast potkaniho
pepsinu C byla adsorbovéana. Vysledky studia interakce potkaniho
pepsinu C s heptapeptidy imobilizovanymi na Sepharose souhlasily s
vysledky ziskanymi s heptapeptidy imobilizovanymi na magnetické
Castice: z testovanych heptapeptida potkani pepsin C jen caste¢né
interagoval s -Phe-Phe- a -Tyr-Phe- peptidy (nezobrazeno).

4.6 Interakce lidskych pepsini s heptapeptidy
imobilizovanymi na magnetickych agarosovych
¢asticich a Sepharose

Pfi pouziti adsorp¢niho pufru (0,1 M acetatovy pufr pH 3.5),
byly lidské pepsiny kompletné adsorbovany na oba typy nosicu.

Jednotlivé frakce eluénich piki ze separaci lidské lyofilizované
zaludeCni §tavy afinitni separaci na peptidech imobilizovanych na
obou nosi¢ich byly zahustény a pouzity k identifikaci jednotlivych
lidskych pepsini pomoci imunodetekce metodou western blot (Obr.
8.a9.).

Pepsiny adsorbované na magnetické Castice s imobilizovanymi
heptapeptidy byly desorbovany ptevazné (40-80 % aplikované
proteolytické aktivity) v prvnim piku (20% v/v propan-2-ol v 0,1 M
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acetatovém pufru pH 3,5), zatimco pfi eluci 20% v/v propan-2-olem
v 0,05 M fosfatovém pufru pH 6,2 bylo ziskdno méné nez 10 %.

Ani jeden ztypti magnetického nosi¢e neseparuje kompletné
lidské pepsiny A a C. Uginn&j§i separatni vlastnosti vykazuji
magnetické agarosové Castice s imobilizovavymi heptapeptidy -Tyr-
Phe- a -Tyr-Tyr-, kdy prvni elu¢ni pik obsahuje oba pepsiny, ale
druhy elucni pik jiz samotny pepsin A.

Na Sepharose jsou pepsiny separovany vzdy ve dvou eluénich
pikach (Obr. 4.-7.), kdy eluci 20% v/v propan-2-olem ve 0,05 M
fosfatovém pufru pH 6,2 bylo ziskdno vétSi mnoZzstvi 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 eluénim piku je
pouze pepsin C a v druhé eluénim piku pepsin A.

o
o
2

proteolyticka aktivita (PU/ml)
absorbance (280 nm)

tas (min)

Obr. 4. Interakce lidskych pepsint s peptidem -Phe-Phe imobilizovanym na Sepharose
Sedé sloupce: proteolyticka aktivita; Gerna kiivka: absorbance pii 280 nm; I — 0,1 M acetitovy
pufr pH 3,5; Il — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; III — eluce 20%
vl/v propan-2-olem v 0,05 M fosfaitovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho®®
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Obr. 5. Interakce lidskych pepsinti s peptidem -Tyr-Phe- imobilizovanym na
Sepharose

Sedé sloupce: proteolytické aktivita; erna kiivka: absorbance pii 280 nm; I — 0,1 M acetitovy
pufr pH 3,5; 1l — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; III — eluce 20%
vlv propan-2-olem v 0,05 M fosfaitovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho®®
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Obr. 6. Interakce lidskych pepsint s peptidem -Tyr-Tyr- imobilizovanym na Sepharose
Sedé sloupce: proteolyticka aktivita; erna kiivka: absorbance pii 280 nm; I — 0,1 M acetitovy
pufr pH 3,5; 1l — 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 fosfaitovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho®
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Obr. 7. Interakce lidskych pepsinti s peptidem -Phe-Tyr- imobilizovanym na
Sepharose

Sedé sloupce: proteolytické aktivita; erna kiivka: absorbance pii 280 nm; I — 0,1 M acetitovy
pufr pH 3,5; Il — eluce 20% v/v propan-2-olem v 0,1 M acetatovém pufru pH 3,5; IIT — eluce 20%
vlv propan-2-olem v 0,05 M fosfaitovém pufru pH 6,2; stanoveni proteolytické aktivity
modifikovanou metodou podle Ansona a Mirskeho®®

CNBr-Sepharose s imobilizovanymi:

peptid -Phe-Phe-  peptid -Tyr-Phe-  peptid -Tyr-Tyr-  peptid -Phe-Tyr-
anti PA ‘
anti PC “
1 2 3 4 5 6

Obr. 8. Identifikace lidského pepsinu A a C separovanych pomoci peptidit -Phe-Phe-,
-Tyr-Phe-, -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- imobilizovanych na Sepharose

(1): vzorek lidské zaludeéni §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 a 9): zahu§téné eluéni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH
6,2.
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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

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Obr. 9. Identifikace lidského pepsinu A a C separovanych na heptapeptidech -Phe-
Phe-, -Tyr-Phe-, -Tyr-Tyr- a -Phe-Tyr- imobilizovanymi na magnetickych agarosovych
Casticich

(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 a 9): zahusténé elucni frakce eluované 20% v/v propan-2-olem v 0,05 M fosfatovém pufru pH
6,2
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5 DISKUSE

Ukolem piedkladané prace bylo vypracovani jednoduché, rychlé
a specifické metody, ktera by umoziovala rozlisit jednotlivé typy
pepsini a stanovit jejich zmény. Pro tento ucel jsme zvolili
magnetickou separacni techniku s imobilizovanymi peptidy.

I kdyz rtzné typy ligandd vazanych na magnetické nosic¢e byly
h' 1, existuje velmi
omezeny pocet aplikaci imobilizovanych peptidi specifickych pro

popsany pro pouziti v afinitnich separacic

jeden protein. Takovy ligand by se nemél 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). Pdvodné tento inhibitor byl popsan jako inhibitor
kathepsinu CY, pozdgji pak jako kompetitivni inhibitor lidského
pepsin A a lidského pepsin C v roztoku®® Tento inhibitor byl
imobilizovan na Sepharosu a pouzit pro purifikaci lidského,
praseciho a kufeciho pepsinu A'® *® nebo byl navazan na membranu
pro adsorpci prase&iho pepsinu A%

V nasi praci*® byl imobilizovan tento synteticky heptapeptid
(Val-D-Leu-Pro-Phe-Phe-Val-D-Leu) na magnetické agarosové gely
aktivované glyoxalem. V souladu s popsanymi vysledky ziskanymi
na Sepharose obsahujici imobilizovany inhibitor™® *°
magnetické Castice interagovaly s praseCim pepsinem A a lidskym

modifikované

pepsinem A, zatimco Zadna interakce nebyla pozorovana v piipadé
potkaniho pepsinu C a lidského pepsinu C.

Ackoliv aspartatové proteinasy jsou si ve svych trojrozmérnych
strukturach velmi podobné, existuji velké rozdily v katalytickych
vlastnostech, zvlasté v substratovych specifitach. Bylo ukazano, ze
zatimco pepsin A §tépi preferenéné -Phe-Xaa- peptidové vazby,
pepsin C vykazuje preferencni §tépeni peptidovych vazeb, kterych se
ucastni L-tyrozinové zbytky (-Tyr-Xaa-). Z tohoto divodu byly
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ptipraveny heptapeptidy, které vedle pfitomnosti D-leucinu obsahuji
jeden nebo oba L-fenylalaninové zbytky substituované L-
tyrozinovymi zbytky. Byly pfipraveny nasledujici 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. Byly uréeny jejich inhibiéni konstanty K; v roztoku
pro peptidy -Phe-Phe- a -Tyr-Phe-, které inhibovaly prase¢i pepsin A
i potkani pepsin C. Zajimavé vSak bylo, Ze peptidy -Tyr-Tyr- a -Phe-
Tyr- neinhibuji ani prasec¢i pepsin A a ani potkani pepsin C.

Po imobilizaci vSech ¢tyi heptapeptidit 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 Sepharosu. Vysledky studia interakce
potkaniho pepsinu C s peptidy imobilizovanymi na Sepharose a na
magnetickych ¢asticich byly stejné: z testovanych heptapeptidi
potkani pepsin C jen c&astecné interagoval s peptidy -Phe-Phe-
a -Tyr-Phe-. Nejdtive byly na pfipravenych nosiéich zjistovany
nejvhodnéjsi adsorpéni a eluc¢ni chromatografické podminky pro
prase¢i pepsin A a potkani pepsin C. Vychazelo se z podminek
pouzitych v literatuie'; vhodné pH adsorp&niho roztoku k nejlepsi
adsorpci prase¢iho pepsinu bylo zjisténo jako pH 3,5 s ohledem
na podminky stability, aktivace a inaktivace pepsini. Zavislost
aktivity adsorbovaného prasec¢iho pepsinu A na pH acetatového
pufru dosahuje nejvysSich hodnot pti pH 2,5-3,0, ale pH
adsorpéniho pufru nemize byt takto nizké kvuli stabilité nosicl.
Adsorpce potkaniho pepsinu C nebyla ovlivnéna ani zvySenim
iontové sily adsorpéniho pufru (0,1 M acetatovy pufr pH 3,5), do
kterého bylo pridano 0,5-1,0 M NaCl. Jako optimalni adsorp¢ni pufr
byl tedy vybran 0,1 M acetatovy pufr pH 3,5 k interakcim praseciho
pepsin A a potkaniho pepsinu C jak na Sepharose tak na magnetické
agarosové cCastice s imobilizovanymi heptapeptidy. Daéle bylo
zkoumano slozeni vhodného elu¢niho roztoku potfebného k nejvyssi
eluci praseciho a potkaniho pepsinu.
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Pro eluci adsorbovanych proteas byl zvolen pokles polarity
eluéniho pufru ptidinim ACN ¢&i 1,4-dioxanu, jak bylo popsano
h'® 1% a propan-2-olu. Pii vybéru vhodného
rozpoustédla o urcité koncentraci byl sledovan vliv rozpoustédel na

v pfedchazejicich studiic

aktivitu praseciho pepsinu A a potkaniho pepsinu C. Proteolyticka
aktivita potkaniho pepsinu C byla mnohem vice ovliviiovana vyS$imi
koncentracemi rozpoustédel nez aktivita prase¢iho pepsinu A.
Zejména ACN v koncentracich vysSich nez 20 % v/v vyznamné
snizuje proteolytickou aktivitu potkaniho pepsinu C, kterda pii 30%
v/v acetonitrilu je nulova. V pfipadé praseciho pepsinu A bylo
popsano, ze enzym si uchovava svou aktivitu az do 50% v/v vodného
roztoku 1,4-dioxanu nebo 30% v/v ACN ¢i 1, 4-dioxanu. Pii dal§im
rustu podilu organického rozpoustédla byl pozorovan znacny pokles
aktivity prase&iho pepsinu A%

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 eluénim piku je
pouze pepsin C a vdruhé eluénim piku pepsin A. Separaci na
peptidu -Tyr-Tyr- imobilizovaném na Sepharose nedoslo k separaci
obou pepsint, protoze druhy elucni pik obsahoval také pepsin C.
Imunodetekci bylo zjisténo, Ze prvni i druhy eluéni pik ze separace
lidskych pepsini na peptidu -Phe-Phe- imobilizovaném na Sepharose
obsahuji pouze pepsin A.

Pepstatin izolovany z Streptomyces sp. je inhibitorem nékterych
aspartatovych proteinas, ktery se vaze na aktivni misto enzymu'” 2
Nase vysledky ukazaly, ze v ptitomnosti pepstatinu se praseci pepsin
A na magnetické nosi¢e s imobilizovanymi peptidy nevaze, coz
dokazuje, ze studované heptapeptidy se vazi na molekuly pepsinu A
do vazebného mista enzymu nebo alespont v blizkém sousedstvi
tohoto mista. Tento fakt by mohl umoznit rozlisit molekuly enzymu,
které se 1iSi jenom malo v uspofadani aktivniho mista nebo oddélit
jednotlivé formy enzymu. Vysledky dale ukazaly, ze prase¢i PGA se
na heptapeptidy imobilizované na magnetické agarosové Castice
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neadsorboval. Postupy nami popsané mohou byt uZite¢nym
nastrojem pro separaci pepsinu A a pepsinu C pfi studiu Zalude¢nich
a duodenalnich problému v lidské i veterinarni mediciné. V soucasné
dobé vhodna separa¢ni metoda pro aplikaci v klinickych laboratofich
neni k dispozici. Pepsin A a pepsin C je mozné separovat pii pouziti
napf. chromatografie na DEAE-celul6ze® nebo pomoci HPLC? ale
tyto metody je slozité si predstavit pro diagnostické tucely.
V soucasné dob¢ existuji pro analytické potfeby pouze metody
vyuzivajici protilatky. Nami vypracovand metoda predstavuje
alternativni moznost pro urceni urovné pepsin-pepsinogen v télnich
tekutinach a tkanich zalozena na jiném principu.
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6 ZAVER

Pro studium vazebnych vlastnosti aspartatovych proteinas
(praseciho pepsinu A, potkaniho pepsinu C, lidskych pepsintl) byly
ptipraveny nasledujici heptapeptidy obsahujici D-leucinylovy zbytek
(ostatni aminokyselinové zbytky jsou L-konfiguraci):
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 peptidii byla stanovena RP-HPLC na kolong&
Vydac C-18, relativni molekulova hmotnost byla dale uréena pomoci
hmotnostni spektrometrie a byly zméfeny absorp¢ni spektra v oblasti
240-360 nm.

Byly ur¢eny K; v roztoku pro peptid -Phe-Phe- a peptid -Tyr-
Phe- pro prase¢i pepsin A a potkani pepsin C. Peptidy -Tyr-Tyr-
a -Phe-Tyr- neinhibuji ani prase¢i pepsin A a ani potkani pepsin C.

Pripravené heptapeptidy byly imobilizovany pfes volnou amino
skupinu bud’ na magnetické agarosové Castice aktivované glyoxalem
a nebo na Sepharosu aktivovanou CNBr. Ptipravené nosice byly
charakterizovany urCenim kapacity pro prase¢i pepsin A
a stanovenim obsahu vody.

Byla studovana schopnost pfipravenych afinitnich sorbentt
nespecificky adsorbovat dalsi proteiny.

Podminky pro adsorpci proteas byly optimalizovany. Praseci
pepsin A byl adsorbovan na vSechny heptapeptidy imobilizované na
magnetické Castice i na Sepharose, potkani pepsin C se na
heptapeptidy imobilizované na magnetické &astice a Sepharose
neadsorboval; 89-95 %  proteolytické aktivity bylo vymyto
startovnim pufrem. V pfitomnosti pepstatinu se praseci pepsin A na
heptapeptidy imobilizované na magnetické castice neadsorboval.
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Pfi pouziti adsorpéniho pufru byly lidské pepsiny kompletné
adsorbovany na oba typy nosici.

Ani jeden z typG magnetického nosice neseparuje kompletné
lidské pepsiny A a C. U¢inngjsi separaéni vlastnosti vykazuji
magnetické agarosové Castice s imobilizovavymi heptapeptidy -Tyr-
Phe- a -Tyr-Tyr-, kdy prvni eluéni pik obsahuje oba pepsiny, ale
druhy elu¢ni pik jiz samotny pepsin A. Na Sepharose jsou pepsiny
separovany vzdy ve dvou elucnich pikach. K separaci pepsinu A a C
je nejvhodné&jsi pouzit Sepharosu s imobilizovanym peptidem -Tyr-
Phe- nebo -Phe-Tyr-, protoZe tyto dva nosi¢e separuji oba pepsiny
a to tak, ze v prvnim elu¢nim piku je pouze pepsin C a v druhé
eluc¢nim piku pepsin A.
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