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ABSTRAKT
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Skolitel: Prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.
Nazev disertacni prace:

VYVO] A APLIKACE AFINITNIHO NOSICE PRO IZOLACI LIDSKYCH KARBONYL-REDUKUJICICH ENZYMU

JiZ po nékolik tisicileti tvori zaklad lidské mediciny malé bioaktivni molekuly,
které byly podavany ve formé rostlinnych extrakt nebo synteticky pripravenych
sloucenin. Jejich vyuziti v moderni 1ékarské védé ovsem neni mozné bez detailniho
porozuméni jejich biochemickych ucinki a identifikace jejich molekularnich cild.
Metody chemické proteomiky, zaloZené na specifické interakci mezi bioaktivni
latkou a cilovou molekulou, patii v souc¢asné dobé k nejpouzivanéjsSim technikam pfi
identifikaci molekularnich cili malych molekul. Oproti klasickym biochemickym
metodam (napft. 2D elektroforéza) se jedna o citlivé a predevsim velmi selektivni
techniky, diky kterym lze z komplexnich biologickych vzorka tspésné identifikovat
i biomolekuly, které se prirozené vyskytuji jen ve velmi malych koncentracich.
Takovymi biomolekulami jsou i karbonyl-redukujici enzymy, které predstavuji
fyziologicky dilezitou skupinu proteind, jelikoz se podili na metabolismu rady
endogennich (napf. prostaglandiny, steroidni hormony) i xenobiotickych (napft.
antracykliny, oracin) sloucenin. I kdyz je vétSina dosud charakterizovanych
karbonyl-redukujicich enzymi cytosolickych, v nadrodiné dehydrogenas/reduktas
s kratkym ftetézcem (SDR) se nachdazi i fada membranové vazanych zastupct.
Znalosti o jejich podilu na metabolismu xenobiotik ale zatim nejsou prilis velké.
Vyzkumem stereospecifity redukce potencialniho protinadorového léciva oracinu
vSak byla zjisténa pritomnost dosud neznamych mikrosomalnich karbonyl-
redukujicich enzymd, které se podili na jeho metabolismu. Dosavadni pokusy
o jejich purifikaci ovSem skoncily nezdarem. Ackoli byly ziskany proteinové frakce,

které vykazovaly metabolickou aktivitu vii¢i oracinu i pozadovanou stereospecifitu
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jeho redukce, vyuZitim neselektivnich purifikacnich technik (iontové-vyménna
chromatografie, hydrofobné-interakéni chromatografie) nebylo mozné obsaZené
enzymy ziskat v dostatecném mnozstvi a Cistoté pro jejich naslednou identifikaci
pomoci MS.

Cilem tohoto projektu bylo vytvoreni originalniho afinitniho nosic¢e schopného
selektivné izolovat karbonyl-redukujici enzymy z komplexnich biologickych vzorki.
Za timto ucelem byla testovana sada magnetickych i nemagnetickych castic, na které
bylo rliznymi zptsoby imobilizovano potencidlni protinddorové léc¢ivo oracin.
Afinitni nosi¢ s nejlepSimi vlastnostmi byl nasledné testovan se sérii Cistych
rekombinantné pripravenych enzymi a s bunécnymi homogenaty obsahujicimi
overexprimované cilové enzymy. Ve vSech pripadech bylo prokazano, Ze nami
pripraveny afinitni nosi¢ s imobilizovanym lé¢ivem oracinem byl schopen izolovat
karbonyl-redukujici enzymy, které maji afinitu vici oracinu. Afinitni nosi¢ byl
nasledné zatrazen do purifikacniho protokolu membranové vazanych karbonyl-
redukujicich enzymi zlidské jaterni tkané. Byly tak ziskany proteinové frakce
s metabolickou aktivitou vii¢i oracinu i poZadovanou stereospecifitou jeho redukce.
Metodou hmotnostni spektrometrie byly v téchto frakcich nasledné identifikovany
mikrosomalni enzymy DHRS1, RDH16 a173-HSD6 bez znamé afinity a metabolické
aktivity vii¢i oracinu. Dale byl identifikovan enzym 11(3-HSD1, u kterého byla afinita
vuci oracinu popsana jiz diive. U enzym DHRS1 a RDH16 byla afinita vii¢i oracinu
nasledné potvrzena u rekombinantné pripravenych enzymi. Tyto rekombinantni
formy ale zatim bohuZzel nepotvrdili vyznamnou metabolickou aktivitu vii¢i tomuto
1écivu. Potvrzeni jejich afinity vii¢i tomuto xenobiotickému substratu ovSem miize

naznacovat jejich dalsi potencialni roli v biotransformaci jinych xenobiotik.
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REDUCING ENZYMES

For several millennia the human medicine is based on application of small
bioactive molecules that are administered in the form of plant extracts or synthetic
compounds. However, their use in modern medicine is not possible without
a detailed understanding of their biochemical effects and identification of their
molecular targets. Chemical proteomics based on the specific recognition between
the bioactive molecule and the target molecule is currently the most widely used
techniques for identification of molecular targets of small molecules. Compared to
conventional biochemical methods (e.g. 2D electrophoresis), chemical proteomics
represents particularly sensitive and very selective technique that enable successful
identification of biomolecules from complex biological samples that are naturally
presented in very small concentrations. Carbonyl-reducing enzymes, which play an
important role in physiology due to their involvement in metabolism of various
endogenous (e.g. prostaglandins, steroid hormones) and xenobiotic (e.g.
anthracyclines, oracin) substrates, also represent such low abundance
biomolecules. Although the majority of today known carbonyl-reducing enzymes
represent soluble proteins, there are many membrane-bound members in short
chain dehydrogenases/reductases (SDR) superfamily. However, the knowledge on
their role in metabolism of xenobiotics is quite poor. Based on the research on the
reduction stereospecificity of anticancer drug oracin, there were predicted
microsomal carbonyl-reducing enzymes involved in the metabolism and

inactivation. However, previous attempts to purify these enzyme failed. Although



the obtained protein fractions exhibited metabolic activity towards oracin with
desired stereospecificity, using non-selective purification techniques (ion-exchange
chromatography, hydrophobic-interaction chromatography) was not possible to
obtain desired enzymes in sufficient quantity and purity for their subsequent
identification by MS.

The aim of this project was to develop suitable affinity carrier capable to
selectively purify carbonyl-reducing enzymes from complex biological samples. For
this purpose several types of magnetic and non-magnetic beads were modified with
anticancer drug oracin to form an affinity carrier. The carrier showing the best
binding capacity was subsequently tested with a series of pure carbonyl-reducing
enzymes and complex biological samples. The in-house developed affinity carrier
was able to capture carbonyl-reducing enzymes having affinity towards oracin in all
cases. Thus, affinity carrier was implemented into purification protocol of human
microsomal carbonyl-reducing enzymes. Obtained fractions exhibited metabolic
activity towards oracin with desired stereospecificity of its reduction. Using mass
spectrometry proteins DHRS1, RDH16 and 173-HSD6, with unknown affinity and
metabolic activity towards oracin were successfully isolated and identified.
Furthermore, enzyme 113-HSD1 with already described affinity towards oracin was
identified too. The affinity of enzymes DHRS1 and RDH16 towards oracin was
subsequently demonstrated by using recombinant proteins. Although these
recombinant proteins have not confirmed significant metabolic activity of this drug
yet, their isolation and identification as its potential molecular target may indicate

their role in biotransformation of other xenobiotics.
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Uvop

JiZ témér 50 let predstavuje afinitni chromatografie unikatni purifika¢ni
strategii, ktera v mnohych ohledech pred¢i jiné purifika¢ni techniky zaloZené na pH,
iontové sile nebo hydrofilité. Jedna se totiZ o jedinou techniku, ktera je schopna
purifikovat biomolekuly na zakladé jejich biologické funkce nebo jedinecnych
strukturnich ryst. Diky této velmi specifické interakci je metoda afinitnich
chromatografie vhodnou technikou pro izolaci biomolekul, které se obvykle
vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Takovymi biomolekulami jsou napiiklad
karbonyl-redukujici enzymy, které hraji dileZitou roli v metabolismu fady
endogennich i xenobiotickych latek. I pres jejich znacny vyznam stdle existuje
mnoho zastupct, o kterych mame pouze c¢astecné informace nebo dokonce viibec
zadné. Velkou Cast téchto malo popsanych enzyma tvoii predevsim membranové
vazani zastupci, jejichZ studium s sebou prinasi mnohé obtiZe jako je naptiklad
nutnost jejich solubilzace pomoci detergenti. K charakterizaci takovych enzymi je
nicméné zapotiebi Cistého proteinu, ktery Ize z biologickych materialt ziskat pouze
purifikaci.

Tato prace navazuje na vyzkum Katedry biochemickych véd v oblasti
identifikace a charakterizace novych lidskych membranové vazanych enzymd,

Ucastnicich se metabolismu xenobiotik.
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1. TEORETICKA CAST

Ackoli genomové studie prinesly v poslednim desetileti mnoho novych
informaci, netikaji ndm bohuZel nic o funkci nebo biochemickych vlastnostech
samotnych kédovanych proteinti. Na druhou stranu i mnohé klasické biochemické
metody (napft. 2D elektroforéza nebo inkubace se substratem), které mohou odhalit
roli proteinti v metabolickych drahach, maji jistd omezeni. Zfrejmé tim nejvétSim
obvykle byva vysokd komplexnost biologickych vzork, takze minoritni proteiny
mohou byt snadno maskovany témi hojné se vyskytujicimi (Miao et al, 2012).
Kjasné charakterizaci je proto zapotrebi cistého proteinu. I jednoprocentni
znecisténi jinak Cistého vzorku miliZe nicméné vyrazné zkreslit vysledky méreni
(Ward and Swiatek, 2009). Ziskani purifikovaného proteinu zkomplexnich
biologickych vzorkli cCasto velmi slozité, a to zejména v pripadé membranové
vazanych proteinti. Ve skupiné lidskych membranové vazanych Kkarbonyl-
redukujicich enzymi byl z tkani naptiklad dosud uspésné purifikovan pouze jediny
zastupce; 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1 (Maser et al., 2002). Dalsi pokusy
o purifikaci novych lidskych membranové vazanych karbonyl-redukujicich enzymf,
s aktivitou vii¢i xenobiotikiim, provedené Skarydovou et al. (Skarydova et al., 2009)
skonCily nezdarem. 1 kdyz byly autofi schopni ziskat proteinovou frakci
s pozadovanymi biochemickymi vlastnostmi, nepodarilo se jim identifikovat
obsaZené enzymy. Vzhledem k fyziologickému vyznamu karbonyl-redukujicich
enzymu v metabolismu endogennich i xenobiotickych substratli, bylo vytvoreni
citlivé separacni techniky, ktera by umoznila jejich selektivni izolaci z komplexnich

biologickych vzorki, velmi potrebné.

1.1. Karbonyl-redukujici enzymy v metabolismu xenobiotik

Karbonylové funkéni skupiny (aldehydy, ketony a chinony) jsou béZnou
soucasti jak endogennich (napfr. steroidy, prostaglandiny, hormony), tak
xenobiotickych latek (napr. farmaka nebo polutanty Zivotniho prostredi) a casto
jsou zodpovédné za vlastni biologicky ucinek takovych sloucenin. Tyto funké¢ni
skupiny jsou zaroven pomérné reaktivni. Diky svému elektrofilnimu charakteru se

jednotlivé latky mohou vazat na nukleofilni biologické makromolekuly (napf. lipidy
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1. TEORETICKA CAST

nebo nukleové kyseliny) a ptlisobit tak toxicky. Enzymy zodpovédné za detoxifikaci
téchto reaktivnich karbonylovych slouc¢enin tak hraji kliCovou dlohu v regulaci jejich
biologickych ucinkli (Oppermann, 2007) a predstavuji dilezité proteiny I. faze
biotransformace. ~Radime mezi né proteiny znékolika nadrodin:
aldehyddehydrogenasy (ALDH), aldo-ketoreduktasy (AKR), dehydrogena-
sy/reduktasy se stfedné dlouhym retézcem (MDR), dehydrogenasy/reduktasy
s kratkym retézcem (SDR) a NAD(P)H-dependentni chinonreduktasy (QR). (Tab. 1).
Bylo nicméné zjiSténo, Ze vétSina enzym podilejicich se na redukénim metabolismu
karbonylovych sloucenin nalezi do nadrodin AKR a SDR (Rosemond and Walsh,
2004; Matsunaga et al., 2006; Hoffmann and Maser, 2007).

Tab.1:  Hlavni nadrodiny enzymii podilejicich se na metabolismu karbonylovych sloucenin
(Rosemond and Walsh, 2004; Matsunaga et al., 2006; Hoffmann and Maser, 2007).

Enzymy Preferovany Subcelularni lokalizace
kofaktor

AKR NAD(P)H cytosol, Golgiho aparat,
mitochondrie

MDR NADH cytosol

SDR NAD(P)H cytosol, mikrosomy,
mitochondrie,
peroxisomy

QR NAD(P)H, RNH cytosol

Zatimco aldehydy mohou byt metabolizovany na prislusné alkoholy nebo
karboxylové kyseliny, ketony mohou podstupovat pouze redukéni reakce. Chinony
jsou redukovany na prislusné semichinony a hydrochinony (Obr. 1). Vzniklé
produkty jsou méné reaktivni, polarnéjsi nez ptivodni latky a jsou i lepSimi substraty
pro konjugacni enzymy II. faze biotransformace (napi. glukuronidasy nebo
glutation-S-transferasy), diky ¢emuZ je umoZnéna jejich exkrece z organismu.
(Hoffmann and Maser, 2007; Penning and Drury, 2007).

Karbonyl-redukujici enzymy ke své funkci potrebuji pritomnost kofaktori
(donort protonu) nikotinamidadenindinukleotidu (NADH) nebo
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). Chinonreduktasy dale jako
kofaktoru vyuZivaji mimo jiné i dihydronikotinamidribosu (RNH) (Rosemond and

Walsh, 2004). V zavislosti na pouZitém kofaktoru jsou tyto enzymy v in vitro
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podminkach schopné katalyzovat jak redukeni tak oxidacni reakce. V in vivo

podminkach ovSem prevazuje pouze jeden z moznych metabolickych sméri.

R R R
MDR
on > o _ALDH > o
:K SDR |

H H HO
AKR
alkohol aldehyd karboxylova kyselina
Ri Mor R
>rOH — >:o —x—
g SDR
2H AKR 2
alkohol keton
OH
: OH
o
0 OH
p-chinon semichinon hydrochinon

Obr.1:  Hlavni metabolické premény aldehydi, ketont a chinonti pomoci enzymtii zodpovédnych za
biotransformaci karbonylovych sloucenin. Aldehydy jsou piisobenim AKR a SDR enzymii
redukovdny na alkoholy nebo oxidovdny aldehyddehydrogensami na karboxylové kyseliny,
zatimco ketony mohou byt pouze redukovdny na prislusné alkoholy. Chinony jsou redukovdny
chinonreduktasami na prislusné hydrochinony (upraveno dle Oppermann, 2007).

1.1.1. Aldo-ketoreduktasy (AKR)

Aldo-ketoreduktasy jsou prevazné monomerni cytosolické, NAD(P)H-
dependentni oxidoreduktasy s molekulovou hmotnosti 34-37 kDa (Jez et al., 1997).
Enzymy této nadrodiny se nachazeji témér u vSech zivych organismi (napf. rostliny,
bakterie, kvasinky, hmyz, ryby, savci) vcetné clovéka a vyznacuji se Sirokou
substratovou specifitou. Mezi jejich substraty patfi sacharidy, lipidy, steroidy,
prostaglandiny stejné tak jako mnoha 1é¢iva, nitrosaminy, polycyklické aromatické
uhlovodiky nebo aldehyd aflatoxinu (Penning, 2015).

V souCasné dobé je zndmo kolem 190 AKR proteinti, které se na zakladé
sekvenc¢ni podobnosti a biologické funkce dale déli do 16 rodin a 4 podrodin (A, B,
C, D) (AKR Superfamily, 2015). V jednotlivych rodinach sdileji proteiny vice jak 40%
sekvencni podobnost, priCemz pro zarazeni do stejné podrodiny musi proteiny
sdilet vice jako 60% podobnost (Jez and Penning, 2001). Spole¢nym znakem vSech

proteint této nadrodiny jsou (a/)s-soudek, ktery se sklada z osmi a-helixi{ a osmi

B-skladanych listli a tetrada aminokyselin v aktivnim misté (Y-H-D-K).
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U ¢lovéka bylo dosud identifikovano 15 zastupct (Tab. 2) (Penning, 2015). Podil
na metabolismu xenobiotickych substrati byl nejpodrobnéji popsan u zastupci
podrodiny AKR1C. VSechny 4 enzymy jsou v exprimovany v jatrech, ale mimo tento
organ je jejich distribuce odliSna. Zatimco enzym AKR1C4 je exprimovan témér
vyhradné vjatrech, enzymy AKR1C2 a AKR1C3 se vnejvétSi mire nachazeji
v prostaté a mlécné Zlaze (Penning et al, 2004). Fyziologickymi substraty téchto
enzymi jsou predevSim steroidy, kde katalyzuji premény v polohach 3a-, 17f-
a20a- a dale prostaglandiny. Z xenobiotik metabolizuji napf. doxorubicin,
daunorubicin, oracin, dolasetron, naloxon, ketotifen, 4-methylnitrosamino-1-(3-
pyridyl)-1-butanon (NNK), chinony atd. (Matsunaga et al., 2006; Barski et al., 2008;
Novotna et al,, 2008).

Aktivita vii¢i xenobiotikiim byla dobie popsana i u enzymu AKR1B10. Tento
enzym je prevazné exprimovan v tenkém a tlustém strevé, jatrech, brzliku
a nadledvinach (Martin et al, 2006). Zaroven byla popsana jeho zvySena exprese
v nadorové tkani plic, jater, délozniho ¢ipku a délohy, coZ z tohoto enzymu cini
mozny biomarker nadorového bujeni (Balendiran et al, 2009). Ackoli sdili 71%
sekven¢ni podobnost senzymem AKR1B1, vykazuje mnohonasobné vyssi
katalytickou aktivitu vii¢i xenobiotikiim, jako jsou napriklad methylgyloxal nebo
nitrobenzaldehydy. Dale se podili na metabolismu doxorubicinu, oracinu, NNK nebo
dolasetronu (Penning, 2005; Barski et al., 2008).

Metabolismus xenobiotickych substrati byl dale popsan u enzymii AKR1A1
(napt. benzo[a]pyren) (Osorio-Yafiez et al, 2012), AKR7A2 a AKR7A3 (napt.
alflatoxin B1 dialdehyd, 2-karboxybenzaldehyd, akrolein nebo methylglyoxal) (Ellis
etal, 1993; Barski et al.,, 2013).
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Tab. 2:  Prehled lidskych aldo-ketoreduktas (upraveno dle Penning, 2015).

Protein Alternativni nazev

AKR1A1 Aldehydreduktasa

AKR1B1 Aldosareduktasa

AKR1B10  Aldosareduktasa tenkého streva

AKR1B15 -
3a(20a)-

AKR1C1 hydroxysteroiddehydrogenasa

AKR1C2 3a-hdyroxysteroiddehydrogenasa
typ 3

AKR1C3 17p-hydroxysteroiddehydrogenasa
typ 5

AKR1C4 t3 ;Cp-fiydroxystermddehydrogenasa

AKR1D1 5@-steroidreduktasa
AKR1E2 1,5-anhydro-D-fruktosareduktasa
B1-podjednotka draselného

AKR6A3 v wve .
napétové rizeného kanalu

AKR6AS BZ-qu]evdvnlotka, draselr}eho
napét'ové rizeného kanalu

AKR6A9 B3-podjednotka draselného

napét'ové rizeného kanalu
AKR7A2 Aflatoxin B1-aldehydreduktasa 1
AKR7A3 Aflatoxin B1-aldehydreduktasa 2

1.1.2. Dehydrogenasy/reduktasy se stiredné dlouhym retézcem (MDR)

Nadrodina MDR je velmi rozsahla skupina proteini svelmi riiznorodou
enzymovou aktivitou, jejiZ zastupci se obvykle sklddaji s 350 aminokyselin (Jérnvall
et al, 1999). Podileji se na metabolismu, regulacnich procesech a ochrané proti
bunécnému poskozeni (Knoll, 2008). V soucasné dobé je zndmo téméi 500 rodin
Citajici vice nez 155 000 zastupct (Jornvall et al., 2015), kteti spolu sdileji méné nez
30% podobnost. Struktura MDR proteinti se obvykle sklada ze dvou domén, ptricemz
vazebné misto pro kofaktor se nachazi na C-konci a je tvorena Rossmannovym
zahybem s Sesti paralelnimi $-sklddanymi listy mezi dvéma a-helixy. Na N-konci se
nachazi vazebné misto, které je tvoreno jadrem antiparalelnich (3-sklddanych listi
obklopenym a-helixy (Persson et al, 2008; Hedlund et al, 2010).

U ¢lovéka jiz bylo identifikovano 25 genti a 40 zastupct. Mezi nejznaméjsi MDR
proteiny patfi mezi zinek-dependentni alkoholdehydrogenasy (ADH),
chinonoxidoreduktasy = (QOR),  polyoldehydrogenasy @ a  leukotrien-B4-
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dehydrogenasy (Hedlund et al.,, 2010). Zatim nejlépe prostudovanou skupinou jsou
alkoholdehydrogenasy. V soucasné dobé rozeznavame 6 savcich typt, pricemz
u ¢lovéka byly dosud identifikovany pouze 4 typy (ADH1, ADH2, ADH3, ADH4)
(Estonius et al., 1996). Ackoli lidsky genom obsahuje i gen pro typ ADH5, na drovni
proteinu tento enzym dosud nebyl identifikovdn (Ostberg et al, 2014).
Alkoholdehydrogenasy vykazuji Sirokou substratovou specifitu vi¢i mnohym
endogennim i xenobiotickym alkoholiim, které metabolizuji na prislusné aldehydy
(Kavanagh et al, 2008). ADH1 a ADH2 jsou hlavnimi jaternimi enzymy
zodpovédnymi za detoxikaci ethanolu. ADH3, téZ zvana jako glutathion-
dependentni formaldehyddehydrogenasa, hraje diileZitou roli v protekci bunék
proti toxickému pisobeni formaldehydu. U tohoto enzymy byla rovnéz popsana
i schopnost redukce S-nitrosoglutathionu. Na rozdil od enzymi ADH1 a ADH2
vykazuje ADH3 jen velmi nizkou aktivitu vii¢i ethanolu. Posledni dosud
identifikovanou lidskou alkoholdehydrogenasou je ADH4, jejimZ hlavnim tikolem je
metabolismus ethanolu v Zalude¢ni mukéze (Estonius et al, 1996; Persson et al.,

2008; Ostberg et al., 2014; Jornvall et al., 2015).

1.1.3. Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem (SDR)
Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem predstavuji jednu z nejvétSich
aneustale se rozrlstajicich nadrodin proteini. Na rozdil od nadrodiny AKR
obsahuje jak cytosolické, tak membranové vazané zastupce (membrany
endoplazmatického retikula, mitochondrii, peroxisomi). V soucasnosti obsahuje
464 rodin s témér 680 000 zastupci (Persson and Kallberg, 2013; Tang and Le, 2014;
Jornvall et al., 2015). Na zakladé specifickych motivl v aktivnim misté nebo v misté
vazici kofaktor se dale rozliSuje 7 typli SDR proteinu: klasické (C), prodlouZené (E),
stredni (I), divergentni (D), komplexni (X), atypické (A) a neprirazené (U) (Persson
et al, 2009; Persson and Kallberg, 2013). SDR proteiny se nachazeji
u nejjednodussich jednobunécnych organismi stejné tak i u vyssich eukaryot, coz
jen potvrzuje jejich nezbytnost pro udrzeni Zivotné dilezitych metabolickych
pochodt (Jornvall et al, 1999). Jedna se o NAD(P)H-dependentni oxidoreduktasy,
epimerasy a dehydrogenasy s nizkou sekvencni podobnosti (15-30%), obvykle se
skladajici z 250 aminokyselin (350 aminokyselin v ptripadé prodlouzenych typii)
(Matsunaga et al, 2006; Moummou et al, 2012). 1 pres svou neobvyklou
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riznorodost sdileji vSichni ¢lenové nadrodiny SDR nékolik strukturnich motivi.
Jedna se o vazebné misto pro kofaktor (TGxxxGxG), tetradu aminokyselin v aktivnim
misté (N-S-Y-K) atrojrozmérné usporadani (a/f)-soudku s centralnim f listem
tvorici typické Rossmannovo uspoiadani (Persson et al.,, 2009).

Databdaze UniProt v soucasné dobé uvadi 64 potvrzenych lidskych SDR proteinti
(UniProt, 2015), pricemZ dosud bylo dobte popsano pouze 14 zastupcli. Redukcni
aktivita vUuci xenobiotickym substratiim byla pritom dobte
popsana pouze u karbonylreduktasy 1 (CBR1), karbonylreduktasy 3 (CBR3),
11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 (118 HSD1). Prvotni informace naznacuji, Ze
na reduktivnim metabolismu xenobiotik by se dale mohli podilet enzymy
dehydrogenasa/reduktasa 2 (DHRS2), dehydrogenasa/reduktasa 3 (DHRS3)
dehydrogenasa/reduktasa 4 (DHRS4) adehydrogenasa/reduktasa 7 (DHRS7).
Uroveii poznani téchto enzymti je ale stale velmi omezena.

CBR1 (SDR21C1) je cytosolicka NADPH-dependentni reduktasa se Sirokou
substratovou specifitou. Enzym se nachazi ve vysokych koncentracich v jaterni tkani
a pokoZce, coz potvrzuje roli tohoto proteinu jako diilezitého hrace v ochrané proti
Skodlivému pulsobeni xenobiotik. Distribuce tohoto enzymu ovSem neni omezena
jen na tkané, které piichazeji do kontaktu s potencialné skodlivymi latkami vnéjsiho
prostiedi, coZ naznacuje roli tohoto proteinu i v metabolismu endogennich latek
(Wirth and Wermuth, 1992). Mezi nejvyznamnéjsi endogenni substraty patii
prostaglandiny, tetrahydrobiopterin a isatin. Z xenobiotik jsou metabolizovany
napt. NNK, doxorubicin, daunorubicin, oracin, loxoprofen, metyrapon, haloperidol
(Matsunaga et al., 2006; Malatkova et al., 2010)

CBR3 (SDR21C2) je stejné jako CBR1 cytosolickA NADPH-dependentni
reduktasa s expresi ve vajecnicich, slinivce, jatrech a ledvinach. Enzym ma mnohem
uzsi spektrum substratd a obvykle nizsi katalytickou aktivitu nezli CBR1, nicméné
hodnoty = Michaelisovy = konstanty = pro  menadion, 4-benzoylpyridin
a 4-nitrobenzaldehyd byly porovnatelné nebo dokonce niZsi. U enzymu byla rovnéz
popsana aktivita vic¢i anthracyklinlm doxorubicinu a daunorubicinu. Jedinym
doposud znamym endogennim substratem je isatin (Malatkova et al., 2010).

113-HSD1 (SDR26C1) je dosud nejlépe charakterizovany membranové vazany
karbonyl-redukujici enzym, u kterého byla popsana aktivita vii¢i xenobiotikiim.

Jedna se o NADPH-dependentni oxidoreduktasu, jejiz fyziologickou funkci je
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prereceptorova regulace ucinku kortikosteroidii (predevsim Kkortisonu) jejich
metabolickou preménou na aktivni 11-hydroxy formu (Odermatt and Nashev,
2010). Zxenobiotickych substrati byla popsdna aktivita vii¢i metyraponu,
prednisolonu, triadimedonu, oracinu, 4-nitrobenzaldehydu, NNK,
4-nitroacetofenonu, benfluronu a ketoprofenu (Maser et al., 2006).

DHRS2 (SDR25C1) je NADPH-dependentni reduktasa se subcelularni lokalizaci
v cytosolu, jadie a mitochondriich. Vysledky naznacuji, Ze tento enzym hraje roli
v regulaci bunécného cyklu a apoptdzy. Dosud u néj byla popsana aktivita viii trem
cytoxickym xenobiotiklim hexan-3,4-dionu nebo heptan-2,3-dion a 1-fenylpropan-
1,2-dionu (Gabrielli and Tofanelli, 2012).

DHRS3 (SDR16C1) je mikrosomalni NAD(P)(H)-dependentni reduktasa
s dominantni lokalizaci vsitnici a predpokladanou ucastni na metabolismu
retinoidd (Haeseleer et al, 1998). Mimo sitnici byla jeho exprese pozorovana ve
varlatech, tenkém stievé a jatrech. Z xenobiotickych substratili byla popsana aktivita
vic¢i NNK, acetohexamidu, 4-nitroacetofenonu a 1,2-difenylethan-1,2-dionu
(Lundova et al.,, 2014).

DHRS4 (SDR25C2) je peroxisomalni NADPH-dependentni reduktasa, ktera se
vyskytuje ve formé tetrameru. Na rozdil od zviiecich forem vykazuje lidsky enzym
pouze nizkou aktivitu vici retinoidiim, viici kterym jsou enzymy aktivni. Tento
enzym je nicméné vysoce aktivni v0ic¢i xenobiotickym aromatickym
a-dikarbonylovym slouceninam jako je 1,2-difenylethan-1,2-dion, ale v porovnani
se zvifecimi enzymy postradd aktivitu viaci alifatickym a-dikarbonylovym
slou¢enindm. Pouze u lidského zastupce byla popsdna schopnost redukovat
3-ketosteroidy na prislusné 3B-hydroxysteroidy, cozZ nasvédcuje o pravdépodobné
uloze enzymu v metabolismu 5(-dihydro-3-ketosteridii (Matsunaga et al., 2008;
Endo et al., 2009).

DHRS7 (SDR34C1) je mikrosomalni NAD(P)H-dependentni enzym s dosud
plné neobjasnénou fyziologickou funkci. Nékteré studie nicméné naznacuji, Ze by
tento enzym mohl mit podobné funkce jako 113-HSD1 (Keller et al, 2006). Na
urovni proteinu i mRNA je enzym exprimovan v mnoha tkanich jako jsou jatra,
srdecni sval, kosterni svalstvo, sitnice, prostata a nadledviny. Dosud byla popsana

redukeéni aktivita vici nékterym steroidim (estron, kortison, 4-androsten-3,17-
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dione), z xenobiotik pak 1,2-naftochinonu, 4-nitrobenzaldehydu, NNK a dal$im

(Stambergova et al., 2014, Stambergova et al,, 2015).

1.1.3.1. Mikrosomalni enzymy s potencidlni roli v reduk¢nim metabolismu
xenobiotik

Ackoli hraji cytosolické enzymy dilezitou roli v biotransformaci xenobiotik,
diky svému mnohdy lipofilnimu charakteru se tyto latky preferencné distribuuji
v membranach bohatych na lipidy. V membrané endoplazmatického retikula se
nachazeji dva dileZité enzymatické systémy I. faze biotransformace, cytochrom
P450 (CYP) aflavinové monooxygenasy (FMO). Predpoklada se, Ze 9 z 10 dnes
pouzivanych 1é¢iv je metabolizovano nékterou z isoforem systému CYP (Skarydova
and Wsél, 2012). S vyjimkou enzymu CYP2E1 ale tyto enzymy katalyzuji prevazné
oxidacni reakce. JelikoZ karbonylové slouceniny rovnéz spliuji poZadavek lipofility
a stim spojené pravdépodobnosti distribuce v biologickych membranach,
mikrosomalni karbonyl-redukujici enzymy by rovnéz mohly predstavovat dulezité
enzymy l. faze biotransformace. VétSina z nich ovSem byla dosud charakterizovana

pouze ve vztahu k endogennim substratiim nebo nebyla charakterizovana viibec.

11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (11-HSD)

V soucasné dobé jsou znamé 3 enzymy 11B3-HSD; 11B3-HSD1 (SDR26C1), 11p-
HSD2 (SDR9C3) a 11B-HSD3 (SDR26C2). Fyziologickou funkci isoforem 1 a 2 je
prereceptorova regulace uc¢inku kortikosteroidii a to predevsim v tkani nadledvin.
Zatimco enzym 113-HSD1 katalyzuje jak redukeni, tak dehydrogenasovou aktivitu
vlici kortisonu, enzym 113-HSD2 vykazuje pouze dehydrogenasovou aktivitu
(Odermatt and Nashev, 2010). Enzym 113-HSD3 byl charakterizovan jako NADP+-
dependentni kortisoldehydrogenasa sunikatni tkanovou expresi v mozku.
Informace o tomto jsou ovSem stdle pomérné malé a aktivita vii¢i xenobiotikiim

dosud nebyla testovana (Odermatt and Nashev, 2010; Ohno et al,, 2013).

Retinoldehydrogenasy (RDH)

Retinoldehydrogenasy jsou NAD(P)(H)-dependentni oxidoreduktasy, jejichZ
fyziologickou funkci se zda byt ucast na metabolismu retinoidi. Dosud bylo
identifikovano 11 lidskych zastupci s expresi v sitnici, jatrech, plicich, ledvinach atd.
S vyjimkou mitochondridlniho RDH13 (SDR7C3) jsou zbylé retinoldehydrogenasy
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vazany na membrany endoplazmatického retikula. V zavislosti na preferovaném
kofaktoru katalyzuji RDH enzymy oxida¢ni nebo reduk¢ni reakce, pricemz, u péti
zastupcl prevlada redukcni metabolismus. Jsou jimi RDH11 (SDR7C1), RDH12
(SDR7C2), RDH14 (SDR7C4), RDH17(DHRS3, SDR16C1) (viz 1.1.3.) a RDHS8
(SDR28C2). Mimo enzymu RDH17 ovSem u Zadného z nich dosud nebyla popsana
aktivita vli¢i xenobiotickym substratiim (Haeseleer et al., 2002; Lidén and Eriksson,

2006; Lundova et al,, 2014).

17B-hydroxysteroiddehydrogenasy (173-HSD)

Lidské 17B-HSD jsou NAD(P)(H)-dependentni oxidoreduktasy, které hraji
klicovou ulohu v metabolismu pohlavnich hormont. V souc¢asné dobé je znamych
Sest lidskych mikrosomalnich zastupci: 173-HSD2 (SDR9C2), 17-BHSD3
(SDR12C2), 17B8-HSD7 (SDR37C1), 173-HSD11 (SDR16C2), 173-HSD12 (SDR12C1)
a 17B8-HSD13 (SDR16C3). Dosud u téchto enzymi nebyl zaznamenan reduktivni
metabolismus xenobiotik, nicméné u nékterych zastupci byl popsan oxidacni

metabolismus syntetickych steroidi (Skarydova and Wsoél, 2012).

Lidské dehydrogenasy/reduktasy SDR nadrodiny

Lidské dehydrogenasy/reduktasy SDR nadrodiny (DHRS) tvori velmi
rozmanitou a malo prozkoumanou skupinu proteinti. Dosud bylo identifikovano 16
zastupcl, pricemZ dobre charakterizovana byla jen neceld polovina. Nékteré
enzymy, jako naptiklad DHRS1, dokonce nebyly charakterizovany viibec. Jak jiZ bylo
popsano vyse, prvotni studie prokazali pravdépodobnou aktivitu vii¢i xenobiotikiim
jiz u enzymt DHRS2 (Gabrielli and Tofanelli, 2012), DHRS3 (Lundova et al., 2014),
DHRS4 (Endo et al., 2009) a DHRS7 (Stambergova et al., 2014, 2015).
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1.2. Metody izolace a identifikace cilovych proteinii

Vyuziti malych bioaktivnich molekul je jiZ po tisicileti zdkladnim kamenem
lidské mediciny. Tyto latky byly béhem staleti podavany jako samostatné entity
nebo jako komplexni smési bez hlubsi znalosti o mechanismu jejich Gc¢inku. Rozvoj
organické syntézy a izolace aktivnich molekul z prirodnich zdroji postupem casu
roz$irili seznam potencialnich bioaktivnich molekul (Ziegler et al, 2013). Bez
podrobné znalosti biochemického ucinku je ale jejich vyuZiti v moderni mediciné
nemozné. K urceni biologické funkce bioaktivnich molekul se v sou¢asné dobé hojné
pouziva fenotypovy screening (Etzion and Muslin, 2009). Na rozdil od experimentt
s purifikovanymi proteiny je hlavni prednosti této metody moZnost stanoveni
biologického ucinku bioaktivnich latek na redlném modelu biologickych systémi
(napt. bunécné linie). Na druhou stranu, metoda popisuje pouze celkovy efekt
aktivni latky na biologicky systém a neidentifikuje konkrétni cilové molekuly, které
jsou zodpovédné za vlastni biologicky uc¢inek. Urceni téchto molekularnich cili je
ovSem nezbytné pro spravné pochopeni mechanismu ucinku bioaktivnich latek
(Zheng et al, 2015).

Lidsky proteom se sklada z piiblizné 30 000 proteinti (Human Proteome Map,
2015), pricemz asi 2% z nich jiZ byly identifikovany jako molekularni cile
pouZzivanych léciv. Predpoklada se ale, Ze takovych proteinti by mélo byt az 15 %
(Dixon and Stockwell, 2009). Nukleové kyseliny, sacharidy a lipidy mohou také byt
cile pro malé molekuly (napt. 1é¢iva). Hledani molekularnich cilti bioaktivnich
molekul tak lze prirovnat k hledani jehly v kupce sena (Clamp et al, 2007).
V soucasné dobé jsou za hlavni cile vétSiny pouZivanych léCiv povaZovany enzymy,
membranové transportéry, iontové kandly, nukledrni receptory a proteiny
signalnich drah (Landry and Gies, 2008). Znalost novych proteinti jako cilti malych
molekul je tak dtlezitou informaci pti navrhovani novych l1éciv. Velmi casto ovsem
dochazi i ke stanoveni tzv. vedlejsich cili. Obvykle se jedna o makromolekuly, které
mohou byt nezbytné k aktivni odpovédi organismu na lécbu nebo mohou byt
zodpovédné za nezadouci a toxické ucinky 1éCiv (Lounkine et al., 2012).

Identifikovat proteiny, které specificky interaguji s malymi molekulami lze
pomoci metod chemické proteomiky. Jedna se multidisciplinarni obor, ktery spojuje

organickou syntézu, strukturni biologii, biochemii, bunécnou biologii a hmotnostni
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spektrometrii (MS). Vsoucasné dobé existuji dva hlavni sméry chemické
proteomiky (Obr. 2) (Katayama and Oda, 2007; Rix and Superti-Furga, 2009; Miao
etal, 2012):

(D profilovani proteinli na zakladé aktivity (ABPP-activity-based protein
profiling)
(I chemickd proteomika zaloZend na afinitni chromatografii (CCCP-

compound-centric chemical proteomics)
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Obr.2:  Obecny pracovni postup chemické proteomiky zaloZené na afinitni chromatografii (CCCP) (A)
a profilovani proteinti na zdkladé aktivity (ABPP) (B). Pri ABBP dochdzi k vytvoreni
kovalentni vazby mezi aktivitni sondou a cilovymi molekulami. Takto znacené proteiny jsou
ndsledné izolovdny pomoci specifické koncové znacky. CCCP metoda kizolaci cilovych
molekul metodu inkubace s afinitnim nosicem s imobilizovanym ligandem. V obou pripadech

jsou purifikované proteiny analyzovdny pomoci MS (upraveno dle Zheng et al., 2015).
Nékteri autofi uvadéji jesté treti smér chemické proteomiky, a to globalni
proteomiku. Jedna se ovSem o metodu necilenou na specificky protein nebo skupinu
proteint a neni proto mnohymi autory azena mezi metody chemické proteomiky
(Miao et al.,, 2012). Globalni proteomika se snaZi porovnavat a kvantifikovat zmény
proteinovych profili pti systémovych proteomickych analyzach a vyhodnotit tak
celkovou bunécénou odpovéd na terapii prisluSnym lécivem. Jedna se tedy
o nespecifickou metodu, jejimz cilem je stanoveni maximalniho poctu ovlivnénych
proteint. Hlavni nevyhodou této metody je vysoka pravdépodobnost maskovani
proteinti o nizké koncentraci proteiny vyskytujicimi se ve vysokych koncentracich.
Malo zastoupené proteiny jsou ale paradoxné velmi Casto témi nejdilezitéjSimi
molekularnimi cili (Miao et al, 2012). Metoda globalni proteomiky byly pouzita
napiiklad pri studiu bunécné odpovédi na l1éCivo donepezil u pacientl trpicich
Alzheimerovou chorobou (Paul et al., 2008). Analyzou bylo zjiSténo, Ze podavanim
léciva donepezilu bylo modulovano 75 plazmatickych proteindi, coZ jen odrazi

komplexitu biologickych systém.
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1.2.1. Profilovani proteinti na zakladé aktivity (ABPP)

ABPP vyuzivd molekulovych (aktivitnich) sond (ABP-activity based probe),
které se kovalentné vazi do aktivniho mista cilovych proteint. Tyto sondy se obvykle
skladaji ze tri ¢asti: reaktivni ¢asti, spojovaciho raménka a znacky (Obr. 3). Reaktivni
cast slouzi k selektivnimu navazani sondy na aminokyselinové zbytky v aktivnim
misté metabolicky aktivniho proteinu. V pripadé neaktivnich forem proteinti (napf-.
zymogeny nebo pii obsazeni vazebného mista enzymu inhibitorem) k takové
interakci nedochazi (Saghatelian and Cravatt, 2005; Miao et al., 2012)(Saghatelian
and Cravatt, 2005). Tato ¢ast musi byt dostate¢né selektivni, aby umoziovala co
moZzna nejspecifictéjsi interakci s poZadovanym proteinem nebo skupinou proteini.
Sondy proto obvykle obsahuji elektrofilni funk¢ni skupiny (napft. estery sulfonatu,
fluorované fosfonaty, acyoxymethylketony nebo epoxidy), které reaguji
s nukleofilnimi zbytky v aktivnim misté cilového proteinu za vzniku kovalentni
vazby. Specifickou skupinu ABPP sond predstavuji fotoaktivni znacky. Ty vyuZivaji
afinitni interakce mezi reaktivni ¢asti sondy a specifickou oblasti cilového proteinu.
Vlastni vazba reaktivni €asti na cilovy protein tedy v tomto piipadé nema charakter
kovalentni vazby. K jejimu vytvoreni dochazi az aktivaci fotochemické znacky

pomoci UV (Obr. 4) (Berger et al., 2004).

koncova znaéka
reaktivni ¢ast

spojovaci raménko

Obr. 3:  Zdkladni struktura ABPP sondy, kterd obsahuje reaktivni ¢dst, zodpovédnou za navdzdni
sondy v aktivnim misté metabolicky aktivniho enzymu, spojovaci raménko, které slouzi ke
spojeni reaktivni ¢dsti a koncové znacky, kterd slouzi k zachyceni aktivitnich sond z roztoku
vzorku.
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koncova znaéka

reaktivni ¢ast

spojovaci raménko

fotochemicka znacka

Obr.4:  Struktura ABPP sondy s fotochemickou znackou. Ty vyuZivaji afinitni interakce mezi
reaktivni ¢dsti sondy a specifickou oblasti cilového proteinu. Vlastn{ interakce tedy v tomto
pripadé nemd charakter kovalentni vazby, ale k jejimu vytvoreni dochdzi aZ ptisobenim
fotochemické znacky po aktivaci UV svétlem.

a4

Spojovaci raménko slouzi ke spojeni reaktivni ¢asti a koncové znacky a zaroven
prodluZuje jejich vzajemnou vzdalenost, takZe nedochazi ke sterickému branéni
vzniku kovalentni vazby mezi reaktivni ¢asti sondy a cilovou molekulou. NejbézZnéji
pouZzivanymi raménky jsou alkylové retézce nebo polyethylenglykoly (Cravatt et al.,
2008). Koncova znacka aktivni sondy slouZi k identifikaci nebo purifikaci proteinii
s navazanymi sondami od zbylych sloZek smési. BéZné pouzivanymi znackami jsou
biotin, fluorescen¢ni molekuly nebo radioaktivni izotopy. Pomoci biotinové znacky
mohou byt znacené proteiny ze vzorku purifikovany vyuzitim avidin-biotin afinitni
chromatografie a nasledné identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.
Fluorescen¢ni a radioaktivni znacky slouzi k primé vizualizaci znacenych proteini
po predchozim rozdéleni pomoci SDS-PAGE (Berger et al, 2004; Saghatelian and
Cravatt, 2005; Cravatt et al., 2008).

ABPP je velmi U¢innda metoda pro monitorovani zmén enzymovych aktivit
zplUsobenych patologickymi procesy. Napriklad Singaravelu et al. (Singaravelu et al.,
2010) pouZil ABPP ke stanoveni enzymovych aktivit viru hepatitidy C (HCV) béhem
replikacniho cyklu. Studie odhalila 13 novych proteini hrajicich roli v replikaci viru
HCV, které by v budoucnu mohly byt vyuzity jako cilové molekuly p¥i vyvoji novych
1é¢iv.

ABPP je rovnéz efektivnim nastrojem prti odhalovani vedlejsich cili zndmych
léciv. Yang et al. (Yang et al, 2010) takto pomoci ABPP stanovil nové molekularni
cile strukturnich analogl orlistatu (tetrahydrolipstatin), coZ je bézné pouZzivané

lécivo pri lécbé obezity. Nedavné studie odhalily, Ze toto 1éCivo zaroven ucinkuje
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jako inhibitor thioesterasové domény synthasy mastnych kyselin, coZ z orlistatu Cini
potencialni 1é¢ivo v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. UZitim ABPP metody bylo nové
popsano osm novych molekularnich cili tohoto 1éc¢iva, cozZ mlze vyrazné prispét

k rozvoji novych protinadorovych 1é¢iv odvozenych od 1é¢iva orlistatu.

1.2.2. Chemicka proteomika zaloZena na afinitni chromatografii (CCCP)

Tato metoda vyuziva klasickou biochemickou metodu, afinitni chromatografii
(Cuatrecasas et al, 1968), a spojuje ji s hmotnostné spektrometrickou analyzou.
Metoda se zaklada na afinitni interakci mezi bioaktivni molekulou (ligandem)
a cilovym proteinem. Na rozdil od ABPP se zde ovSem nedochazi k vytvoreni
kovalentni vazby mezi parem protein-ligand ale pouze k nekovalentnim interakcim
(vodikové mistky, hydrofobni interakce nebo Van der Waalsovych sily) (Murray et
al, 2012). V soucCasné dobé se jedna o jednu z nejpouzivanéjSich metod chemické
proteomiky (Zheng et al,, 2015). Bioaktivni molekula je nejprve imobilizovana na
povrch inertni stacionarni faze za vzniku afinitniho nosice. Ten je nasledné
inkubovan s proteinovym extraktem (napt. bunécny lyzat), ¢imz dojde k interakci
s cilovymi proteiny. V dalSim kroku jsou odstranény proteiny, které interaguji
s vlastnim ligandem nebo s povrchem stacionarni faze nespecificky. V poslednim
kroku dojde k uvolnéni (eluci) specificky zachycenych molekul. Ty jsou obvykle
analyzovany pomoci SDS-PAGE s naslednou digesci proteinli pomoci trypsinu
a MS/MS analyzou vzniklych peptidi (Obr. 2). Na zakladé porovnani ziskanych MS
spekter s proteinovymi databazemi (napf. Uniprot) dojde kidentifikaci
molekularnich cilii imobilizované bioaktivni molekuly (Saghatelian and Cravatt,
2005). CCCP metoda byla uspésné aplikovana pri identifikaci molekularnich cili
mnohych léciv, jako jsou napt. flavopiridol (Schnier et al., 1999), roscovitin (Bach et
al, 2005), gefitinib (Brehmer et al, 2005), takrolimus (Shimizu et al, 2000),
methotrexat (Nishio et al., 2008) nebo ampicilin (von Rechenberg et al., 2005). CCCP
je rovnéZ vhodnou metodou pro studium Kkinas, které hraji dilezitou ulohu
v signalnich drahach (Inagaki et al.,, 1985; Bantscheff et al., 2007; Daub et al., 2008).
Tato technika byla rovnéz pouzita i pri identifikaci cilovych proteinti endogennich
latek jako jsou oxalat (Roop-ngam and Thongboonkerd, 2010; Roop-ngam et al.,
2012), prostaglandin J2 (Maekawa et al, 2011) nebo L-arginin (Hiramoto et al,
2010).
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1.2.2.1. Staciondrni faze pouzivané pri afinitnich chromatografiich
V afinitnich purifikacich se jako stacionarni faze (matrice) oznacuji vSechny
materialy, ke kterym je kovalentné navazana bioaktivni molekula. V souc¢asné dobé
jsou nejcastéji pouzivanymi materidly po pripravu staciondrnich fazi agarosa,
celulosa, dextran, polymethylakrylat, polyakrylamid a silikon ve formé
mikropartikuli. (Magdeldin and Moser, 1996). Zakladnimi vlastnostmi takovych

matrici jsou:

(D velky povrch pii co nejmensim objemu pouZitého materialu
(II)  pritomnost funkénich skupin nutnych k imobilizaci ligandu
(IIN)  minimalni schopnost nespecifickych interakci

(IV)  chemicka a mechanicka odolnost

Stacionarni faze miiZzeme délit na porézni a neporézni. Porézni materialy (téz
zvané jako pryskyrice nebo gely) obvykle predstavuji v priméru 50-150 um velké
mikropartikule tvorené sacharidovymi (napf. agarosa, celulosa, dextran) nebo
akrylamidovymi polymery s pory o velikosti 30 nm. Povrch téchto fazi je bohaté
substituovdn hydroxylovymi funk¢énimi skupinami, které mohou byt vyuZity
k imobilizaci ligandu. Pritomné -OH skupiny rovnéz vyrazné zvySuji hydrofilni
charakter, diky cemuz jsou tyto materidly méné nachylné k moZnym nespecifickym
interakcim. Diky své vysoké porozité se tyto stacionarni faze vyznacuji velkym
aktivnim povrchem a stim spojenou vysokou vazebnou kapacitou (Jungbauer,
2005; Prasath et al.,, 2010). Vysoka porozita téchto matriali s sebou ovSem prinasi
i jisté nevyhody, jelikoZ pirevazna ¢ast aktivniho povrchu se nachazi uvnitf partikuli.
Separované biomolekuly (napft. proteiny) tak musi vstupovat do pért partikuli, aby
zde mohli interagovat s imobilizovanym ligandem, coZ predstavuje problém
zejména pro objemnéjsi proteiny. Jejich izolace tak mtlize byt vyrazné omezena (Wu
et al., 1998; Eiselt et al, 2000). Nutnost prostupovat skrz péry stacionarnich fazi
s sebou navic prinasi riziko mechanického poskozeni separovanych proteinti (Wu et
al., 1998).

Neporézni sorbenty obvykle predstavuji mikropartikule o velikosti v radu
jednotek mikrometrd. Hlavni vyhodou téchto nosici je absence nutnosti difuze

proteini dovniti mikropartikuli, jako je tomu v piipadé poréznich materiald.
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Separace proteinli tak mohou probihat rychleji, efektivnéji a v mensich objemech
(Chen and Lee, 2001). VétSina téchto stacionarnich fazi je odvozena od silikonu,
polystyrenu nebo methylakrylatu (Li, 1997; Chen and Lee, 2001) a jejich povrch je
Casto potaZen tenkou vrstvou prirodniho nebo syntetického polymeru (Berkovsky
et al., 1993; Tanyolac¢ and Ozdural, 2000). Tato modifikace s sebou p¥inasi vyhodu
v moznosti zavedeni rozli¢nych funkcnich skupin (napt. -OH, -NHz, -COOH, -CNBr)
na povrch stacionarnich fazi, které nasledné slouZi k imobilizaci ligandu (Korecka et
al., 2005).

Specifickym druhem neporéznich materialt jsou magnetické mikropartikule.
Jedna se o v priiméru 1-4 pm velké, superparamagnetické mikropartikule tvotrené
Zelezitymi oxidy. Jejich povrch je obvykle potaZen vrstvou inertniho materialu
(napft. silikon), ktery minimalizuje nespecifické interakce a umoZiuje zavedeni
reaktivnich funkénich skupin, nutnych pro imobilizaci bioaktivnich molekul. Diky
svym malym rozmérim se magnetické mikropartikule vyznacuji velkym povrchem,
ktery umoznuje imobilizovat zna¢né mnozstvi ligandu pri pouZiti minimalniho

objemu matrice (Safafik and Safatikova, 2000).

1.2.2.2. Ligandy pro syntézu afinitniho nosice

Separa¢ni ucinnost afinitniho nosice je silné zavisla na vybéru vhodného
ligandu, jeho prostorové orientaci a dale na fyzikalné-chemickych vlastnostech
stacionarni faze. Prostorové usporadani afinitntho nosice je jednim
stacionarni faze imobilizovdna tak, aby byla umoZnéna interakce s cilovym
proteinem a zaroven nedosSlo ke ztraté jeji biologické aktivity. Vliv prostorové
orientace ligandu byl popsan naptiklad béhem imobilizace cGMP pomoci dvou
odliSnych pozic jeho purinového skeletu (Obr. 5). Vysledné afinitni nosice byly
schopné zachytit rtizné cilové proteiny (Scholten et al., 2006). Kombinaci vhodné
orientace ligandu v prostoru a modifikaci délky spojovaciho raménka tak lze
vyznamné ovlivnit spektrum specificky zachycenych proteinti stejné jako mnozstvi

nespecifickych interakci (Roop-ngam and Thongboonkerd, 2010).
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Obr. 5:  Struktura afinitnich nosicu s ligandem cGMP. Imobilizaci cGMP pomoci riiznych mist jeho
purinového skeletu doslo ke vzniku dvou afinitnich nosi¢ii s rozdilnymi afinitami viici cilovym
molekuldm (Ziegler et al., 2013).

Uspé$na afinitni purifikace vyZaduje piitomnost biospecifického ligandu,
kovalentné navazaného na povrch stacionarni faze. Jako ligandy mohou slouZit jak
nizkomolekularni latky (napf. léc¢iva, inhibitory, barviva nebo steroidy), tak
i biologické makromolekuly (napf. imunoglobuliny, DNA, RNA, peptidy nebo i celé
proteiny) (Haeckel et al., 1968; Magdeldin and Moser, 1996; Dangerfield et al., 2006;
Moser and Hage, 2010). Ligandy mohou byt zcela selektivni pro jednotlivy protein
nebo velmi malou skupinu proteint (specifické protilatky, receptory, steroidni
hormony, vitaminy, specifické inhibitory) nebo méné selektivni, které reaguji se
strukturné raznorodymi molekulami. Takovym ligandem je napriklad
stafylokokovy protein G, ktery je schopen vazat celou skupinu IgG imunoglobulini
(Zheng et al, 2015). Ligand by mél byt dale schopen tvorit s cilovymi proteiny
reverzibilni komplexy, které ale musi byt dostatecné stabilni, aby nedoslo k vymyti
cilovych proteini béhem promyvacich krokti, ale az cilenou zménou média
(Bantscheff et al., 2009).

Chemicka struktura ligandu musi obsahovat funkéni skupiny, pomoci kterych
je mozné ho imobilizovat k povrchu stacionarni faze. NejbéZnéjSimi takovymi
skupinami jsou aminy, thioly, hydroxylové skupiny a karboxylové skupiny. Je rovnéz
dilezité, aby tyto funkcni skupiny neovliviiovali schopnost ligandu interagovat
s cilovou molekulou, pokud byly do struktury ligandu pridany dodatecné z diivodu

umoznéni jeho imobilizace (Hedhammar et al,, 2006).
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Imobilizace ligandu na povrch staciondrni faze

Imobilizace ligandu obvykle probiha ve trech krocich. Stacionarni faze je
nejprve aktivovana zavedenim reaktivnich funkénich skupin, které ve druhém
kroku interaguji sfunkénimi skupinami ligandu za vzniku kovalentni vazby.
V poslednim kroku jsou nevyuzité reaktivni skupiny stacionarni faze zablokovany
vhodnou nizkomolekularni latkou, jako je napt. ethanolamin. V opa¢ném pripadé by
volné reaktivni skupiny staciondrni faze mohli reagovat s biologickymi
makromolekulami vzorku (Hermanson, 2013). V tabulce 3 jsou shrnuty nejbéznéji
pouZzivané aktivni funkcni skupiny, které slouZi k imobilizaci ligandu na povrch
aktivovanych stacionarnich fazi (Hedhammar et al., 2006).

Tab. 3:  Nejcastéji pouzivané reaktivni funkcni skupiny staciondrnich fazi slouZici k imobilizaci
ligandu (upraveno dle Hedhammar et al.,, 2006).

Reaktivni funk¢ni Struktura Funkéni Struktura vzniklého
skupina stacionarni  stacionarni faze skupina nosice
faze ligandu
i
Kyanid %O—CEN NH,-Ligand ?OCNHLigand
A T
Epoxid %O—CHZ—CH—CHZ HS—Ligand éO—CHZ—CH—CHZ-S—Ligand

o}

N-hydroxysukcinimid-
éO—CHQ-CHE-CHch—OAN NH,-Ligand O—CH,-CH,-CH, CO-NH-Ligand

karbonat
(o]

N,N‘-imidazol- g = %

O—C—N NH,-Ligand O—C—NH-Ligand
, I =N I
karbamat 6

Tosyl éo—sosz>CH3 NH,-Ligand gNH—Ligand

1.2.2.3. Spojovaci raménka

Spojovaci raménka neslouZi pouze k zavedeni reaktivnich funkcnich skupin na
povrch stacionadrnich fazi, nezbytnych kimobilizaci ligand(i, ale predevsim jako
prostredek k odstranéni moZného sterického branéni stacionarni faze, které by

mohlo vést k znemoZnéni interakce mezi ligandem a cilovou molekulou (Obr. 6).
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Stacionarni faze Spojovaci ramenko

Ligand
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Obr.6: Vliv délky spojovaciho raménka na schopnost zachytit cilové molekuly. V pripadé
nedostatecné vzddlenosti mezi ligandem a staciondrni fdze muZe dochdzet ke sterickému
brdnénf interakce s cilovou molekulou (upraveno dle Magdeldin and Moser, 1996).

Nejbéznéjsimi typy pouZivanych ramének jsou uhlovodikové Ttetézce,
polyethylenglykoly, peptidy, 6-amino-N-(5-methoxypentyl)hexanamid, divalentni
epoxidy (napf. ethylenglykoldiglycidilether) a diaminy (Jeffamine, bis-3-
aminoprolylamin, 1,6-diamonohexan (Tab. 4) (Hermanson, 2013; Ziegler et al,

2013). Hlavni nevyhodou uhlovodikovych retézcti je jejich hydrofobni povaha, ktera

muze zvySovat mnoZzstvi nespecificky interagujicich proteint s afinitnim nosicem

pomoci hydrofobnich interakci, ¢imZ dochazi ke zvySeni komplexity koncovych
elucnich frakci (Obr. 7). Nasledna detekce a identifikace pravdépodobnych cilt je
poté zkreslena pritomnosti kontaminujicich proteinti (Zheng et al, 2015). Z toho
divodu se jako raménka prvni volby pouzivaji hydrofilni retézce, a to predevsim
ethylenglykoly. Nevyhodou takovych ramének je ovSem jejich relativné kratka
délka. Z diivodu sterické nepristupnosti je tak znemoznéna interakce objemnych
protein s imobilizovanym ligandem. Ve snaze zlepSit tento nedostatek bylo
navrzeno polyprolinové rdmenko. Na rozdil od ethylenglykolu je polyprolinové
raménko pevnéjsi a delsi, takze 1épe umoziiuje interakci ligandu s objemnymi

proteiny (Ziegler et al., 2013).
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Tab. 4:  Zdkladni typy spojovacich ramének pouZivanych pri syntéze afinitnich nosicii (Hermanson,

2013; Ziegler et al.,, 2013).

Spojovaci raménka Struktura
Uhlovodikové retézce NN
HO o
Polyethylenglykoly \/TO/\/} ~""oH
n
6-amino-N-(5- \NJ\
H,N -
methoxypentyl)hexanamid ’ N
o)
divalentni epoxidy O
>
diaminy HNT > NH;

Hydrofobni spojovaci raménko

Hydrofilni spojovaci raménko
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Obr.7:  Vliv hydrofobnich vlastnosti spojovaciho raménka na priibéh afinitni separace. Prilis
hydrofobni raménka mohou vést k jejich autoagregaci a zdrovern zvysovat pravdépodobnost
nespecifickych interakci (upraveno dle Guiffant et al, 2007).

Snahy o omezeni kontaminace zplisobené nespecificky interagujicimi proteiny
s povrchem afinitnich nosic¢t vedly k vytvoreni selektivné Stépitelnych spojovacich
ramének. Stépenim dojde pouze kuvolnéni ligandu se specificky navazanymi
proteiny, zatimco molekuly nespecificky interagujici se spojovacimi raménky nebo
stacionarni fazi zlistavaji imobilizovany na povrchu nosice. Takovymi raménky jsou
napriklad diazobenzeny, acylhydrazony, estery kyseliny levulinové, peptidy nebo

fotosensibilni molekuly (Ziegler et al.,, 2013).

1.2.2.4. Provedeni afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie obvykle probiha v klasickém kolonovém usporadani

nebo metodou vsadkové chromatografie v zavislosti na pouZitém typu stacionarni
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faze a predevSim na charakteru analyzovaného vzorku. (Dunnill and Lilly, 1974).
Funkc¢nost kolonové chromatografie s nemagnetickymi poréznimi stacionarnimi
fazemi byla pri separaci biomolekul ovérena v minulosti v mnoha pripadech. Tento
pristup ovSem neni vhodny vZdy, napi. pii analyzach velmi komplexnich vzorki
(napt. bunécné lyzaty bez predchozi dpravy), dochazi k omezené prostupnosti
rozmeérnych ¢astic vzorkli sorbentem. V takovych pripadech je vhodnéjsi metoda
vsadkové chromatografie (Obr. 8) s magnetickymi neporéznimi partikulemi.
Magneticky nosi¢ s imobilizovanym ligandem je smichan se vzorkem (bunécny
lyzat, krevni plazma, mléko, mo¢, prepurifikovand proteinova frakce atd.),
obsahujicim cilové molekuly. Vznikla suspenze je inkubovana po dobu poZadovanou
k vyvazani cilovych molekul. Aplikaci magnetického pole jsou mikropartikule rychle
odstranény ze vzorku a zachycené cilové molekuly mohou byt eluovany a pouzity

v dalsich krocich (Safafik and Safatikova, 2004).

®  Magneticky afinitni nosic

* 4 Balastni proteiny

*  Cilové molekuly

Obr. 8:  Schématické zndzornéni magnetické vsddkové chromatografie (upraveno dle E&K Scientific,
2016).

Magnetické separacni techniky prinaseji oproti nemagnetickym sorbentim
nékolik vyhod. Jedna se obvykle o velmi jednoduchy proces s pouze nékolika
pracovnimi kroky. Cela purifikace se mliZe odehrat na pracovnim stole v ramci jedné
mikrozkumavky. Neni zde poZadavek na nakladné chromatografické zarizeni,

centrifugy, filtry nebo jiné pristrojové vybaveni a separace miize byt provedena
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s komplexnim biologickym vzorkem bez predchozi upravy (Schuster et al., 2000).
Diky magnetickym vlastnostem mohou byt partikule snadno odstranény z roztoku
vzorku. Magnetické separace jsou obvykle velmi Setrné k cilovym proteintim, takze
je mozné izolovat i objemné proteiny, které jsou nevhodné pro klasické kolonové
chromatografie (Hofmann et al, 2002). Na rozdil od kolonovych chromatografif
nevede magnetickd vsddkova chromatografie k zisku velkého objemu naredéného

proteinové vzorku (de Dios Alché and Dickinson, 1998).

Eluéni strategie

Ukolem elu¢niho pufru je rozruseni interakce mezi ligandem a cilovou
molekulou. Pri volbé vhodné elucni strategie musi byt bran zretel na rozdilné
mechanismy plisobeni jednotlivych elu¢nich ¢inidel (Tab. 5). Elu¢ni ¢inidla mohou
byt pouZzita samostatné nebo v kombinacich, kdy dochazi k rozruseni vice typi
vazeb soucasné. Pri pouziti komplexnich elu¢nich cCinidel se obvykle jedna

o kompromis mezi ucinnosti eluce a zachovanim biologické aktivity (Firer, 2001).
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Tab. 5:  Prehled elucnich strategii zaloZenych na zméné pH, zméné iontové sily roztoku, denaturaci,
sniZeni polarity nebo kompetici o vazebné misto.

Princip eluce Pufry

100 mM glycin-HCI, pH 2,5-3,0

100 mM kyselina citronovj, pH 3,0

100 mM glycin-NaOH, pH 10,5

150 mM hydroxid amonny, pH 10,5

50-100 mM triethylamine (TEA), pH 11,5
50-100 mM triethanolamin (TEOA), pH 11,5

Zména pH

3,5-4 M chlorid horecnaty
Iontova sila a/nebo 5 M chlorid lithny
chaotropni u¢inek 2,5 M jodid sodny, pH 7,5

0,2-3,0 M thiokyanatan sodny

2-6 M guanidin-HCI
2-8 M mocovina
1% deoxycholat
1% SDS

Denaturace

10% dioxan
Organicka rozpoustédla 50% ethylenglykol, pH 8-11,5 (zaroven i
chaotropni ucinek)

Kompetitivni eluce > 0,1 M kompetitivni ligand

Pufry o extrémnim pH pracuji na principu preruseni iontovych sil. Pfi jejich
pouziti je obvykle nezbytna nasledna neutralizace ziskanych frakci, aby se zabranilo
denaturaci eluovanych molekul (Firer, 2001; Hedhammar et al, 2006). Zmény
v iontové sile pomoci vysokych koncentraci anorganickych soli rovnéZ rozrusuji
iontové vazby. Jedna se o efektivni a nedenaturujici elucni cinidla, ktera ale mohou
zvySit hydrofobni interakce mezi afinitnim nosicem a biologickymi
makromolekulami. Chaotropni ¢inidla (naptf. KSCN) naproti tomu rozrusuji jak
iontové, tak hydrofobni interakce. (Firer, 2001; Hedhammar et al, 2006). S vodou
misitelnd organicka rozpoustédla snizuji polaritu elu¢niho ¢inidla a rozrusuji tak
hydrofobni interakce mezi ligandem a cilovou molekulou. Mezi nejcastéji pouZivana
Cinidla patfi methanol, dioxan a ethylenglykol (Firer, 2001; Hedhammar et al,
2006). Denaturacni cinidla jako je guanidin nebo mocovina rozrusuji vazby
vodikovymi mistky a patii mezi nejucinnéjsi zptisoby eluce. Jejich pouziti je ovSem
limitovano na eluci nejvice stabilnich proteindi, odstranéni ,lepivych“ proteini
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béhem regenerace chromatografickych kolon anebo v pripadé, Ze neni poZadovan
eluat se zachovalou biologickou aktivitou (Firer, 2001; Hedhammar et al,, 2006).

[ pres neustaly vyvoj metod pro identifikaci molekularnich cilt malych molekul
v uplynulych dekadach, stale neexistuje vSeobecné pouZitelny piistup, ktery by
mohl byt pouZit u vétSiny piipadd. Tento jev je zpisoben rozdilnou chemickou
povahou bioaktivnich molekul (napt. heterocykly vs. sacharidy), jejich rozdilnymi
afinitami k cilovym molekulam, druhem cilové molekuly (napi. membranovy vs.
cytosolicky protein), relativnim mnoZstvi hledané molekuly v biologickych vzorcich
a komplexitou pouZitych vzorkl (Ziegler et al, 2013). Ackoli vySe zminéné

proteomické pristupy vyuZzivaji rozdilné strategie a kazda z metod ma své prednosti

i limity (Tab. 6), vSechny mohou poskytnout dilezité informace o mechanismu

ptisobeni bioaktivnich molekul.

Tab. 6:  Porovndni metod chemické proteomiky (upraveno dle Ziegler et al, 2013).
Metoda Druh Cil Forma Pracovni postup Vyhody Nevyhody
chemické experimentu bioaktivni
proteomiky molekuly
Globalni in vitro/ Cely Nemodifikovana Nemodifikované Necilena Zkresleni
proteomika in vivo proteom molekula 1éc¢ivo reaguje analyza celého  vysledki
s endogennimi proteomu abundantnimi
cili s naslednou proteiny
proteomickou
analyzou
ABPP in vitro/ Jednotlivd  Aktivitni Reaktivni Cast Pfimé - Chemicka
in vivo skupina sondy se odhaleni modifikace
nebo kovalentné vaze  enzymovych ABP sondy
skupiny na cilovy protein  aktivit - Rozpustnost
proteint s naslednou v biologickych cilovych
izolaci pomoci systémech proteinti
koncové znacky a
proteomickou
analyzou
Cccp in vitro Jednotlivd Imobilizovana Molekula je - Metoda - Chemicka
skupina molekula na imobilizovdnana aplikovatelnd  modifikace
nebo inertnim nosi¢i ~ povrch inertntho  na vSechny molekuly
skupiny nosice, druhy pred
proteint inkubovana biologickych imobilizaci.
s biologickym materiald - Rozpustnost
vzorkem a - Mze odhalit  cilovych
zachycené posttranslacni  proteint.
proteiny jsou modifikace - Nespecifické
analyzovany. interakce.
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1.3. Oracin jako ligand pro pripravu afinitniho nosice na izolaci

lidskych karbonyl-redukujicich enzymu

Oracin (6[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5,11-dioxo-5,6-dihydro-11H-indeno
[1,2-c]isochinolin) je potencidlnim cytostatickym lé¢ivem odvozenym od
isochinolinu (Melka, 1993). Zakladnim mechanismem ucinku tohoto léciva je
interkalace do bunécné DNA, coZ ma za nasledek poruseni cteciho ramce genetické
informace a inhibici proteosyntézy. Citlivost mnohych tumort vii¢i oracinu ovSem
nespociva pouze v tomto jednom mechanismu, ale bylo popsano i nékolik dalSich
zplsobl, kterymi tlumi bunécny riist. Jedna se o inhibici topoisomerasy II, stimulaci
aerobni spotreby glukosy, tvorbu laktatu a indukci bunéc¢né apoptézy (Melka, 1993;
Wsél et al, 2004). Cytostaticky ucinek oracinu byl testovan na deseti mysSich
a potkanich nadorovych modelech pfi peroralnim a parenteralnim podani. V péti
piipadech (ascitickd forma sarkomu S37, solidni Ehrlichtiv karcinom, Gardnertv
lymfosarkom, leukemie L1210 a P388) jevil oracin pfimou cytotoxicitu k bunikam
zvitecich tumort a zaroven u zvirat prodluzoval priimérnou dobu pieziti. V piipadé
Gardnerova lymfosarkomu, vétSina zvirat nejevila Zadné zndmky nadorového
bujeni jiz po jedné peroralni davce. Na zakladé téchto vysledki byly provedeny testy
s lidskymi nadorovymi bumnkami. Oracin vyznamné sniZoval celkovou hmotu
rakovinnych bunék u ascitické formy sarkomu S37, solidniho Ehrlichova karcinomu
a HK adenokarcinomu. Nicméné Krebstiv asciticky tumor a Nemth-Kellerti lymfom
na vystaveni oracinu nereagovaly. (Ws6l et al. 2002, Wsél et al. 2004, Melka et al.
1993).

1.3.1. Biotransformace oracinu

Biotransformace oracinu byla studovana v in vitro i in vivo testech na Sesti
zvitecich modelech (mys, potkan, morce, mini-prase, pes, kralik) (Szotadkova et al.,
1996; Wsdl et al., 1996) a dale v lidské jaterni tkani (Wsol et al. 1999). Hlavni
metabolickou preménou oracinu je redukce karbonylové skupiny v poloze
11 indenoisochinolinového skeletu. Vzhledem k pritomnosti chiralniho centra mize
vznikly metabolit 11-dihydrooracin (6-[2-(2-hydroxyethyl)aminoethyl]-5-ox0-11-
hydroxy-5,6-dihydro-11H-indeno[1,2-c] isochinolin (DHO)) existovat ve dvou
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enantiomernich formach ((+)-DHO a (-)-DHO) (Wsél et al. 1999; Melka 1993) (Obr.
9).

oracin

(+)/(-)-11-dihydrooracin

Obr.9:  Hlavni metabolickd preména molekuly oracinu na (+)-DHO a (-)-DHO enantiomery (Wsél et
al, 1999a).

U vSech testovanych zvifecich modeli byla biotransformace oracinu
pozorovana jak u cytosolickych, tak mikrosomalnich subcelularnich fraci, pricemz
stereospecifita tvorby jednotlivych enantiomert zavisela na druhu (u mysi,
potkanti, mini-prasat a psli prevysuje tvorba (+)-DHO) a pohlavi zvirat (Wsél et al.

1999).

1.3.1.1. Biotransformace oracinu v lidské jaterni tkani

U c¢lovéka byla v jaterni tkani pozorovana metabolickd pfeména oracinu jak
u cytosolické, tak mikrosomalni subcelularni frakce. Z cytosolickych enzyma byla
aktivita viiCi oracinu popsana u enzymi AKR1B10 (Martin et al., 2006), AKR1C1,
AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4 (Wsol et al, 2007; Novotna et al, 2008), CBR1 a CBR3
(Pilka et al, 2009), pricemz kazdy zenzymi vykazoval konkrétni miru
stereospecifity redukce. U mikrosomalnich enzymu byla k dnesnimu dni redukéni
aktivita vii¢i oracinu popsana pouze u jediného lidského zastupce, a to 113-HSD1
(SDR26C1) (Wsdl et al. 1999). Analyzou stereospecifity jeho redukce bylo zjiSténo,
Ze tento enzym redukuje oracin na prisluSné enantiomery v poméru
26 % (+)-DHO/74 % (-)-DHO. Inkubaci oracinu s kompletnimi lidskymi jaternimi
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mikrosomy ale bylo dosaZeno jiného poméru; 40 % (+)-DHO/60 % (-)-DHO (Wsél
et al, 2003). Tento rozdil bylo moZné vysvétlit pritomnosti dalSiho ¢i dalSich
membranové vazanych mikrosomalnich enzymd, jejichz stereospecifita redukce
oracinu je posunuta ve prospéch (+)-DHO enantiomeru (Obr. 10). Takovy enzym
(enzymy) byl ¢aste¢né purifikovan Skarydovou et al. (Skarydova et al, 2009).
Caste¢né purifikovana frakce méla stereospecifitu redukce oracinu vyrazné
posunutou ve prospéch (+)-DHO (86 % (+)-DHO/14 % (-)-DHO). Doslo tak
k potvrzeni predpokladu o pritomnosti dalSich mikrosomalnich karbonyl-
redukujicich enzymi, které metabolizuji oracin. Pouzitim klasickych purifika¢nich
technik (iontové vyménna chromatografie, hydrofobné interakéni chromatografie
a SDS-elektroforéza) se ale autorim nepodarilo jednoznacné identifikovat zadny

karbonyl-redukujici enzym.

118-HSD1

(-)-DHO
76 %

(-)-DHO

60 %

Mikrosomy N ‘>

~ "

"Neznamé" enzymy

Obr. 10: Zndzornénfi stereospecifity redukce oracinu lidskymi jaternimi mikrosomy a dosud jedinym
dobre charakterizovanym mikrosomdInim enzymem 113-HSD1. Na zdkladé rozdili téchto
stereospecifit redukce byla predpovézena pritomnost dalSich mikrosomdlnich karbonyl-
redukujich enzymd, které metabolizuji oracin ve prospéch (+)-DHO enantiomeru (upraveno
dle Skarydovd et al., 2009).
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2.CiL PRACE

Cilem prace bylo vytvorit unikatni afinitni nosic s ligandem oracinem a vyuzit
ho pro izolaci a naslednou identifikaci karbonyl-redukujicich enzymi. Proces se
skladal z fady krokd, jejichZ kone¢nym cilem bylo zavedeni afinitni separace do
rozpracovaného purifikacniho protokolu lidskych membranové vazanych enzymi
redukujicich modelovy substrat oracin (Skarydova et al, 2009).

Dil¢i cile prace zahrnovaly:

e Navrh strategie imobilizace ligandu oracinu na rtzné typy stacionarnich fazi
vhodnych pro afinitni separace.

e Vytvoreni riznych typi afinitnich nosic¢t s navazanym oracinem.

e Otestovani ucinnosti separace vytvorenych afinitnich nosi¢i pomoci
vybraného karbonyl-redukujiciho enzymu.

e Vybér nejvhodnéjsiho afinitniho nosie s navazanym ligandem oracinem
a optimalizace ucinnosti separacniho postupu, selektivity a univerzalnosti
vybrané afinitniho nosice.

e Testovani vybraného afinitniho nosice s rliznymi komplexnimi biologickymi
vzorky, identifikace zachycenych proteini pomoci hmotnostni
spektrometrie.

e Zavedeni afinitniho kroku s vybranym afinitnim nosi¢em do rozpracovaného
purifikacniho protokolu neznamych lidskych mikrosomalnich karbonyl-
redukujicich enzymii podilejicich se na metabolismu oracinu.

e Charakterizace elu¢nich frakci ziskanych z afinitni separace zavedené do
purifika¢niho protokolu z hlediska aktivity a stereospecifity redukce oracinu.

¢ Identifikace proteind obsazenych v elucni frakci ziskané z afinitni separace
zavedené do purifikacniho protokolu pomoci hmotnostni spektrometrie
a vytipovani enzymu zodpovédného za redukci oracinu.

e Charakterizace rekombinantné pripraveného vytipovaného enzymu

z hlediska aktivity a stereospecifity redukce oracinu.
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3.MATERIALY A METODY

3.1. Biologicky material

3.1.1. Lidska jaterni tkan
Lidské mikrosomalni a cytosolické frakce byly pripraveny z jaterni tkané, ktera
byla ziskdna v ramci darcovského programu ve spolupraci s Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové. Vzorky tkané byly uskladnény pfti -80°C.

3.1.2. Rekombinantné pripravené enzymy

Rekombinantni formy cytosolickych enzymii AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10,
AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4, CBR1 a CBR3 byly pripraveny za pomoci
geneticky modifikovaného organismu E. coli a nasledné purifikovany pomoci
HisTrap afinitni chromatografie na p¥istroji Akta Purifier dle protokolu Skarydové
et al. (Skarydova et al., 2014) v ramci ostatnich projekti na Katedfe biochemickych
véd.

Rekombinantni formy membranovych enzymt RDH16 a DHRS1 byly
pripraveny Mgr. Hanou Stambergovou, Ph.D. jako mikrosomaln{ frakce obohacené
o cilovy protein za pomoci Sf9 hmyzich expresnich systémii podle protokolu

Stambergové et al. (Stambergova et al., 2014).

3.2. Chemikalie

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Acetonitril pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Alkylovany oracin (pripraveno na Katedre biochemickych véd)

Amersham ECL Prime Western blotting systém (GE-Healthcare, Velka Britanie)
Bis-3-aminopropylamin (BAPA) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Bromfenolova modr (Sigma-Aldrich, Némecko)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Cinidlo Bradfordové (Sigma-Aldrich, Némecko)
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Dihydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Penta, Ceska republika)
Dihydrooracin (DHO) (Vyzkumny tstav pro farmacii a biochemii, Ceska republika)
Dimethylformamid (DMF) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Merck, USA)

Ethanol 96% (Dr. Kulich Pharma, Ceska republika)

Ethylacetat (Dr. Kulich Pharma, Ceska republika)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, Ceska republika)
Glukosa-6-fosfat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich, Némecko)

Glycerol 85% (Dr. Kulich Pharma, Ceska republika)

Glycin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hexansulfonat sodny monohydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)
Hovézi sérovy albumin (BSA) (Bio-Rad, USA)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Penta, Ceska republika)
Hydroxid amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Hydroxid sodny (Penta, Ceska republika)

Chloristan sodny (Fluka, Némecko)

I[sobutanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

Jeffamine ED-600 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kit na stanoveni bilkoviny kyselinou bicinchoninovou (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina 6-aminohexanova (Ahx) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina 6-bromhexanova (Sigma-Aldrich, Némecko)

Kyselina borit4 (Lachema, Ceska republika)

Kyselina chlorista (Penta, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikova 99% (Penta, Ceska republika)

Kyselina octova 99% (Penta, Ceska republika)

Kyselina o-fosfore¢na 85% (Penta, Ceska republika)

Kyselina triflouroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Merkaptoethanol (Dr. Kulich Pharma, Ceska republika)

Methanol p.a. (Penta, Ceska republika)

Methanol pro LC/MS (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methoxid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Methylester kyseliny 6-bromhexanové (pripraveno na Katedre biochemickych véd)
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N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, Némecko)
N,N-dimethylformamid Sigma-Aldrich, Némecko)
N-hydroxysulfosukcinimid sodny (S-NHS) (Sigma-Aldrich, Némecko)
Nikotinamid dinukleotid fosfat (NADP+) (Fluka, Némecko)

Oracin (Vyzkumny tstav pro farmacii a biochemii, Ceska republika)
Persiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich, Némecko)

Precision plus protein standard, All blue (Bio-Rad, USA)

Siran amonny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

Toluen p.a. (Penta, Ceska republika)

Triethylamin (Fluka, Némecko)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Penta, Ceska republika)

Triton X-100 (Fluka, Némecko)

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

3.3. Stacionarni faze pro pripravu afinitnich nosict

Magnetické partikule: SiMAG-COOH (Chemicell, Némecko)
SiMAG-NH2 (Chemicell, Némecko)
Perl6za MG (PERLOZA s.r.o., Ceska republika)
Nemagnetické partikule: CM-Sepharosa (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.4. Pristrojové vybaveni

Akta Purifier (Amersham Biosciences, Svédsko)

Analytické vahy (Scaltex, Némecko)

Automatické pipety, Spicky (Bio-Hit, Némecko)

Centrifuga Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi (Thermo Electron Corporation, USA)
Centrifuga Mini spin plus (Eppendorf, Némecko)

Elektroforéza MiniProtean (Bio-Rad, USA)

Hmotnostniho spektrometru AB 4800 MALDI-TOF/TOF (AB Sciex, USA)
Homogenizator dle Pottera a Elvehjema (B. Braun Biotech, USA)

HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, USA)

UHPLC Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, USA)

Chromatografické kolony:
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HiTrap odsolovaci 5 ml (GE-Healthcare, Velka Britanie)
HiTrap Q-Sepharosa FF 1 ml (GE-Healthcare, Velka Britanie)
HisTrap FF 1 ml (GE-Healthcare, Velka Britanie)
ZORBAX Eclipse Plus Rapid Resolution HD Cis kolona 2,1 mm x 50 mm,
1,8 um (Agilent Technologies, USA)

OD-R Chiracel 240 mm x 4,6 mm (Daicel Chemical Industries, Japonsko)
Superdex 75 100/300 GL (Amersham Biosciences, Svédsko)
Empore™ C18-SD SPE kolonek (Supelco, USA)

Kyvacka Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

MALDI desticka (AB Sciex, USA)

Mikrostrikacka (Hamilton, USA)

Mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Mini-Protean elektroforéza (Bio-Rad, uSA)

Molecular Imager Gel Doc XR (Bio-Rad, USA)

Piredvazky (Kern, Némecko)

Rotator (Biosan, LotySsko)

Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)

Termomixér Eppendorf comfort (Eppendorf, Némecko)

Trepacka IKA MS 3 basic (IKA, Némecko)

Ultrazvukova vana UC 005 AJ1 (Tesla)

Vakuovy koncentrator Eppendorf 50 301 (Eppendorf, Némecko)

Zkumavky Amicon Ultra-4 10K (Merck, USA)

3.5. Metody

3.5.1. Modifikace struktury oracinu

Oracin (0,3 mmol) byl resuspendovan v acetonitrilu s 1,5 mmol K2C03 a KI.
Nasledné bylo ptidano 0,27 mmol methylesteru kyseliny 6-bromhexanové.
Vysledna reakéni smés byla po zahtati na 80°C michana po dobu 16 hodin (Obr. 11).
Vznikly N-alkylester oracinu byl nasledné vytrepan do chloroformu a odparen do

sucha ve vakuové odparce.
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Obr. 11: Chemickd modifikace molekuly oracinu pomoci methylesteru kyseliny 6-bromhexanoveé.

3.5.2. Priprava afinitnich nosic¢u s ligandem oracinem
Pii pripravé afinitnich nosi¢ii bylo pouZito nékolik imobilizacnich technik
v zavislosti na pouzitém druhu stacionarni faze, spojovaciho raménka a typu oracinu

(Tab. 7).

Tab. 7:  Prehled pouZitych imobilizacnich technik pri pripravé afinitnich nosici s ligandem oracinem.

5 Spoiovaci Imobilizace
Castice PoJo spojovaciho Typ oracinu Imobilizace oracinu
raménko .
raménka
Jeffamine . ,
ED-600 Reduktivni aminace Nerrz(;((i)lgllli;);/any Mannichova kondenzace
Perloza MG __(5mg)
(1 ml) Jeffamine e .
ED-600 Reduktivni aminace Mo((ilgl(l)( ovimy Aminolyza esteru
(5 mg) "8
Nemodifikovany :
- - Mannichova kondenzace
(500 pg)
SiMAG-NH: i i Modifikovany Aminolvza esteru
(1 mg) (100 ug) d
Ahx Karbodiimidova Modifikovany Aminolvza esteru
(2 mg) metoda (100 pg) y
] BAPA Karbodiimidova Nemodifikovany Mannichova kondenzace
S(l:l(\)agg (2 mg) metoda (500 pg)
BAPA Karbodiimidova Modifikovany oo
1m
(1 mg) (2 mg) metoda (100 pig) Aminolyza esteru
CM- BAPA Karbodiimidova Modifikovany -
Sepharosa Aminolyza esteru
(1 ml) (2 mg) metoda (100 pg)
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3.5.2.1. Vazba spojovacich ramének na staciondrni faze karbodiimidovou
metodou
Povrch partikuli SIMAG-COOH, SiMAG-NH2 a CM-Sepharosy byl modifikovan
karbodiimidovou metodou dle Starose et al. (Staros et al, 1986) pomoci bis-3-
aminoprolylaminu (BAPA) a kyseliny 6-aminohexanové (Ahx). 1 mg partikuli nebo
1 ml CM-Sepharosy byl resuspendovan v 50 mM MES pufru (pH 6,0) a aktivovan
pomoci 7,5 mg 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidu (EDC) a 1,25 mg
esteru N-hydroxysulfosukcinimidu (S-NHS). Nasledné byly pridany 2 mg
spojovaciho raménka BAPA vpripadé stacionarnich fazi SiMAG-COOH
a CM-Sepharosy nebo Ahx v pripadé SiMAG-NH: mikropartikuli. Vznikla rekéni
smeés reagovala po dobu 3 hodin za neustalého michani (Obr. 12). Modifikované
partikule byly poté nékolikrat promyty 50 mM MES pufrem (pH 6,0) a prevedeny do
vhodného pufru v zavislosti na pouzité imobiliza¢ni strategii oracinu.
Stacionarni faze SiMAG-COOH a CM-Sepharosa modifikované spojovacim
raménkem BAPA byly pouZity jako tzv. kontrolni mikropartikule pri stanoveni
ucinnosti imobilizace oracinu kompetitivni ninhydrinovou metodu a pfi urceni

nespecificky interagujicich proteinti s povrchem stacionarnich fazi.

AN Ao HaC OH
N NS N—CHj i
A CH, ovo
o) Il (o) J_J
(CHz1& il —(CH < N souNa
OH O-C'  CHs
HN—/ \,N/\/\N/cm
U “CH,
i
N._CH:
<O (o] SO;Na NH ST <O
(CH2)3 H —(CHaz)3
-~ NSNS NH,
Ty on H H
(0] O N 0

Xz

soNa
Obr. 12: Schématické zndzornéni vazby spojovaciho raménka BAPA na povrch partikuli SIMAG-COOH
pomoci karbodiimidové metody.
3.5.2.2. Vazba spojovaciho raménka Jeffaminu ED-600 na povrch Perlézy
MG reduktivni aminaci
Perloza MG byla modifikovana pomoci prodluzovaciho raménka Jeffamine
ED-600. 1 ml partikuli byl promyt destilovanou vodou a aktivovan 200 mM NalO4

po dobu 90 minut. Aktivovana Perl6za MG byla poté prevedena do 100 mM
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Na-fosfatového pufru (pH 7,4) a bylo pridano 5 mg Jeffaminu ED-600. Vznikla
nestabilni Schiffova baze byla po deseti minutach redukovana na stabilni
sekundarni amin pomoci 7 mg NaCNBHs3 (Obr. 13). Modifikovana Perl6za MG byla
poté promyta 100 mM Na-fosfatovym pufrem (pH 7,4) a pfevedena do vhodného

pufru v zavislosti na pouZité imobiliza¢ni strategii oracinu.

CHs CH,

Hm%kv/ﬂf“*&\r'k/kwg

CH, CHy
NalO, CHjy
—OH ——» -0 > ‘—N%C’Mﬂoﬁ\r"&% NH;
CH,

CH,
NaCNBH
: G N

Obr. 13: Priibéh vazby spojovaciho raménka Jeffamine ED-600 na povrch Perlézy MG reduktivni
aminact.

3.5.2.3. Imobilizace oracinu na povrch staciondrni faze Mannichovou
kondenzaci

Partikule obsahujici -NH2 funkéni skupinu (SiMAG-NH2, SiMAG-NH:2 + Ahx,
SiMAG-COOH + BAPA a Perléza MG + Jeffamine ED-600) byly resuspendovany
ve 100 mM MES pufru s 150 mM NaCl (pH 4,7). K partikulim bylo ptidano potrebné
mnoZstvi oracinu (100-500 pg) a 37% formaldehydu (finalni koncentrace 4,5%).
Vysledna smés se reagovala pres noc pii 37°C za neustalého michani (Obr. 14).
Nasledujici den byl vznikly afinitni nosi¢ preveden do destilované vody a pripraven

k dalSimu pouZiti.

o o
HCOH,
g3e o

O\/\NH

Obr. 14: Schéma zndzornujici imobilizaci oracinu na povrch staciondrni fdze Mannichovou
kondenzaci.
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3.5.2.4. Imobilizace oracinu na povrch staciondrni faze aminolyzou esteru
Reakce katalyzovana hydroxidem sodnym
Partikule obsahujici -NH2 funkéni skupinu (SiMAG-NH2, SiMAG-NH:z + Ahx,
SiMAG-COOH + BAPA, Perléza MG + Jeffamine ED-600 a CM-Sepharosa + BAPA) byly
resuspendovany v methanolu. Nasledné bylo pridano 100 pg alkylovaného oracinu
a potirebné mnozstvi NaOH (finalni koncentrace 100 mM) (Blackburn and Jencks,
1968). Reak¢ni smés byla zahiata na 37°C a michana pies noc. Druhy den byl vznikly

afinitni nosic preveden do destilované vody a pripraven k dalSimu pouZiti.

Reakce katalyzovand methoxidem sodnym

Partikule obsahujici -NH2 funk¢ni skupinu (SiMAG-NHz, SiMAG-NH:2 + Ahx,
SiMAG-COOH + BAPA, Perléza MG + Jeffamine ED-600 a CM-Sepharosa + BAPA) byly
resuspendovany ve smési toluenu s dimethylformamidem (DMF) v poméru 1:2. Do
reakcni smési bylo pridano 100 pg modifikovaného oracinu a 5,4 mg methoxidu
sodného (finalni koncentrace 100 mM). Smés byla zahrata na 60°C a michana po
dobu 16 hodin (Obr. 15) (Ohshima et al., 2012). Druhy den byl vznikly afinitni nosic¢

pieveden do destilované vody a pripraven k dalSimu pouZiti.

o]

Qﬁ

{

Obr. 15: Imobilizace modifikovaného oracinu na povrch staciondrni fdze aminolyzou esteru.

H

3.5.2.5. Stanoveni ucinnosti imobilizace oracinu na povrch staciondrnich
fazi

Uéinnost imobilizace oracinu byla uréena kompetitivni ninhydrinovou metodou

na zakladé kvantifikace volnych primarnich aminoskupin, pritomnych na povrchu
afinitnich nosic¢t. K 10 pl 20 mM ninhydrinu bylo pridano 80 ul destilované vody a
20 pg magnetickych partikuli. Po 30 minutové inkubaci byly partikule odebrany a
ke zbylému supernatantu bylo ptridano 150 pl 20 mM glycinu. Ziskana smés byla
zahtata na 80°C po dobu 5 minut. Vznikly Ruhemanniv purpur byl nasledné

spektrofotometricky méren pti 570 nm.
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3.5.3. Zpracovani vzorkii lidské jaterni tkané
3.5.3.1. Priprava jaternich subcelularnich frakci

Jaterni subcelularni frakce byly ptipraveny dle Skarydové et al. (Skarydova et
al, 2009). Deset gramii lidské jaterni tkdné bylo homogenizovano v trojndsobném
mnozstvi 100 mM Na-fosfatového pufru (pH 7,4). Homogenat byl podroben
centrifugaci po dobu 20 minut pti 5 000 x g. Tim byly odstranény zbytky tkané, jadra
a buné¢né membrany. Odebrany supernatant byl podroben druhé centrifugaci pti
20 000 x g na 60 minut, ¢imZ doSlo k sedimentaci mitochondrii. Supernatant po
tomto kroku byl podroben tretimu centrifugacnimu kroku pti 105 000 x g po dobu
65 minut. Timto doSlo k oddéleni mikrosomalni od cytosolické subcelularni frakce.
Pro zajisténi uplného odstranéni cytosolicky frakce byl ziskany supernatant jesté
trikrat resuspendovan v homogeniza¢nim pufru a trikrat centrifugovan pti 105 000
x g po dobu 65 minut. Po poslednim centrifuga¢nim kroku byly vysledné mikrosomy
resuspendovany v Na-fosfatovém pufru s pridavkem 20% (v/v) glycerolu, pH 7,4

a takto uloZeny v hlubokomrazicim boxu pri -80°C.

3.5.3.2. Solubilizace lidskych jaternich mikrosomii
K mikrosomalni subcelularni frakci byl pridan stejny objem solubiliza¢niho
pufru (10 mM NaH2PO4, 1 mM EDTA, 40% (v/v) glycerol, 1% (w/v) Triton X-100)
a vzorek byl michan na ledu po dobu 45 min. Poté byl vzorek centrifugovan na
38 000 rpm po dobu 1 hodiny. Vznikly supernatant (solubilizované mikrosomy) byl

odebran a podroben dal$im krokiim.

3.5.3.3. Odsoleni a ndsledna separace solubilizovanych mikrosomit pomoci
iontové vyménné chromatografie

Solubilizované mikrosomy byly za pomoci piistroje Akta Purifier odsoleny
(kolona: HiTrap Desalting 5 ml; mobilni faze: 25 mM Tris, 10% (v/v) glycerol,
1% (v/v), Triton X-100, pH 8,0; priitok: 0,5 ml/min) a nasledné rozdéleny pomoci
iontové vyménné chromatografie (HiTrap Q-Sepharosa FF 1 ml; pufr A (nanaseci):
25 mM Tris, 10% (v/v) glycerol, 1% (v/v) Triton X-100, pH 8,0; pufr B (elu¢ni): 25
mM Tris, 10% (v/v) glycerol, 1% (v/v), Triton X-100, 1 M NacCl, pH 8,0; priitok: 0,5

ml/min). Zachycené proteiny byly ziontové-vyménné kolony eluovany
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gradientovou eluci, pricemzZ bylo pouZzito stoupajici koncentrace pufru B (0-100 %).

U vSech ziskanych frakci byla stanovena reduk¢ni aktivita viici oracinu.

3.5.3.4. Predcisténi lidského jaterniho cytosolu gelovou filtraci
Jeden mililitr lidského jaterniho cytosolu (koncentrace 10 mg/ml), ziskany
béhem pripravy jaternich subcelularnich frakci, byl zredukovan na 100 pl za pouZiti
zkumavek Amicon Ultra-4 10K (10 000 rpm po dobu 10 minut pfi teploté 4°C)
arozdélen gelovou filtraci (kolona: Superdex 75 100/300 GL; mobilni faze: 60 mM
Na-fosfatovy pufr, 1.1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, 0,01% (v/v),
Triton X-100, pH 7,4; priitok: 0,5 ml/min). Frakce obsahujici prevazné proteiny

o molekulové hmotnosti 37 kDa byla podrobena afinitnimu purifikacnimu kroku.

3.5.4. Zpracovani mikrosomalnich frakci z Sf9 hmyzich bunéénych linii
s rekombinantné pripravenym enzymem
3.5.4.1. Solubilizace mikrosomadlnich frakci
Mikrosomalni frakce z Sf9 hmyzi bunéc¢né linie (3.1.1.2.), obohacena o cilovy
enzym, byla smichana se solubilizacnim pufrem (25 mM Tris, 150 mM NacCl,
20% (v/v) glycerol, 0,6% (w/v) Igepal-CA 630) v poméru 1:5 a na ledu michana po
dobu 45 minut. Vzorek byl poté centrifugovan pri 105 000 x g po dobu 1 hodiny.

3.5.4.2. Purifikace rekombinantné pripravenych proteinii
Cilové enzymy byly ze solubilizovanych mikrosomi purifikovany za pomoci
His-trap afinitni chromatografie na pristroji Akta Purifier (kolona: HisTrap FF 1 m],
pufr A (nandaseci): 25 mM Tris, 150 mM NacCl, 20% (v/v) glycerol, 1 mM Igepal
CA-630, 30 mM imidazol, pH 7,4; pufr B (elu¢ni): 25 mM Tris, 150 mM NacCl,
20% (v/v) glycerol, 1 mM Igepal CA-630, 500 mM imidazol, pH 7,4; nanaseci pritok:
0,1 ml/min, elu¢ni pritok: 0,5 ml/min). Eluce zachycenych enzymi byla provedena

100 % pufru B.

3.5.4.3. Odstranéni imidazolu z roztoku purifikovanych proteinti
Imidazol byl z roztoku purifikovaného proteinu odstranén nékolikanasobnou
centrifugaci pri 4 000 x g a 4°C za pouziti zkumavek Amicon Ultra-4 10K. Proteiny
byly takto prevedeny do pufru o sloZeni: 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 20% (v/v)
glycerol, 0,05% (w/v) Igepal CA-630, pH 8,0.

51



3. MATERIALY A METODY

3.5.5. Afinitni chromatografie

Afinitni separace s magnetickymi nosi¢i byly provedeny metodou vsadkové
chromatografie v chladici mistnosti pfi teploté 8°C a vzorky byly uchovavany na
ledu. Prvotni pokusy byly provedeny dle protokolu 3.5.5.1. Z divodu nedostate¢né
separacni ucinnosti byl postup dale modifikovan (3.5.5.2.). Analyza komplexnich
biologickych vzorkli si nasledné vyZzadala dalsi upravy separac¢niho protokolu
(3.5.5.3.).

Afinitni chromatografie s nemagnetickym nosi¢em byla provedena

v kolonovém uspofadani na pristroji Akta Purifier (3.5.5.4.).

3.5.5.1. Piivodni protokol afinitni chromatografie

Afinitni nosic¢ byl ekvilibrovan vazebnym pufrem (100 mM Na-fosfatovy pulfr,
10% (v/v) glycerol, pH 7,4) a inkubovan s roztokem karbonyl-redukujiciho enzymu
(celkové mnozstvi 17,6 pg) po dobu jedné hodiny za neustdlého michani.
Nenavazané enzymy byly odebrany a nosi¢ byl nékolikrat promyt promyvacim
pufrem (60 mM Na-fosfatovy pufr, 150 mM NacCl, 10% (v/v) glycerol, pH 7,4).
Zachycené enzymy byly nasledné uvolnény elu¢nim pufrem (45 mM NH4OH,
10% (v/v) glycerol, pH 10). Veskeré frakce byly analyzovana pomoci SDS-PAGE

(3.5.6.) a byla stanovena jejich redukéni aktivita vii¢i oracinu (3.5.10.).

3.5.5.2. Modifikovany protokol afinitni chromatografie

Afinitni nosi¢ byl promyt promyvacim pufrem (60 mM Na-fosfatovy pufr,
1.1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10% (v/v) glycerol, pH 7,4) a inkubovan s vybranym
vzorkem po dobu jedné hodiny za neustalého michani. Supernatant byl poté
odebran a afinitni nosi¢ byl nékolikrat omyt promyvacim pufrem. Zachycené
enzymy byly eluovany 200 pl elu¢niho pufru (150 mM NH4OH, 1.1 mM EDTA,
10% (v/v) glycerol, pH 11) po dobu 10 minut za michani na rotatoru. Veskeré frakce
byly analyzovana pomoci SDS-PAGE (3.5.6.) a byla stanovena jejich reduk¢ni aktivita

vlci oracinu (3.5.10.).

3.5.5.3. Afinitni chromatografie komplexnich biologickych vzorkii
PoZadované mnozstvi afinitniho nosice bylo ekvilibrovano promyvacim pufrem
(60 mM Na-fosfatovy pufr, 1.1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol,
0,01% (v/v), Triton X-100, pH 7,4) a nasledné inkubovano s BSA bloka¢nim pufrem
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(60 mM Na-fosfatovy pufr, 1.1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10% (v/v) glycerol,
1% (w/v) BSA, 0,01% (v/v) Triton X-100, pH 7,4) po dobu 30 minut. Bloka¢ni pufr
byl odstranén anosi¢ byl Kkratce opldchnut promyvacim pufrem. Dale byl
k afinitnimu nosic¢i pridan vybrany vzorek. Po hodinové inkubaci za neustalého
michani na rotatoru byla proteinova frakce odebrana a nosic¢ byl diikladné promyt
promyvacim pufrem. Proteiny majici afinitu vii¢i oracinu byly nasledné vymyty 200
ul eluéniho pufru (150 mM NH4OH, 1.1 mM EDTA, 0,1% (w/v) Triton X-100,
10% (v/v) glycerol, pH 11) po dobu 10 minut. Ziskané frakce byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE (3.5.6.) a byla stanovena jejich reduk¢ni aktivita vii¢i oracinu
(3.5.10)

Stejny protokol byl pouZit i pro identifikaci nespecificky interagujicich proteint
s povrchem stacionarni faze. Na misto afinitniho nosice s imobilizovanym oracinem

byly nicméné pouZity kontrolni partikule (3.5.2.1.).

3.5.5.4. Afinitni chromatografie na nemagnetickém nosici

Nemagneticky afinitni nosi¢, zaloZeny na stacionarni fazi CM-Sepharosa
(Tab.7), byl pouZit pro pripravu chromatografické kolony (1 ml). Pomoci
pripravené kolony byla provedena afinitni separace na p¥istroji Akta Purifier (pufr
A (nanaSeci): 60 mM Na-fosfatovy pufr, 1.1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10% (v/v)
glycerol, pH 7,4; pufr B (elu¢ni): 150 mM NH40H, 1.1 mM EDTA, 0,1% (w/v) Triton
X-100, 10% (v/v) glycerol, pH 11; nanaSeci priitok: 0,1 ml/min, elu¢ni pritok:
0,5 ml/min). Eluce zachycenych enzymi byla provedena 100 % pufru B. VSechny
ziskané frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (3.5.6.).

3.5.6. SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza

Proteinové frakce, ziskané béhem rtaznych separacnich krokd, byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE (Laemmli, 1970) na 1,0 mm Tris-glycinovych gelech
(12,5% (w/v) separacni gel a 4% (w/v) zaostrovaci gel). Vzorky byly smichany
s 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem v poméru 4:1 (250 mM Tris-HCI,
10% (w/v) SDS, 30% (w/v) glycerol, 0.02% (w/v) bromfenolova modr, 5% (w/v)
2-mercaptoethanol) a v termomixéru zahraty na 95°C po dobu 3 minut. Takto
pripravené vzorky byly naneseny na gel a rozdéleny plisobenim konstantniho

napéti (100 V pro zaostrovaci gel a 150 V pro separacni gel). ObsaZené proteiny byly
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vizualizovany pomoci koloidni Coomassie Brilliant Blue G-250 (Candiano et al,
2004) a byla provedena denzitometrickd analyza mnoZstvi obsaZenych proteinii

pomoci ptistroje Molecular Imager Gel Doc XR.

3.5.7. Western blot analyza elu¢nich frakci po afinitni chromatografii
Proteiny obsaZené v akrylamidovém gelu po rozdéleni pomoci SDS-PAGE
(3.5.6.) byly tankovou metodou pieneseny na Immobilon P PVDF membranu
pisobenim konstantniho proudu 100 mA po dobu 16 hodin. Membrana
s prenesenymi proteiny byla omyta v TBS-T pufru (20 mM Tris, 150 mM Nac(l,
0,1% (v/v) Tween 20, pH 7,6) a nasledné inkubovana s roztokem blokovaciho mléka
(5% (w/v) Blotting grade blocker v TBS-T pufru) po dobu 1,5 hodiny. Blokovaci
roztok byl poté odstranén a membrana byla inkubovana sroztokem primarni
protilatky (mysi polyklonalni anti-DHRS1 protilatka (ab70036), fedéni 1:1 000,
rozpusténa v 3% (w/v) Blotting grade blocker v TBS-T, inkubace 16 hodin). Druhy
den byla po odstranéni primarni protilatky a promyti membrany TBS-T pufrem
pridana sekundarni protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou (kralici
polyklonalni anti-mysi protilatka (Dako P 0260), fedéni 1:20 000, rozpusténa v 3%
(w/v) Bloting grade blocker v TBS-T, inkubace 1,5hodiny). Knasledné
chemiluminiscenc¢ni detekci byl pouZit Amersham ECL Prime Western blotting

systém.

3.5.8. Digesce proteinti z gelu pro hmotnostni spektrometrii

Vizualizované proteiny byly vytezany z SDS-gelu a odbarveny pusobenim
40% (v/v) acetonitrilu pti 30°C. Disulfidové miistky byly redukovany 10 mM DTT
po dobu 45 minut pti 57°C. Takto zredukované cysteinové zbytky byly alkylovany
pomoci 55 mM jodoacetamidu po dobu 20 minut pti laboratorni teploté. Gelové
kousky byly poté nékolikrat oplachnuty destilovanou vodou a dehydratovany
plisobenim acetonitrilu. Obsazené proteiny byly nasledné stépeny pomoci trypsinu
modifikovaného pro sekvenaci (finalni koncentrace 4 ng/ul) v50 mM NH4HCOs.
Stépeni probihalo pies noc pti 37°C za obéasného michani. Vzniklé peptidy byly
druhy den izolovany trojnasobnou extrakci pufry s rostouci koncentraci acetonitrilu
(0,1% (v/v) TFA v 40% (v/v) acetonitrilu, 0,1% TFA (v/v) v 60% (v/v) acetonitrilu
a 0,1% (v/v) TFA v 80% (v/v) acetonitrilu). Extrakty byly spojeny, odpareny do
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sucha na vakuové odparce, rozpustény v 0,1% TFA v 5% acetonitrilu a odsoleny

pomoci Empore™ C18-SD SPE kolonek a poté opét odpaieny do sucha.

3.5.9. Hmotnostné spektrometricka analyza Stépenych proteint

Odparek po SPE extrakci (3.5.8.) byl resuspendovan v 5 pl roztoku a-kyano-4-
hydroxyskoricové kyseliny (5 mg/ml v 50% (v/v) acetonitrilu a 0,1% (v/v) TFA).
Tato smés (0,8 pl) byla v triplikdtech nanesena na MALDI desticku. ObsaZené
peptidy byly analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru AB 4800 MALDI-
TOF/TOF. Analyza byla provedena na Ustavu molekuldrni patologie, Fakulty
vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové PharmDr. Jurajem

Lencem, Ph.D.

3.5.10. Stanoveni metabolické aktivity frakci
3.5.10.1. Inkubace frakci s oracinem

Metabolickd aktivita proteinovych frakci, ziskanych béhem raznych
purifika¢nich krokd, byla stanovena na zakladé inkubace s 5 mM roztokem oracinu
po dobu 30 nebo 60 minut pti 37°C (Skarydova et al, 2009). Reakce byla
odstartovana pridanim 10 ul 5 mM oracinu do inkubac¢ni smési (finalni sloZeni
smési: 0,5 mM oracin; NADPH-generacni systém: 0,8 mM NADP+*, 6 mM glukosa-6-
fosfat, 35 jednotek glukosa-6-fosfat dehydrogenasy, 3 mM MgClz; doplnéno 100 mM
Na-fosfatovym pufrem (pH 7,4) do celkového objemu 100 pl) a zastavena pridanim
40 pl 26% (v/v) NH4OH a zchlazenim na 0°C. Vznikly metabolit 11-dihydrooracin
(DHO) byl vytrepan do 1 ml ethylacetatu po dobu 15 minut. Ziskana organicka faze
byla prevedena do novych mikrozkumavek a odparena do sucha ve vakuové

odparce.

3.5.10.2. Podminky UHPLC analyza metabolitii oracinu
Metoda pro stanoveni metabolitu oracinu (DHO) dle Wséla et al. (Wsél et al,,
1996) byla modifikovana pro UHPLC (kolona: ZORBAX Eclipse Plus Rapid
Resolution HD Ci18 2,1 mm x 50 mm, 1,8 um; mobilni faze: 10 mM hexansulfonan
sodny a 0,04 mM triethylamine (pH 3,27) s acetonitrilem v poméru 78:22 (v/v);
pratok: 0,7 ml/min; fluorescen¢ni detekce: excitace/emise pri vinovych délkach
340/418 nm). Vzorky zinkubaci s oracinem (3.5.10.1.) byly rozpustény v 50 pul
mobilni faze a pro analyzu bylo nastrikovano 10 pl. Vysledky byly vyhodnoceny
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pomoci metody kalibra¢ni primky a interpretovany jako mnozstvi ng DHO vzniklych

béhem 30 minutové inkubace (ng DHO/30 min)

3.5.10.3. HPLC analyza enantiomerti
Chiralni analyza vzniklych enantiomerti DHO byla provedena metou dle Wséla
etal. (1999) (kolona: OD-R Chiracel kolona 4,6 mm x 250 mm; mobiln{ faze: 300 mM
chloristan amonny (pH 3.0) s acetonitrilem v poméru 69:31 (v/v); pritok:
0,5 ml/min; fluorescentni detekce: excitace/emise pii vlnovych délkach
340/418 nm). Vzorky z inkubaci s oracinem (3.5.10.1.) byly rozpustény ve 150 pl
mobilni faze a na kolonu bylo davkovano 100 pl. Vysledky byly vyhodnoceny jako

pomér procentualni pomér vzniklych enantiomerd.

3.5.11. Stanoveni koncentrace bilkoviny
Koncentrace bilkoviny ve vzorcich byla stanovena pomoci metody BCA nebo
metodou dle Bradfordové. Stanoveni probihalo v 96-jamkové mikrotitracni desticce

dle priloZzenych protokoli.
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4.VYSLEDKY A DISKUZE

Karbonyl-redukujici enzymy zastavaji v organismu radu dileZzitych funkci. Stale
ovSem predstavuji pomérné malo prozkoumanou skupinu proteinti, zejména
v oblasti membranové vazanych zastupci. Jejich bliz8i studium tak miiZe pfinést
zcela nové a zajimavé poznatky. Koncentrace karbonyl-redukujicich enzymt
v tkanich je ovSem velmi nizka a jejich izolace pomoci klasickych neselektivnich
technik (napf. iontové-vyménna chromatografie, hydrofobné interak¢ni
chromatografie nebo gelova filtrace) je tak velmi slozita a vyZaduje velké mnoZstvi
vstupniho materialu (Iwata et al,, 1990; Breyer-Pfaff and Nill, 2000; Maser et al,
2002; Korecka et al., 2005). Afinitni chromatografie je naproti tomu metodou velmi
selektivni a predstavuje proto vhodnou techniku pro izolaci takovych enzymi
(Magdeldin and Moser, 1996). Z komercné dostupnych afinitnich technik je pfi
purifikacich reduktas stale pouzivana napiiklad Red-Sepharosa, ktera vyuziva
interakce mezi imobilizovanym c¢ervenym barvivem a Sirokou Skdlou NADP+
dependentnich enzymt (Worrall, 1996). Metoda byla pouzita napiiklad pfti izolaci
cytosolickych enzyml AKR1A1 a AKR1B1 z lidské placenty (Vander Jagt et al., 1990)
nebo pfi purifikaci mikrosomalniho enzymu 113-HSD1 z lidské jaterni tkané (Maser
etal, 2002). Do soucasné doby ovSem nebyl k dispozici komercéné dostupny afinitni
nosic, ktery by umoznil selektivni izolaci karbonyl-redukujicich enzymt s aktivitou
vlci xenobiotikiim zkomplexnich biologickych vzorki, jakymi jsou napriklad
tkanové nebo bunécné homogenaty. Cilem této prace tedy bylo vytvorit afinitni
nosic, specificky pro skupinu karbonyl-redukujicich enzymd, ktery by byl schopny
izolovat tyto enzymy zkomplexnich biologickych vzorki v aktivni formé,

dostatecném mnozstvi a v pozadované Cistoté.

4.1. Strategie pripravy afinitniho nosice

Pred vlastnim zapocetim prace bylo nezbytné zvolit vhodnou strategii pripravy
afinitntho nosice. Jak jiz bylo zminéno, klicovymi faktory pro spravnou funkci
afinitnfho nosi¢e jsou vhodny ligand, spravna prostorova orientace ligandu
a fyzikalné-chemické vlastnosti spojovacich ramének a stacionarnich fazi

(Roop-ngam and Thongboonkerd, 2010; Ziegler et al., 2013; Zheng et al,, 2015).
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JelikoZ afinitni nosi¢ ke své funkci vyuzivad zakladni vlastnosti enzymi, a to
specifickou a reverzibilni tvorbu komplexu enzym-substrat/inhibitor, bylo v této
praci jako vhodny ligand vybrano potencidlni protinddorové 1é¢ivo oracin.
V minulosti totiZ bylo prokazano, Ze se na jeho redukci podili celd fada karbonyl-
redukujicich enzymi (Wsél et al., 2004, 2007; Martin et al., 2006; Novotna et al.,
2008; Skarydova et al, 2009) a viechny by tak teoreticky mohli byt izolovany
pomoci afinitniho nosic¢e stakovym ligandem. Analyzou redukce 1éc¢iva oracinu
lidskymi jaternimi mikrosomy byla dale potvrzena pritomnost dalSich ,neznamych“
enzymu, které se podileji na jeho metabolismu (Wsdl et al., 2003). JelikoZ je hlavni
metabolickou preménou oracinu v organismu redukce jeho karbonylové skupiny
v poloze 11, bylo nutné toto 1éCivo imobilizovat tak, aby byla pravé tato skupina
stericky pristupna pro interakci s aktivnim mistem enzymt. ZvySené variability
tohoto parametru bylo dosaZeno vyuzitim rGznych vazebnych mist pritomnych
v chemické strukture oracinu (Obr. 16). Oracin tak byl imobilizovan jako
nemodifikovany pomoci aromatickych kruht jeho indenoisochinolinového skeletu
nebo jako modifikovany (ptiprava viz 3.5.1.) prostrednictvim postranniho retézce

s methylesterovou funkcni skupinou.

a)R=H 0
b) R = /\/\)LO/

Obr. 16: Struktura oracinu, Sipky zndzornuji moZnd vhodnd mista kjeho imobilizaci na povrch
staciondrnich fazi pro pripravu afinitnich nosicti.

Spektrum moznych nosic¢li bylo dale rozsifeno implementaci spojovacich
ramének BAPA, Ahx a Jeffamine ED-600 liSicich se svoji délkou a hydrofobnimi
vlastnostmi. Jako stacionarni faze pro afinitni nosiCe byly pouzity magnetické
(SIMAG-NH2, SiMAG-COOH, Perloza MG) i nemagnetické (CM-Sepharosa)

mikropartikule vyznaCujici se rozdilnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
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(hydrofilita, porozita, zeta potencial), velikosti (@simac = 1 pum, @perioza Mc = 80-
100 pm, @cm-sepharosa = 45-165 pm) a funkénimi skupinami (-NHz, -COOH, -OH).

Seznam pouzitych stacionarnich fazi a spojovacich ramének je shrnut v Tabulce 8.

Tab. 8:  Prehled staciondrnich fdzi a spojovacich ramének pouZitych pri syntéze afinitnich nosicil.

Partikule Struktura Spojovaci Struktura
raménka
NN
SiMAG- o R BAPA
Si-0-Si—(CH,);~COOH PN
COOH O R HoN N NH;
N
o R

N
SiMAG-
NH:

Si-0-Si—(CHps~NH,  Ahx MO ™S
0 R 2

Perloza Jeffamine
HQNWLL/ O);(/\o%\( OJ,)\NH2
MG ED-600
CM-
Sepharosa

Kombinaci vySe zminénych mikropartikuli, spojovacich ramének a ligandu
oracinu bylo pripraveno celkem 8 afinitnich nosi¢t (Tab. 9, Tab. 10), které byly
hodnoceny z hlediska schopnosti zachytit karbonyl-redukujici enzymy v nativni,
nedenaturované formé a v dostatecném mnoZstvi. Pri jejich vyvoji tak byly
sledovany nasledujici parametry: vazebna kapacita, schopnost uvolnit zachyceny
enzym, zachovani enzymové aktivity v elu¢nich frakcich, selektivita a chemicka

stabilita.
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Tab.9:  Prehled pripravenych afinitnich nosi¢li s nemodifikovanym ligandem oracinem
imobilizovanym Mannichovou kondenzact.

Kod
. Struktura afinitniho nosice
nosice

(@]
Yo R "
—Si-0-Si—(CH,);—N O Q
ANO1 5 R
s Y N
H o]

NH
HOI

N N
o ® 0
—sli—o—sli—(CH2)3—4N/\/\
ANO2 /O /R H

ANO3
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Tab. 10: Prehled pripravenych afinitnich nosicii s modifikovanym ligandem oracinem imobilizovanym
aminolyzou esteru.

Kéd - - Ve L4
N Strukura afinitniho nosice
nosice
o A
N ~ N 0
ANO4 él) o s (CHy) H J/
—oImLmoIm bR )T N
o R \[(W\H O
s Ve o}
OH
ANO5
N ~
T K P
—Sli-O-E‘Bi—(CHz)a—/(
O R
7 7

s

oM
N o
ANO6 o\o R o H I
1 1 k/\/\/N
-$i-0-Si~(CH),~N \ﬂ/\/\/\N O
o R o H
OH

0
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4.1.1. Potvrzeni ucinnosti imobilizace oracinu na povrch stacionarnich fazi

Koncentrace imobilizovaného ligandu predstavuje velmi dllezity parametr
afinitni separace, jelikoz v pripadé jeho nedostate¢né imobilizace by byla vyrazné
sniZena kapacita pripraveného afinitni nosice. Prili§ vysoka koncentrace ligandu
miiZe na druhou stranu zvysit miru nespecifické sorpce biomolekul a to zejména
v ptripadé pouZiti hydrofobniho ligandu (Mohr, 1985). Bylo proto nutné nalézt
optimalni efektivitu imobiliza¢ni strategie.

Ligand oracin byl v priibéhu pripravy afinitnich nosici imobilizovan na povrch
stacionarnich fazi pomoci dvou hlavnich metod; Mannichovou kondenzaci (3.5.2.3.)
a aminolyzou esteru (3.5.2.4.1.). Ucinnost téchto imobilizaénich strategii byla
hodnocena na zakladé kvantitativniho stanoveni volnych primarnich aminoskupin,
pritomnych na povrchu afinitnich nosi¢i AN02 a ANO5, pomoci kompetitivni
ninhydrinové metody (3.5.2.5.) (Roop-ngam and Thongboonkerd, 2010). Jako
kontrola byly pouzity mikropartikule SiMAG-COOH modifikované spojovacim
raménkem BAPA (Obr. 17).

0,195
0,190
0,185
0,180
0,175
0,170
0,165
0,160

Absorbance (570 nm)

0,155
0,150

0,145

Slepy vzorek Kontrolni mikropartikule ~ Aminolyza esteru - Aminolyza esteru -
NaOH methoxid sodny

Obr. 17: Stanoveni ucinnosti imobilizacnich strategii oracinu (Mannichova kondenzace, aminolyza
esteru v prostiedi NaOH) pomoci kompetitivni ninhydrinové metody. Slepy vzorek
predstavuje intenzitu Ruhemannova purpuru vzniklého bez pritomnosti jakékoli staciondrni
fdze.

Metoda vyuzZiva spektrofotometrického stanoveni ubytku Ruhemannova
purpuru pri 570 nm, jehoZ intenzita je pfimo Umérna mnoZstvi dostupnych

primarnich aminoskupin (Hwang and Ederer, 1975). Volné aminoskupiny
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stacionarnich fazi, které nebyly vyuzity pro vazbu oracinu, vaZi ninhydrin a snizuji
tak jeho mnoZstvi pro naslednou reakci s glycinem, nasledkem c¢ehoZ dojde ke
sniZen{ intenzity Ruhemannova purpuru. Méné efektivni imobiliza¢ni strategie se
tak projevi velmi slabym zbarvenim, zatimco dc¢inna imobilizace oracinu vede
k vyraznéjSimu odstinu Ruhemannova purpuru. Zvysledkli je patrné, Ze obé
testované strategie vedli k ispéSné vazbé oracinu na povrch stacionarnich fazi,
jelikoz byla v obou pripadech naméfena vyssi intenzita Ruhemannova purpuru
v porovnani s kontrolnimi mikropartikulemi. Potvrzenim funk¢nosti navrhovanych
imobilizaCnich strategii bylo mozné prejit k ovéreni schopnosti pripravenych

afinitnich nosicl zachytit karbonyl-redukujici enzymy.

4.2. Ovéreni funkcénosti pripravenych afinitnich nosict

Afinitni nosice ANO1 - ANO7 byly na pocatku testovany na schopnost zachytit
rekombinantné piipraveny karbonyl-redukujici enzym AKR1C3, jehoz aktivita viici
oracinu byla popsana jiz drive (Wsél et al, 2007). VSechny frakce ziskané po
jednotlivych afinitnich chromatografiich byly analyzovany pomoci SDS-PAGE a bylo
provedeno denzitometrické stanoveni mnoZstvi proteinu v jednotlivych frakcich
(vyjadreno jako procentualni mnoZstvi proteinu). U vybranych eluc¢nich frakci byla
stanovena jejich redukcni aktivita vicéi oracinu. Tyto prvotni experimenty byly

provedeny dle ptivodniho protokolu (3.5.5.1.).

4.2.1. Afinitni nosice s oracinem imobilizovanym Mannichovou kondenzaci
Prvni pokusy byly provedeny s afinitnim nosicem ANO1, tedy s nosicem bez
spojovacich ramének a oracinem imobilizovanym Mannichovou kondenzaci.
Efektivita zachytu enzymu AKR1C3 pomoci takového nosice ¢inila pouhych 10 %
(Obr. 18 A) a také redukeni aktivita byla zachovana pouze v minimalnim mnozZstvi.
Tento nizky zachyt karbonyl-redukujictho enzymu byl pravdépodobné zptlisoben
prostorovou nepristupnosti oracinu, ktery byl ukotven pfimo na povrch
mikropartikuli. Pro spravnou funkci afinitniho nosice je diilezité, aby klicové funkcni
skupiny ligand®i, odpovédné =za vlastni interakci s makromolekulami, byly
v dostate¢né vzdalenosti od povrchu vlastniho nosi¢e. Toho lze dosahnout

modifikaci struktury ligandu nebo jeho umisténim na konec dlouhého spojovaciho
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raménka (Gala, 2002). Tento pozadavek vedl k syntéze afinitnich nosici ANO02
a ANO03, kdy byla vzdalenost mezi ligandem oracinem a stacionarni fazi prodlouZena
zavedenim spojovacich ramének BAPA (AN02) a Jeffamine ED-600 (ANO3).
Teoreticky tak byla umoZnéna snazsi interakce mezi oracinem a aktivnim mistem
enzymu AKR1C3. Vysledné nosice nasledné prokazaly zlepSené vazebné vlastnosti
pro enzym AKR1C3 oproti nosi¢i ANO1 bez spojovaciho raménka. Afinitni nosic
ANO2 vykazoval témér tiikrat vétsi schopnost zachytit karbonyl-redukujici enzym
AKR1C3 (Obr. 18 B) a v ziskanych eluc¢nich frakcich byla 1épe zachovana redukcni
aktivita vici oracinu. Afinitni nosi¢ ANO3 byl dokonce schopny zachytit témér
veSkery pridany enzym AKR1C3 (Obr. 18 C). Hydrofilni charakter Perlézy MG a jeji
jiz drive potvrzena biokompatibilita (Korecka et al., 2005) pravdépodobné umoznila
lepsi zachovani nativni struktury enzymu, vysledkem cehoz byla vétsi vytéZnost
afinitni chromatografie na tomto nosic¢i. Reduk¢ni aktivita eluc¢nich frakci byla
rovnéZ velmi dobre detekovana, i kdyZ vysledny soucet redukc¢nich aktivit
neodpovidal aktivité ptivodniho vzorku. DiilezZité ovSem bylo, Ze namérena redukcni
aktivita elucnich frakci korelovala se zachycenym mnozZstvim enzymu, odhadnutym
na zakladé elektroforézy. Enzym zachyceny timto nosicem ovSem nebylo moZné
uvolnit vjednom ¢i dvou elu¢nich krocich. Nejpravdépodobnéjsim diivodem byla
vysoka porosita stacionarni faze Perlézy MG, ktera neumoZnila rychlou zménu
elucnich podminek, nutnych k uvolnéni enzymu (de Dios Alché and Dickinson,
1998). I kdyz byl tedy afinitni nosi¢ ANO3 schopen zachytit vét$Si mnozstvi enzymu
AKR1C3 neZ tomu bylo v pripadé nosi¢i ANO1 a ANO2, nepiedvidatelné eluc¢ni
podminky a nutnost pouZiti vétSitho objemu elu¢niho pufru vedouci k natedéni
zachyceného enzymu cinili tento nosi¢ méné vhodnym pro jeho budouci vyuziti pri

izolaci lidskych enzymi o nizké koncentraci.
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Obr. 18: SDS-PAGE analyza afinitnich separaci na nosi¢ich oracinem vdzanym Mannichovou
kondenzaci. (A) Separace na nosi¢i AN01; (B) separace na nosici AN02; (C) separace na nosici
ANO03 0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem;
W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.

Na zakladé ziskanych vysledki byl pro dalsi experiment vybran nosi¢ ANO2.
Nosi¢ sice nevykazoval tak vyraznou vazebnou kapacitu jako tomu bylo v ptipadé
nosice ANO3, zachyceny enzym bylo nicméné mozné uvolnit v jednom elu¢nim
kroku a nedochazelo k jeho neZadoucimu natedéni. Vzhledem k predpokladanému

vyuziti afinitnitho nosice pfi izolaci enzyml o velmi nizké koncentraci byl tento

parametr rozhodujicim faktorem.

4.2.1.1. Stanoveni schopnosti afinitniho nosice ANO2 zachytit enzym CBR1
Vybrany afinitni nosi¢ AN0O2 byl inkubovan s karbonyl-redukujicim enzymem
CBR1 z nadrodiny SDR, u kterého byla rovnéz popsana schopnost redukovat oracin
(Pilkaetal, 2009).V pripadé jeho tispésné izolace by se jednalo o ¢astecné potvrzeni
univerzalnosti afinitntho nosice AN02 vic¢i karbonyl-redukujicim enzymim
s afinitou viic¢i oracinu, jelikoZ je enzym CBR1 strukturné odliSnym typem proteinu

oproti enzymu AKR1C3 z nadrodiny AKR.
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0oS UE w1\ wz2 | W3| E1| E2 7'E3 E47
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Obr. 19: SDS-PAGE analyza afinitni separace na nosici AN0O2 s enzymem CBR1. OS-vzorek podrobeny
afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosi¢em; W-promyvaci frakce; E-elué¢ni
frakce.

Bl

Pomoci afinitniho nosice AN02 ovSem tento enzym nebylo moZné izolovat (Obr.
19). Tento jev bylo mozné vysvétlit pravdépodobné nevhodnou prostorovou
orientaci ligandu oracinu, zpisobenou imobiliza¢ni strategii Mannichovou
kondenzaci. Nebylo tak umoZnéno interakci mezi oracinem a aktivnhim mistem
enzymu CBR1, které je strukturné odliSné oproti enzymu AKR1C3. JelikoZ pri vyuZiti
Mannichovy kondenzace mohlo dojit k navazani oracinu na povrch partikuli na
nékolika pozicich jeho indenoisochinolinového skeletu, vysledkem takové reakce
byla ndasledné heterogenni smés mikropartikuli srozdilnou schopnosti vazat
karbonyl-redukujici enzymy. Podobny efekt byl popsan Scholtenem et al. (Scholten
et al, 2006), kdy imobilizaci ligandu cGMP pomoci dvou odliSnych pozic jeho
purinového skeletu byly ziskdny afinitni nosice schopné izolovat odliSné cilové
molekuly. Z dvodu vysoké heterogenity afinitniho nosice AN02 zplisobené
imobilizaci  oracinu  Mannichovou kondenzaci a néaslednou nizkou
reprodukovatelnosti ziskanych vysledkii byla snaha o nalezeni alternativni
imobilizani strategie. Té bylo dosaZeno cilenou modifikaci postranniho retézce
oracinu N-alkylaci methylesterem kyseliny 6-bromhexanové (3.5.1.) a jeho

naslednou imobilizaci aminolyzou esteru (3.5.2.4).

4.2.2. Afinitni nosice s oracinem imobilizovanym aminolyzou oracinu
Modifikace struktury oracinu umoZnila jeho imobilizaci prostirednictvim
postranniho retézce, takze karbonylova skupina v poloze
11 indenoisochinolinového skeletu lé¢iva byla v tomto pripadé prezentovana na
povrchu nosi¢e bez mozZného sterického branéni spojovacim raménkem nebo
stacionarni fazi, jako tomu bylo v pripadé imobilizace oracinu Mannichovou
kondenzaci. Modifikaci struktury oracinu zaroven doSlo k prodlouZeni vzdalenosti
mezi vlastnim lé¢ivem a povrchem mikropartikuli. Prvnim testovanym nosiCem

s imobilizovanym modifikovanym oracinem byl ANO04. Cilend orientace oracinu
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a zlepSené prostorové usporadani afinitniho nosice AN04 prinesly mnohem lepsi
vysledky pfi zachyceni karbonyl-redukujiciho enzymu AKR1C3 v porovnani s vyse
popsanou separaci na afinitnim nosic¢i ANO1, kdy byl oracin rovnéz imobilizovan bez
vyuziti spojovaciho raménka (Obr. 20 A). JelikoZ elucni frakce E1 obsahovala 30 %
z celkového mnoZstvi enzymu, byl tento vysledek spiSe porovnatelny spiSe s afinitni
separaci na nosic¢i ANO2. V tomto piipadé ovSem nedoslo k zachovani odpovidajici
reduk¢ni aktivity u zachyceného enzymu (pouze 0,5 % z aktivity plivodniho vzorku
0S). Dlivodem této necekané nizké aktivity mohl byt té€sny kontakt mezi
jednotlivymi molekulami enzymu a povrchem magnetickych mikropartikuli i pres
pouziti modifikovaného oracinu. Ackoli je pri afinitnich chromatografiich
vzdalenost 6-10 atomi uhliku (nebo jejich ekvivalentu) mezi ligandem a povrchem
stacionarni faze povazovana za dostatecnou (Bisen and Sharma, 2012), pfi vyuziti
nizkomolekularnich latek jako ligandd je Casto nezbytné pouzit delsi spojovaci
raménka (Magdeldin and Moser, 1996). ProdlouZeni postranniho retézce oracinu o
6 atomi uhliku pomoci kyseliny 6-bromhexanové tak bylo ziejmé nedostacujici.
JelikoZ bylo jednim znaSich kritérii pri tvorbé afinitniho nosi¢e zachovani
dostatecné redukc¢ni aktivity, byl tedy tento nosi¢ shledan jako nevhodny. Ze
stejnych diivodli jako tomu bylo v ptipadé syntézy afinitniho nosice ANO2 byl i
alkylovany oracin navazan na partikule SIMAG-COOH modifikované spojovacim
raménkem BAPA (ANOS5) a partikule SiIMAG-NH:2 modifikované raménkem Ahx
(ANO06). Afinitni nosi¢ ANO5 nasledné prokazal do té doby nejlepsi schopnost
zachytit a nasledné efektivné uvolnit enzym AKR1C3 (Obr. 20 B). I kdyZ nedoslo
k tak velkému zachytu, jak tomu bylo v pripadé nosice AN03, dominantni Cast
navazaného enzymu bylo moZné eluovat v jednom elu¢nim kroku. Oproti separaci
na nosi¢ AN04 byla u takto izolovaného enzymu zaroven zachovana i vyznamnéjsi
cast jeho redukéni aktivity (7 % z aktivity plivodniho vzorku OS). Separace na
strukturné podobném afinitnim nosi¢i ANO6 ovSem neprinesla poZadované zlepSeni
(Obr. 20 C). Nosic zachytil pouze 20 % z celkového mnoZstvi enzymu AKR1C3 a jeho
reduk¢ni aktivita byla zaroven velmi snizena. Pravdépodobnym vysvétlenim byla
zvySena hydrofobicita spojovaciho raménka Ahx, v porovnani s raménkem BAPA,
nasledkem cehoz mohlo dojit k autoagregaci afinitniho nosiCe a tim i sniZeni jeho

vazebné kapacity (Guiffant et al,, 2007).
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OS|UE|W1|W2|W3|E1|E2|E3|E4|E5|

A — i
% 1000 48 |26 | 0 | 0 [30]| 3 | 0|0 | O
ng DHO/30 min 171000 ]o
0s UE|W1|W2|W3|E1 E2 | E3 | E4 | E5
% 100/ 41 |12 1 |0 |37 9 | 0] 0] o0
ng DHO/30 min 7151 0 | o | 0 |0

OS | UE | w1|w2|W3| E1| E2 | E3 | E4 | E5

% 100167 | 12| 1 | 0 [ 15| 4 | 1 0
ng DHO/30 min 2810 |0 |0 o0

|OS|UE|W1|W2|W3|E1|E2|E3|E4|E5

IR v A
% 100] 35 [21] 8 | 4

ng DHO/30 min 159 159 22 9 3

Obr. 20: SDS-PAGE analyza afinitnich separaci na nosicich oracinem vdzanym aminolyzou esteru. (A)
Separace na nosici AN04; (B) separace na nosici ANO5; (C) separace na nosici AN06; (D)
separace na nosici ANO7. 0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené
afinitnim nosicem; W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.

Perl6za MG se spojovacim raménkem Jeffaminem ED-600 byla rovnéz
modifikovana alkylovanym oracinem, nicméné ziskany afinitni nosi¢ ANO7
vykazoval porovnatelné vlastnosti s afinitnim nosicem ANO03 s oracinem
imobilizovanym Mannichovou kondenzaci (Obr. 20 D). Opét doslo ke zna¢nému
zachytu enzymu AKR1C3, ale ani v tomto ptripadé nebylo mozné enzym uspokojivé
uvolnit vjednom ¢i dvou elu¢nich krocich. Na zdkladé ziskanych vysledkl byly
afinitni nosice AN04, AN06 a ANO7 shledany jako nevyhovujici a pro dalsi pokusy
byl tedy vybran pouze afinitni nosi¢ ANO5 sloZeny z mikropartikuli SIMAG-COOH,

spojovaciho raménka BAPA a modifikovaného oracinu.

4.2.2.1. Stanoveni schopnosti afinitniho nosice ANO5 zachytit enzym CBR1
Stejné jako tomu bylo pfi testovani afinitniho nosice ANO2 byl i nosi¢ ANO5
inkubovan s karbonyl-redukujicim enzymem CBR1. Analyza ziskanych frakci
potvrdila schopnost afinitntho nosice ANO5 zachytit enzym CBR1 (Obr. 21). Bylo

tedy ziejmé, Ze na rozdil od afinitnich nosi¢li soracinem imobilizovanym
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Mannichovou kondenzaci byl nosi¢ ANO5 prostorové 1épe konfigurovan a byl proto
potencialné vhodnéjsi pro izolaci karbonyl-redukujicich enzymii naleZicich do obou

hlavnich nadrodin AKR i SDR proteinii z biologickych vzorkd.

OS|UE | W1 | W2 | W3 | E1| E2 | E3 | E4

% (100 98 | O 0 0 0 0 0 0

% | 100 75| 26 | 7 0 g 3 0 0

Obr. 21: .Z“L;.}S;-IPAGE analyza zndzorrujici schopnost afinitnich nosiciit AN02 a ANO5 zachytit enzym

Pfi porovnani vysledki afinitnich separaci enzymi AKR1C3 a CBR1 pomoci
nosi¢e ANOS je ale patrné, Ze mnoZstvi zachyceného enzymu CBR1 bylo mensi nez
tomu bylo vpripadé enzymu AKR1C3. Tento vysledek ovSem koresponduje
s hodnotami Michaelisovy konstanty (Km) uvedenych enzymi. JelikoZ ma enzym
CBR1, v porovnani s enzymem AKR1C3, 3-4 x vys$si hodnotu Km vici oracinu, ma
tudiz vii¢i tomuto substratu i nizsi afinitu (Wsol et al., 2007; Novotna et al., 2008).
Jeho slabsi zachyt tak plné odpovida predpokladu, Ze karbonyl-redukujici enzymy
budou afinitnim nosi¢em vazany na zakladeé jejich afinit vii¢i oracinu.

[ kdyZ vSechny dosud testované afinitni nosice (AN01-ANO07) prokazaly
schopnost zachytit karbonyl-redukujici enzym AKR1C3, znasledné vybranych
nosic¢ti ANO2 a ANO5 bylo moZné izolovat i jiny enzym pouze v pripadé nosice ANO5,
s imobilizovanym alkylovanym oracinem. Tento nosi¢ tak prokazal nejvétsi
potencial k tomu, aby mohl byt vyuzit jako univerzalni afinitni matrice pro izolaci
karbonyl-redukujicich enzymi s afinitou viici ligandu oracinu a byl proto vybran

pro dalsi testovani.

4.3. Ovéreni selektivity vybraného afinitniho nosice AN05

Vybrany nosi¢ ANO5 bylo potreba otestovat na jeho schopnost zachytit enzymy,
které maji afinitu vii¢i oracinu v pritomnosti proteini bez prokazané redukéni
aktivity vii¢i tomuto 1é¢ivu, jelikoZ se jednalo o kli¢ovy parametr afinitniho nosice

vzhledem k jeho potencialnimu UspéSnému zarazeni do purifikacniho protokolu
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karbonyl-redukujicich enzymu z biologickych vzorki. Afinitni nosi¢ byl proto
inkubovan s modelovym vzorkem sloZenym z enzymu AKR1C3 a dvojnasobnym
molarnim nadbytkem proteinu BSA. Jak je vidét na Obrazku 22, afinitni nosic
selektivné zachytil pouze enzym AKR1C3, zatimco protein BSA nebyl schopen
signifikantni vazby na povrch nosi¢e. Tento pokus tedy prokazal selektivitu
afinitniho nosice vii¢i karbonyl-redukujicim enzymim v pritomnosti proteinu bez

afinity vici oracinu.

OS|UE |W1|W2 | W3 | E1| E2 | E3 | E4
BSA ™
AKR1C3 [ N— o |
% 100 36 | 27 | 8 0 |34 | 7 2 0
ng DHO/30 min 703 | 0 0 0

Obr.22: SDS-PAGE zndzorhujici selektivitu afinitniho nosice ANO5 viici karbonyl-redukujicimu
enzymu AKR1C3 v pritomnosti BSA. 0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny
nezachycené afinitnim nosicem; W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.

Pfitomnost jiného proteinu ve vzorku zaroven nikterak neovlivnila vazebnou
kapacitu nosice, ktery byl schopen zachytit porovnatelné mnozstvi enzymu AKR1C3
(ptes 40 % z celkového mnoZstvi), jako tomu bylo v pripadé testovani afinitniho
nosice s Cistym enzymem (Obr. 20 B), s odpovidajici karbonyl-redukujici aktivitou

vucéi oracinu.

4.4. Modifikace separacniho protokolu

Ackoli vySe zminény afinitni nosi¢ ANO5 prokazal svou schopnost zachytit
modelové karbonyl-redukujici enzymy AKR1C3 a CBR1 i selektivitu viici enzymu
AKR1C3 v pritomnosti BSA, celkovy vytéZek afinitni separace nikdy nepresahl 50 %
z celkového mnozstvi naneseného enzymu a jeho redukeni aktivita byla vzdy
vyznamné snizena. MoZné vysvétleni se mohlo nachazet v chemické podstaté
pouzivanych magnetickych mikropartikuli SIMAG-COOH. Jelikoz je jadro téchto
mikropartikuli tvofeno magnetitem (Fe304 (FeO.Fe203)), samotné Castice tak mohly

slouzit jako potencidlni zdroj neZadoucich iontli Zeleza (Liao et al, 2007). Bylo
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prokazano, Ze Zelezité ionty jsou schopny pusobit oxida¢ni stres, ¢imz dochazi
k poskozeni proteinii a organel (Stadtman, 1990; Letelier et al., 2010). Tato teorie
byla potvrzena inkubaci kontrolnich mikropartikuli (SiMAG-COOH + BAPA)
s enzymem AKR1C3 pri absenci a pritomnosti chelatoru EDTA (Obr. 23).

(-) EDTA E(+) EDTA

100,0%
80,0%
60,0%
40,0%

20,0%

0,0%

Kontrola 15 minut 30 minut 45 minut 60 minut

Obr. 23: Vliv cheldtoru EDTA na redukcni aktivitu enzymu AKR1C3 po inkubaci s kontrolnimi
mikropartikulemi. Aktivita enzymu byla mérena v casovych intervalech 15 minut, 30 minut,
45 minut a 60 minut. Kontrola predstavuje miru redukéni aktivity enzymu AKR1C3, ktery
nebyl vystaven ptisobeni magnetickych mikropartikuli.

EDTA je rutiné pouzivanym agens, které brani oxidaci thiolovych skupin
proteint a chrani je tak pied oxida¢nim poskozenim plsobenym volnymi kovovymi
ionty (Fe, Cu, Zn, Mn) (Lépez-Rayo et al., 2011). Z Obrazku 24 je patrny protektivni
vliv chelatoru EDTA na zachovani reduk¢ni aktivity enzymu AKR1C3 vici oracinu.
Zatimco v experimentu bez pridavku EDTA byla aktivita enzymu vyznamné sniZena
uZ po 15 minutdch (méné nez 10 % z plivodni aktivity), pfidavek 1,1 mM EDTA do
inkubacni smési zabranil vyraznému poskozeni enzymu i po 60 minutové inkubaci.
Separacni protokol byl tedy modifikovin ve smyslu sloZeni vazebnych

i promyvacich pufrt nasledkem ¢ehoZ bylo nutné upravit i elu¢nich podminky (Tab.

11).
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Tab. 11: Shrnuti modifikaci vazebnych, promyvacich a elucnich podminek separacniho protokolu. Do
vSech pufrii bylo priddna 1,1 mM EDTA a sila elu¢niho ¢inidla byla zvysSena z 45 mM NH40H

na 150 mM NH40H.

Separacni Protokol Pufry

krok

Vazba Plvodni 100 mM Na-fosfatovy pufr, 10% (v/v) glycerol, pH
protokol 7,4 (1h)
Modifikovany 60 mM Na-fosfatovy pufr, 1,1 mM EDTA, 150 mM
protokol NaCl, and 10% (v/v) glycerol, pH 7,4 (1 h)

Promyvani Plvodni 60 mM Na-fosfatovy pufr, 150 mM NacCl, 10%
protokol (v/v) glycerol, pH 7,4
Modifikovany 60 mM Na-fosfatovy pufr, 1,1 mM EDTA, 150 mM
protokol NaCl, 10% (v/v) glycerol, pH 7,4

Eluce Plivodni 45 mM NH40H, 10% (v/v) glycerol, pH 10 (1 min)
protokol

Modifikovany 150 mM NH4O0H, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v)
protokol glycerol, pH 11 (10 min)

4.4.1. Modifikace vazebnych a elu¢nich podminek

Chelator EDTA prokazal protektivni vliv na zachovani redukéni aktivity enzymu
AKR1C3 vici oracinu a bylo proto nutné testovat také jeho vliv na pribéh celé
afinitni chromatografie. Pfidavek 1,1 mM EDTA do pouzivanych pufrii nasledné
vyznamné zvysil zachycené mnoZstvi enzymu AKR1C3 (Obr. 24 B). MnoZstvi
enzymu v povazebné frakci UE pokleslo na pouhych 7 % (oproti 41 % ze separace
bez pridavku 1,1 mM EDTA (Obr. 24 A)) a celkové mnozZstvi zachyceného enzymu se
zvysilo ze 46 % na 81 %. Chelatace kovovych iontli, uvoliujicich se zjadra
magnetickych mikropartikuli, pravdépodobné ochranila enzym pied poSkozenim
jeho nativni struktury a ten mohl nasledné interagovat s imobilizovanym ligandem.
Zachyceny enzym nicméné nebylo mozZné efektivné eluovat vjednom kroku
a dochazelo tak kjeho nezadoucimu naredéni. Sila elu¢niho ¢inidla byla proto
zvySena ze 45 mM NH4OH na 150 mM NH4OH. Ani tato modifikace ovSem neprinesla

zlepSeni v podobé efektivnéjStho uvolnéni zachycenych enzymi. Toho bylo
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dosaZeno azZ prodlouzenim elu¢ni doby z 1 na 10 minut (Obr. 24 C). Z obrazku je
patrné, Ze pridavkem 1,1 mM EDTA do pouzivanych pufri a prodlouZenim doby
plisobeni elu¢niho ¢inidla byl znacné zvySen vytéZek proteinu AKR1C3 v elu¢ni
frakci E1. MnoZstvi takto uvolnéného enzymu se z ptivodnich 37 % zvysilo aZ na
79 % z celkového mnoZstvi naneseného proteinu. Reduk¢ni aktivita vii¢i oracinu
byla navic u takto eluovaného enzymu pétkrat vétsi (37 % z aktivity ptivodniho
vzorku OS) nez tomu bylo v pripadé pouziti plivodniho protokolu (7 % z aktivity
ptivodniho vzorku 0S). Jelikoz ale elu¢ni frakce E1 obsahovala 79 % z celkového
mnozstvi proteinu, zachovani pouhych 37 % z reduk¢ni aktivity ptivodniho vzorku
OS znamenalo, Ze aktivita eluovaného enzymu byla sniZena na polovi¢ni hodnotu.
Z toho diivodu byla snaha o vytvoreni nové elu¢ni strategie, ktera by umoznila
efektivni eluci zachycenych enzyml a zaroveinn umoznila lepsi zachovani jejich

redukeni aktivity (4.4.2.).

|os |UE w1 |w2|w3| E1| E2 | E3 | E4 | E5 |
A -— -~
| % (100 41 [ 12| 2 [ o |37 9 | 0|0 ]| 0]
B - & -

| % (100l 7 [ 4| 2o |45]|21|10]5 | 0]
c j -y -

% 100l 3 JoJo]o[7]w]1]o0o] o]

Obr. 24: SDS-PAGE analyza afinitnich separci provedenych za rozdilnych vazebnych a elucnich
podminek. (A) Separace provedend dle piivodniho protokolu. (B) Separace s 1,1 mM EDTA
a 150 mM NH4OH. (C) Separace s 1,1 mM EDTA a prodlouZenou eluci z 1 na 10 minut pomoci
150 mM NH4OH. OS-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim
nosicem; W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.
4.4.2. Uprava eluéni strategie
Nalezeni optimalni elu¢ni strategie, ktera by umoznila efektivni ale zaroven
Setrné uvolnéni zachycené proteinu je mnohdy velmi slozité, jelikoZ podminky
nutné k rozruSeni interakce mezi proteinem a imobilizovanym ligandem mohou

snadno narusit jeho strukturni stabilitu (Blumlein and McManus, 2013). Z toho

diivodu byly testovany nejbéznéji pouzivané nedenaturujici elu¢ni strategie:
(D eluce ligandem oracinem
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(I zména iontové sily
(IlI)  zména pH

(IV)  kombinace zminénych pristupii

Eluce ligandem nebo latkou soutéZici o vazebné misto na povrchu afinitniho
nosic¢e predstavuje Setrnou metodu elu¢ni strategie, jejiZ hlavni prednosti jsou
nedenaturujici podminky, specifita interakce se zachycenymi molekulami a moZnost
vyuziti pri studiu protein-protein interakci (Firer, 2001; Hedhammar et al., 2006).
Metoda je hojné vyuZzivana napriklad pri purifikacich rekombinantné pripravenych
proteinli pomoci afinitni chromatografie s imobilizovanymi kovovymi ionty (IMAC)
(Block et al.,, 2009) nebo pfi afinitnich chromatografiich s imobilizovanymi barvivy
(napt. Red-Sepharosa (Maser et al, 2002), Blue-Sepharosa (Easterday and
Easterday, 1974), Green-Sepharosa (Catimel et al, 1996)). Eluce ligandem se ale
v tomto pripadé ukazala jako neproveditelna z divodu malé rozpustnosti oracinu
(max. 8 mM v H20; prakticky nerozpustny v pufrech). Nebylo tak moZné dosahnout
dostate¢né koncentrace ligandu, ktera by efektivné uvolnila navazany enzym.

Eluce pomoci zmény iontové sily roztoku (1M NaCl, 3M MgClz), jako tomu bylo
napiiklad v praci Pearse et al. (Pearse, 1988), sice byla uc¢innéjsi ve smyslu uvolnéni
navazaného enzymu neZ eluce oracinem, ziskané frakce ovSem nebylo moZné
uspésné analyzovat pomoci SDS-PAGE. Vysoka koncentrace soli ve vzorcich totiz
znemoznuje kvalitni rozdéleni proteinti podle molekulové hmotnosti a ¢ini tak tuto
elucni strategii nevhodnou pro predpokladané vyuziti afinitniho nosice v izolaci
karbonyl-redukujicich enzymt z komplexnich vzorki (See et al, 1985). Nezbytné
odsoleni vzorkid by nasledné mohlo zptisobit ztratu hledanych proteint, zejména
membranové vazanych zastupcl. ZvySe zminénych divodi se jako
nejperspektivnéjsi zdala byt eluce na zakladé zmény pH. Ackoli se v principu
nejedna o striktné denaturujici metodu, nékteré proteiny mohou byt vyraznou
zménou pH poSkozeny (Blumlein and McManus, 2013). Pro zmirnéni tohoto jevu je
mnohdy nutné eluovat purifikovany protein do roztoku neutralizatniho pufru

(Firer, 2001). Celkem bylo testovano 7 elu¢nich ¢inidel o rizném pH (Tab. 12).
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Tab. 12: Prehled elucnich pufrii testovanych z hlediska schopnosti zachovdni aktivity enzymu AKR1C3
po 10 minutové inkubaci.

Elu¢ni pufr pH
100 mM glycin-HCI, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 3,0
100 mM Kkyselina citronova, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) 3,0
glycerol

100 mM glycin-NaOH, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 10,0
100 mM HEPES, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 10,0
100 mM triethylamin, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 11,5
100 mM triethanolamin, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 11,5
150 mM NH4O0H, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol 11,0

Vliv téchto pufri na redukéni aktivitu vii¢i oracinu byl ovéfen 10 minutovou
inkubaci s enzymem AKR1C3 a naslednou analyzou vzniklych metabolitt (Obr. 25).
Oba kyselé pufry vyznamné snizili redukcni aktivitu enzymu AKR1C3 viici oracinu.
Bazické pufry se naproti tomu jevily jako znacné SetrnéjSi. Dva znich
(100 mM triethanolamin (TEAO) a 100 mM glycin-NaOH) dokonce zachovavaly vice
nez 90 % redukéni aktivity viici oracinu v porovnani s kontrolnim vzorkem (enzym
AKR1C3 inkubovany v Na-fosfatovém pufru, pH 7,4) a byly proto vybrany pro dalsi

experimenty.
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Obr. 25: Redukcni aktivita enzymu AKR1C3 viici oracinu po 10 minutové inkubaci s testovanymi
kyselymi a zdsaditymi elucnimi pufry. Kontrolni vzorek predstavuje aktivitu enzymu
v prostredi Na-fosfatového pufru, pH 7,4.

Vybrané pufry (100 mM triethanolamin a 100 mM glycin-NaOH) byly testovany
jako elucni ¢inidla pti afinitni chromatografii enzymu AKR1C3. Ac¢koli byly oba pufry
schopné efektivné uvolnit zachyceny enzym, ani u jednoho se nepotvrdil predpoklad
SetrnéjSich elu¢nich podminek. V pripadé bazického glycinového pufru doslo
k naméreni podobnych hodnot, jako tomu bylo v ptipadé eluce pomoci 150 mM
NH40H, pH 11 (4.4.1.). Reduk¢ni aktivita eluovaného enzymu byla v tomto pripadé
rovnéZ sniZena na polovi¢ni hodnotu oproti predpoklddanému vytéZzku. PouZitim
triethanolaminového pufru dokonce dosSlo kuplné ztraté redukcni aktivity
eluovaného enzymu. Pricina tohoto jevu zlstala nevysvétlena a mohla by byt
predmétem dalSich studii.

JelikoZ experimenty s vySe zminénymi elu¢nimi ¢inidly neptinesly poZadované
zlepSeni, dalsi modifikace byly provedeny s ptivodnim 150 mM NH4OH, pH 11. Pro
zvySeni stability eluovanych proteinii byl do pufru ptidan 0,5mM dithiotreitol (DTT)
nebo 25 % (v/v) ethylenglykol, jelikoZ se jednd o béZné pouzivana cCinidla
zabranujici agregaci proteini pfi purifikacich (Bondos and Bicknell, 2003; Dougan
etal,2011). Na posileni elu¢ni ti€innosti byl testovan thiokyanatan draselny (Fuchs
etal., 2001). VSechny testované kombinace takto pripravenych elu¢nich ¢inidel jsou

shrnuty v Tabulce 13.
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Tab. 13: Modifikace sloZeni elu¢niho pufru (150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol, pH
11) ve snaze o zlepseni efektivity eluce a zvyseni stability eluovanych proteinti.

150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT

150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 100 mM KSCN
150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 200 mM KSCN
150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 500 mM KSCN
150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 100 mM KSCN

150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 200 mM KSCN

150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 500 mM KSCN

150 mM NH40H, 1,1 mM EDTA, 25% (v/v) ethylenglykol

o m m g o W e

Zadny ztestovanych pristupii neptinesl zlep$eni v porovnani s ptivodnim
elutnim pufrem (150 mM NH4OH, 1,1 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol, pH 11).
Redukeni aktivita elu¢nich frakci viic¢i oracinu byla ve vSech pripadech znacné
sniZena a pridavek KSCN navic rovnéz ovliviioval naslednou SDS-PAGE analyzu
ziskanych frakci. Z téchto diivodl byl pro dalsi experimenty zvolen pivodni pufr
s hydroxidem amonnym o vysokém pH, s kterym bylo dosazeno nejleps$ich vysledki

ze vSech testovanych moZnosti.

4.5. Test univerzalnosti afinitniho nosice ANO5 se znamymi
cytosolickymi enzymy

Potvrzenim schopnosti afinitniho nosice zachytit a nasledné uvolnit enzymy
AKR1C3 (4.2.2.) a CBR1 (4.2.2.1.) byl ucinén pouze prvni krok pfi vytvoreni
univerzalni afinitni matrice pro karbonyl-redukujici enzymy s afinitou vii¢i oracinu.
Dal$im parametrem, ktery bylo nutné potvrdit, byla jeho schopnost interakce se Sirsi
Skalou karbonyl-redukujicich enzymi s rozdilnymi hodnotami Km viici oracinu.
Afinitni nosic¢ byl proto za pouZiti modifikovaného separacniho protokolu testovan
s deviti karbonyl-redukujicimi enzymy znadrodin aldo-ketoreduktas (AKR1A1l,
AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3, AKR1C4) a dehydrogenas/reduktas
s kratkym tetézcem (CBR1, CBR3). S vyjimkou enzymi AKR1A1 a AKR1B1 byla
uvsSech zminénych reduktas popsdna schopnost metabolizovat oracin na

11-dihydrooracin (Martin et al., 2006; Wsél et al., 2007; Novotna et al., 2008; Pilka
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et al, 2009) ajejich Uspésna izolace tak byla o¢ekavana. Afinitni separace se vzorky
vSech zminénych enzymi potvrdily nase predpoklady. Enzymy bez afinity vici
oracinu (AKR1A1 a AKR1B1) nebyly schopné interagovat s imobilizovanym
ligandem a nebyly proto detekovany v elu¢nich frakcich. Enzymy s prokazanou
afinitou vii¢i oracinu byly Uspésné zachyceny a nasledné eluovany v aktivnim stavu
(Obr. 26). Velmi patrna zde byla spojitost mezi afinitou vii¢i oracinu (hodnoty Km
jednotlivych enzymi) a vytéZnosti afinitnich separaci. Enzymy s nejniZsimi
hodnotami Km (AKR1C1-4; Km = 90-160 uM) (Wsdl et al., 2007; Novotna et al,
2008) byly efektivné zachyceny a nasledné eluovany v nejvétSim mnozstvi
(69 - 79% zcelkového mnoZstvi naneseného enzymu). Enzymy s vySSimi
hodnotami Km vii¢i oracinu (CBR3 = 200 uM, AKR1B10 = 290 uM, CBR1 > 300 uM)
(Martin et al, 2006; Pilka et al., 2009) byly zachyceny v mensi miie (65 %, 43 %
a 8 %). Experimenty tak potvrdily, Ze nami pripraveny afinitni nosi¢ byl schopen

interagovat s enzymy, které maji afinitu vii¢i ligandu oracinu.

[os|uE [ wi|w2]ws|[E1]|E2][E3|E4]|E5] os|uE[wr|w2[w3]| E1[E2[E3 | E4 | E5 |
AKRTAT ek B AKR1B1 |
[ % [1o0]86[ 5 JoJoJoJoJoJo]ol] | % 10l 7525 o JoJoJoJo]o]o]
|ng DHO/B0 min| ol ofolo] o] [ngoHomomin [oJofolo]o]
[os|ue|wi|w2|w3| E1| E2 [ E3 | E4 [ E5 | [os]uUE[wi1|w2][w3] E1] E2 [ E3 [ E4 | ES5 |
AKR1B10 w8 — AKR1CT ‘el -
% 100331 Jof[a][r]1[ofo] | % 100 0] 3] oJoJro[17]o]o]o
ng DHO/60 min 1.5/ 0 | oo ] o] [ngDHOMOmMIn 13435/ 0 |0 o
[os|ue | wi|wz|[ws]| E1| E2 | E3 | E4 | E5 | [os|uE[wi|wz2]w3s] E1] E2 [ E3 [ E4 ] ES5 |
AKR1C2 |l — AKR1C3 e —
% 10l 6 [3[oJofes]17] 8]0 o] % 1o o [oJoJo[m[w[o]o]o
ng DHO/60 min 98 | 1,71 09| 0 0 | ng DHO/30 min 3220 0 0 0 0
|os|uE | wi|wz|ws|E1]|E2|E3|E4]|E5] [os|ue|wr|wz|ws|E1|E2][E3|E4]|E5
AKRICH Wl — CBR1 | W \
% 100 15] o JoJo 72138 ]o]o % 100l o] o JoJo]s|oJo]o]o
ng DHO/60 min 317 | 45| 0 0 0 ng DHO/30 min 110 | 0 0 0 0
[osJue[wi[w2[ws[E1[E2[E3 [ E4 [ E5 |
CBR3 ik | P,
% 100l 5 Jo[oJo[es]2o]8]o]o
ng DHO/60 min 2]ofofo]o

Obr.26: SDS-PAGE analyza afinitnich separaci na nosici ANO5 s Cistymi karbonyl-redukujicimi
enzymy AKR1A1, AKR1B1, AKR1B10, AKR1C1, AKR1C2, AKR1C2, AKR1C3, AKR1(C4, CBR1
a CBR3. 0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem;
W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.
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4.6. Nemagneticky afinitni nosi¢ ANO8

Magnetické vsadkové separacni techniky s sebou prinaseji fadu vyhod jako je
nezavislost na pristrojovém vybaveni nebo moZnost prace skomplexnimi
biologickymi vzorky bez predchoziho predcisténi (Schuster et al, 2000). Nevyhoda
tohoto pristupu ovSem spociva v jeho obtizné automatizaci, diky ¢emuZz byl nami
vytvoreny separacni protokol méné vhodny pro jeho pripadné vyuZiti jako
standardniho purifika¢niho postupu v ostatnich védeckych laboratorich. Ackoli jsou
v soucasné dobé dostupné i automatické magnetické separatory, netvori na rozdil
od kapalinovych chromatografii béznou soucast védeckych laboratori. Z toho
dlivodu byla snaha o vytvoreni afinitniho nosice, ktery by mohl slouzit k vytvoreni
standardni chromatografické kolony. Pti jeho syntéze se vychazelo ze struktury
afinitntho nosi¢e ANO5, ktery jiZz prokazal svou univerzalnost vici karbonyl-
redukujicim enzymim. Na misto mikropartikuli SiMAG-COOH byla ale jako
staciondrni faze pouzita CM-Sepharosa. Prvni pokusy o piipravu takového
nemagnetické nosice ovSem skoncily nezdarem, jelikoZ se imobilizacni strategie
oracinu pomoci aminolyzy esteru v prostifedi NaOH ukazala jako nedostatecné
efektivni. Vysledny nosi¢ byl nasledné schopen zachytit pouze minimalni mnozstvi
karbonyl-redukujiciho enzymu AKR1C3, ktery byl eluovan ve frakci A12 (Obr. 27).
Zbytek proteinu proSel afinitni kolonou bez interakce a byl detekovan v
promyvacich frakcich A1-A5. Imobilizaci oracinu proto bylo nutné modifikovat, aby

doslo ke zvyseni vazebné kapacity pripravovaného nosice.

| A1[A2[A3 [ A4] A5] A6 | A7 | A8 | A9 |A10|A11[A12[A13 [ A14[A15[A16 | A17 ]| A18 | A19 | A20 |

Obr.27: SDS-PAGE analyza afinitni separace na nemagnetickém afinitnim nosici ANO8 s oracinem
imobilizovanym aminolyzou esteru v prostiedi NaOH.
4.6.1. Modifikace imobilizac¢ni strategie oracinu
Ve snaze o zvySeni kapacity afinitniho nosice byla testovana imobilizace oracinu
aminolyzou esteru s methoxidem sodnym jako katalyzatorem (Ohshima et al,
2012). Uéinnost této imobilizaéni strategie byla ovéfena stejné jako v ptipadé
mikropartikuli SiIMAG kompetitivni ninhydrinovou metodou (Obr. 28). Touto novou

strategii bylo mozné navazat vétSi mnoZstvi oracinu nez v pripadé reakce
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v prostiedi NaOH. Tento modifikovany protokol byl proto pouZit pii syntéze

afinitniho nosic¢e ANOS8.

Absorbance (570 n

Slepy vzorek Kontrolni Aminolyza esteru - Aminolyza esteru -
mikropartikule NaOH methoxid sodny

Obr. 28: Stanoveni tcinnosti imobilizacnich strategii oracinu (aminolyza esteru v prostiedi NaOH a
aminolyza esteru katalyzovand methoxidem sodnym) pomoci kompetitivni ninhydrinové
metody. Slepy vzorek predstavuje intenzitu Ruhemannova purpuru vzniklého bez pritomnosti
jakékoli staciondrni fdze.

4.6.2. Afinitni chromatografie

Nemagneticky nosi¢ ANO08, pripraveny modifikovanou metodu aminolyzy
esteru, byl rovnéZ testovan na schopnost zachytit karbonyl-redukujici enzym

AKR1C3 (Obr. 29). Nosi¢ byl schopen zachytit mnohondsobné vétsi mnozstvi

enzymu AKR1C3, nez tomu bylo v ptripadé nosice pripraveného aminolyzou esteru

v prostiedi NaOH. Ackoli byla kapacita nové pripraveného nosic¢e dostacujici, aby

zachytil témér veSkery naneseny enzym (enzym detekovan pouze v promyvaci

frakci A2), z dtivodu velkého objemu afinitni matrice dochazelo béhem eluce k jeho
naredéni (detekce v elu¢nich frakcich A14-A18) (de Dios Alché and Dickinson,

1998), stejné jako tomu bylo v pripadé afinitnich nosi¢ii ANO3 a ANO7. Ani tento

nosi¢ proto nebyl zcela vhodnym pro jeho planované vyuZiti pri purifikaci

neznamych karbonyl-redukujicich enzymt z malych mnozstvi tkafiovych vzorki,
jelikoZ se tyto enzymy ptirozené vyskytuji jen v nizkych koncentracich (Rosemond
and Walsh, 2004). Vytvoreni afinitni matrice ve formé chromatografické kolony

s sebou ovSem prineslo potencialni vyhodu v podobé automatizace separacniho

protokolu a moznosti programovani pribéhu afinitni separace, coz je v pripadé

metody vsadkové chromatografie prinejmensim sloZité. Zapojeni do priitokového
chromatografického zarizeni dale prinasi moznost izolovat karbonyl-redukujici

enzymy s afinitou vii¢i oracinu z objemnych vzork. Afinitni nosi¢ AN08 by tak mohl
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nalézt uplatnéni napiiklad pri rozsahlejSich analyzach exprese karbonyl-

redukujicich enzymi na Grovni proteinti z rozlicnych tkani.

A1 | A2 | A3 | A4 ] A5 [ A6 [ A7 [ A8 | A9 [A10|A11]A12] A13| A14]A15[A16 | A17|A18 | A19] A20

E A

Obr. 29: SDS-PAGE analyza afinitni separace na nemagnetickém afinitnim nosici ANO8 s oracinem
imobilizovanym aminolyzou esteru katalyzovanou methoxidem sodnym.

4.7. Afinitni chromatografie modelového biologického vzorku

s nosicem ANO5

Karbonyl-redukujici enzymy se ve tkanich nachazeji vétSinou ve velmi malém
mnozstvi (Rosemond and Walsh, 2004) a jejich izolace je proto obvykle velmi
obtiZna. Schopnost zachytit takové enzymy z redlnych biologickych vzorkii tedy byla
stéZejnim parametrem vyvinutého afinitnitho nosi¢ce AN05. Dosud byl proveden
pouze zakladni test se dvéma proteiny (AKR1C3 v pritomnosti BSA, kapitola 4.3.),
ktery alespon Caste¢né prokazal selektivitu nosice. Tento experiment nicméné
nevypovidal o schopnosti nosi¢e zachytit karbonyl-redukujici enzymy ztak
komplikované smési jakym je biologicky vzorek. Jako vhodny model byl pro takovy
experiment byl vybran supernatant z geneticky modifikovaného organismu E. coli
exprimujici rekombinantni protein AKR1C3. Vzorek byl dostate¢né komplexni
a cilovy enzym byl pritomen ve vétSich mnozstvich, nez jaké se oc¢ekavaji v lidskych
tkanich. Na rozdil od lidské jaterni tkané se rovnéZz jednalo o dobie dostupny typ
biologického materidlu. V pripadé dspésné izolace enzymu AKR1C3 by se jednalo
o jednoznacné potvrzeni funkcnosti nami pripraveného afinitniho nosice. Prvni
pokusy ovSem odhalily potiZe spojené s nespecifickymi interakcemi (Obr. 30). Ty
byly pravdépodobné zptlisobeny velkym nespecifickym povrchem magnetickych
mikropartikuli a naslednou sorpci proteini na jejich povrch (Saghatelian and
Cravatt, 2005; Miao et al., 2012). Separacni protokol tedy musel byt modifikovan

z divodu snizeni téchto nespecifickych interakeci.
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Obr. 30: SDS-PAGE analyza afinitni chromatografie supernatantu z geneticky modifikované E. coli.
0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem;
W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.

4.7.1. Modifikace protokolu afinitni chromatografie pro komplexni vzorky

K omezeni nespecifickych interakci mezi proteiny a stacionarnimi fazemi se
bézné vyuziva nékolik pristupii, které mohou byt aplikovany samostatné nebo

v kombinaci (Ward and Swiatek, 2009; Liu and Guo, 2014). Nespecificky povrch

stacionarni faze mtze byt blokovan pomoci rtiznych latek jako je napiiklad BSA

(Stadtman, 1990), kasein (Arkin et al, 2012) nebo ethanolamin (Duellman and

Burgess, 2009). Komezeni adhezivnich vlastnosti lepivych proteinii, béznych

zejména u membranovych zastupcli, se obvykle pouziva pridavku malych

koncentraci detergentti (Arkin et al., 2012) a promyvaci faze separacniho protokolu
byva vyrazné prodlouzena (Labrou, 2003; Ward and Swiatek, 2009; Liu and Guo,

2014). Vnasem experimentu byl testovan efekt 1% (w/v) BSA jako blokac¢niho

Cinidla nespecifického povrchu magnetickych mikropartikuli. Do promyvaciho

pufru byl dale pfidan 0,01% (v/v) Triton X-100 z divodu potlateni moZnych

protein-protein interakci (Arkin et al, 2012) a promyvaci faze afinitni
chromatografie byla prodlouZena ze tii na sedm krokt. Zarazenim vyse zminénych

modifikaci doslo k vyraznému sniZeni nespecificky zachycenych proteina (Obr. 31).

Témér veskeré proteiny byly navic efektivné eluovany jiz v prvni elu¢ni frakci E1.
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Obr. 31: SDS-PAGE analyza afinitni separace supernatantu geneticky modifikované E. coli. 0S-vzorek
podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem; W-promyvaci
frakce; E-elucni frakce.

Molekulova hmotnost enzymu AKR1C3 i ostatnich karbonyl redukujicich
enzymi ¢ini ~ 37 kDa. Proteinovy prouZek z této oblasti (1) byl proto vyriznut
z SDS-polyakrylamidového gelu, Stépen pomoci trypsinu a obsaZené proteiny byly
nasledné analyzovany pomoci MS. Hlavnim identifikovanym proteinem zde byl
enzym AKR1C3, ¢imZz doslo k potvrzeni schopnosti afinitniho nosice zachytit
karbonyl-redukujici enzym s afinitou vici oracinu zkomplexnich biologickych
vzorkl. Dale zde byl identifikovan vnéjsi membranovy protein (ompf) z geneticky
modifikovaného organismu E. coli, ktery tomuto organismu slouzi jako
transmembranovy transportér malych molekul jako jsou napf. antibiotika
(Ziervogel and Roux, 2013). Nebylo tedy vylouceno, Ze protinadorové 1écivo by
mohlo byt molekuldrnim cilem tohoto proteinu. Pravdépodobnéji se ale jednalo
o nespecifickou interakci s povrchem nosice. Velu¢ni frakci E1 byly dale
identifikovany dalsi dva proteiny z geneticky modifikovaného organismu E. coli:
elongacni faktory Tul a Tu2 (EF-Tul, EF-Tu2) (proteinové prouzky 2 a 3) (Tab. 14).
[ tyto proteiny mohly predstavovat molekularni cile oracinu. Bylo nicméné popsano,
ze geneticky modifikované organismy E. coli mohou béhem exprese poZadovaného
proteinu syntetizovat ve vétsi mite i proteiny nutné k jeho transkripci a translaci,
mezi néz patii i elongacni faktory Tu (Miroux and Walker, 1996). Bylo tedy
pravdépodobné, Ze se nejednalo o molekularni cile oracinu, ale Ze jejich izolace byla

zpusobena jejich znacnym mnoZstvim v testovaném supernatantu.
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Tab. 14: Proteiny identifikované pomoci MS v prislusnych proteinovych prouZcich po afinitni
chromatografii supernatantu z geneticky modifikované E. coli.

Proteinovy prouzek Identifikované proteiny
AKR1C3

1 (~ 37 kDa)
ompF

2,3 (~43 kDa) EF-Tul, EF-Tu2

4.7.2. Stanoveni nespecifickych interakci s povrchem afinitniho nosice

Pri afinitnich chromatografiich je obvykle nutné identifikovat proteiny, které
nespecificky interaguji s povrchem stacionarni faze a odlisit je tak od skutecnych
molekularnich cilti imobilizovaného ligandu (Zheng et al, 2015). Odpovéd na
otazku, zda proteiny geneticky modifikovaného organismu E. coli ompf, EF-Tul
a EF-Tu2 predstavuji molekularni cile oracinu nebo zda se jednd pouze
o nespecificky interagujici proteiny s povrchem afinitniho nosice, bylo teoreticky
moZzné najit nékolika zplisoby. K testovanému vzorku mohl byt pired vlastni separaci
pridan volny ligand, ktery by soutéZil o vazebné misto proteinl s imobilizovanym
ligandem. Proteiny majici afinitu viici ligandu by nasledné nebyly identifikovany
veluénich frakcich (Zheng et al, 2015). Vzhledem kvyse zminéné nizké
rozpustnosti oracinu ovSem tento pristup nemohl byt uplatnén. Dal$i metodou je
priprava nosice se strukturnim analogem pouzivaného ligandu bez biologické
aktivity (Sato et al., 2010). Ani tato varianta ovSem nebyla v nasem piipadé moZna
z dlivodu absence strukturniho analogu protinddorového 1éciva oracinu bez
biologické aktivity. K odhaleni nespecifickych interakci tak byla pouZita treti
strategie, spocivajici vinkubaci vzorku s nosi¢em bez imobilizovaného ligandu.
Podobny pristup byl popsan Roop-ngamem et al. (2012) pri identifikaci
nespecifickych interakci afinitniho nosic¢e s imobilizovanym oxaldtem. Porovnani
elucnich frakci ze separace na afinitnim nosi¢i simobilizovanym oracinem
a separace s mikropartikulemi bez imobilizovaného oracinu (Obr. 32) jasné
prokazalo, Ze elongacni faktory Tul a Tu2 s velikosti okolo 45 kDa reagovaly
s povrchem afinitniho nosi¢e nespecificky. MS analyza proteinového prouzku z
oblasti 37 kDa, po separaci na mikropartikulich bez imobilizovaného oracinu,

prokazala pritomnost pouze vnéjSiho membranového proteinu ompf z E. coli (Tab.
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15). Tyto vysledky zcela jednoznacné potvrzuji, Ze vnéjsi membranovy protein ompf
i elongacni faktory reaguji s povrchem afinitniho nosi¢e nespecificky, zatimco

karbonyl-redukujici enzym AKR1C3 byl zachycen diky specifické interakci

S oracinem.
E1| E2 | E3 | E4 E1 | E2 | E3 | E4

100 kDa -
75 kDa ™= -
50 kDa * - R =3

&a =
37 kDa _— —1
25kDa * -
20 kDa .-

- oracin + oracin

Obr.32: SDS-PAGE gel zndzornujici rozdily v interakcich proteinii snosicem bez (-) a s (+)
imobilizovanym oracinem. 0S-vzorek podrobeny afinitni separaci; UE-proteiny nezachycené
afinitnim nosi¢em; W-promyvaci frakce; E-elucni frakce.

Tab. 15: MS analyza proteinii obsaZenych v elucnich frakci E1 zndzornujici rozdily v interakcich
proteinti s magnetickymi partikulemi s (+) a bez (-) imobilizovaného oracinu.

Identifikované proteiny

Proteinovy
prouZzek + oracin - oracin
AKR1C3
1 (~ 37 kDa) ompF
ompF
2,3 (~43 kDa) EF-Tul, EF-TuZ2 EF-Tul, EF-TuZ2

4.8. Izolace karbonyl-redukujicich enzymii z lidského jaterniho

cytosolu

Uspésna izolace enzymu AKR1C3 z homogenatu geneticky modifikovaného
organismu E. coli potvrdila moZnost zapojeni afinitniho nosice ANO5 do
purifikacnich protokolti karbonyl-redukujicich enzymia zlidskych tkanovych
homogenati. Ve vzorku z E. coli bylo cilového enzymu relativné velké mnozstvi

a bylo tedy treba jeSté prokazat efektivitu afinitniho nosice ANO5 na jiném vzorku,
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kde by byl cilovy enzym v takovém mnozstvi, které by odpovidalo skute¢né situaci
ve tkanich. Pro tento Ucel byla zvolena lidska jaterni cytosolicka frakce, ktera by
méla obsahovat nékolik karbonyl-redukujicich enzymi (napt. CBR1, CBR3,
AKR1C1-C4 (Martin et al., 2006; Wsol et al., 2007; Novotna et al., 2008; Pilka et al.,
2009)), u kterych byla schopnost interagovat s afinitnim nosicem AN0O5 potvrzena
jiz diive (4.5.)

[ kdyZ je pouziti afinitni separace jako jediného purifika¢niho kroku mozné,
upiednostiiovanym zpiisobem je zatrazeni alespon jednoho piedcistovaciho kroku,
jelikoz tkanové homogenaty obsahuji mnoho balastnich proteind, které by mohly
nespecificky interagovat s afinitnim nosi¢em a komplikovat tak identifikaci
skutecnych molekularnich cilii oracinu (Ziegler et al, 2013). Podobny pristup
pouZili ve své praci i Breyer-Pfaff & Nill (Breyer-Pfaff and Nill, 2000). Jejich
purifikacni protokol cytosolickych karbonyl-redukujicich enzymi vyuzival gelovou
filtraci (GF) jako prvni purifika¢ni krok, pred vlastnim vyuZitim komercné
dostupnych iontové-vyménnych a afinitnich technik (Red-Sepharosa). Nami
vytvoreny purifikacni protokol karbonyl-redukujicich enzymi z lidského jaterniho
cytosolu byl proto sloZen ze dvou purifika¢nich kroki; gelova filtrace a afinitni

chromatografie.

4.8.1. Gelova filtrace

Gelova filtrace je Siroce pouzivanou technikou, kterd umoZnuje separaci
proteint na zakladé jejich velikosti. Hlavni prednosti metody je moZnost provadét
separaci za podminek specidlné navrZzenych pro dany protein (nebo skupinu
protein) tak, aby byla zachovana jeho maximalni stabilita a aktivita bez rizika
ovlivnéni kvality separace (Hagel, 2001). Na druhou stranu ma tato metoda
relativné nizkou rozliSovaci schopnost (molekulova hmotnost proteinti se musi lisit
alespoii 0 10 %) a kapacitu (O’Fagain et al.,, 2011). Rozdélenim lidského jaterniho
cytosolu proto byla ziskana série frakci, které obsahovaly urcitou oblast
proteinového spektra (Obr. 33). Prevazna Cast proteinti o pozadované velikosti
~37 kDa (obvykla velikost karbonyl-redukujicich enzymii) se nachazela ve frakci

A10. Tato frakce bylo proto vybrana pro afinitni purifika¢ni krok.
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75 kDa
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1 T11TH

37 kDa
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Obr. 33: SDS-PAGE analyza proteinovych frakci ziskanych po gelové filtraci lidského jaterniho
cytosolu. PoZadované spektrum proteinil o molekulové hmotnosti ~37 kDa se nachdzelo ve
frakci A10.

4.8.2. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografii frakce A10 po gelové filtraci byla ziskana sada frakci,
které byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 34). Podobné jako v predchozim
experimentu s geneticky modifikovanym organismem E. coli i zde bylo ziskano
nékolik vyraznych proteinovych prouzki. Ackoli je hlavni metabolickou preménou

oracinu jeho redukce v poloze 11 indenoisochinolinového skeletu (Melka, 1993;

Szotakova et al., 1996), bylo pravdépodobné, Ze tyto proteinové prouzky nebudou

odpovidat pouze karbonyl-redukujicim enzymiim, ale i jinym molekularnim nebo

vedlejSim cilim oracinu (Margarucci et al, 2010; Lounkine et al, 2012). K urceni
nespecificky interagujicich proteinti by mohli byt pouzity jiz diive zminéné pristupy

(Satoetal.,, 2010; Roop-ngam et al., 2012). JelikoZ ale cilem tohoto experimentu bylo

potvrzeni schopnosti afinitniho nosice zachytit cytosolické karbonyl-redukujici

enzymy, u nichZ byla specifita interakce potvrzena, identifikace veskerych

nespecificky interagujicich proteinti nebyla provedena.

lcyT| GF |UE [ w1 | w2 | w3 w4 | w5 |we | E1|E2|E3|E4|

100 kDa ws
75 kDa = P
— -
50 kDa . PR
= .
a7 ool a =
25 kDa W "
20 kDa - .

Obr.34  SDS-PAGE analyza afinitni chromatografie lidské jaterni cytosolické frakce A11 po gelové
filtraci. CYT-lidsky jaterni cytosol; GF-vybrany vzorek A10 po gelové permeacni
chromatografii; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem; W-promyvaci frakce; E-eluéni
frakce.
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VySe zminéné tri hlavni proteinové prouzky (Obr. 34) byly analyzovany pomoci
MS (Tab. 16). Proteinovy prouzek 1 byl identifikovan jako smés karbonyl-
redukujicich enzymt CBR1, AKR1C2, AKR1C4, AKR1D1 (mimo enzym AKR1D1 byla
u téchto enzymi afinita vici ligandu oracinu prokadzana; kapitola 4.5.) a dvou
hydrolas (DDAH-1, esterhydrolasa C11orf54). Interakce téchto hydrolas s lé¢ivem
oracinem dosud nebyla popsana a mohla by byt predmétem dalstho zkoumani.
Izolace ¢tyt karbonyl-redukujicich enzymi byla ovSem jasnym diikazem funkcnosti
nami pripraveného afinitniho nosice s imobilizovanym lécivem oracinem.

Tab. 16: Proteiny identifikované v prouZcich z SDS-PAGE gelu afinitni chromatografie lidské jaterni
cytosolické frakce A11 po gelové filtraci.

CBR1

AKR1C2

AKR1C4

AKR1D1

DDAH-1

Ester hydrolasa C11orf54
ADH1 (A, B, Q)

ADH4

1 (~ 37 kDa)

2,3 (~ 40 kDa)

I[solace uvedenych karbonyl-redukujicich enzymi z lidské jaterni tkané byla
ocekavana, ackoli znalosti jejich exprese na trovni proteind nejsou dosud zcela
ucelené a Casto se opiraji pouze o znalosti na irovni mRNA. Je zndmo, Ze hladiny
mRNA a stim i spojena pravdépodobnost exprese enzymu CBR1 jsou
nékolikandsobné vétsi v porovnani s hladinami mRNA enzymi podrodiny AKR1C.
V této podrodiné byly nejvétsi hladiny mRNA popsany pro enzym AKR1C4, zatimco
AKR1C3 je v jatrech exprimovan velmi malo (Steckelbroeck et al.,, 2006; Kassner et
al, 2008). Enzym AKR1D1 je rovnéZ vysoce exprimovanou reduktasou v lidské
jaterni tkani (Charbonneau and The, 2001), nicméné metabolicka aktivita vici
oracinu u tohoto enzymu dosud nebyla popsana. Je ale pravdépodobné, Ze i tento
enzym by se mohl podilet na biotransformaci protinadorového léciva oracinu.

Proteinové prouzky 2 a 3 byly identifikovany jako podjednotky enzymu
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alkoholdehydrogenasa 1 (ADH1A, B, C) a alkoholdehydrogenasa 4 (ADH4). JelikoZ
tyto enzymy katalyzuji NAD*-dependentni oxidacni preménu alkoholti na prislusné
aldehydy a ketony, mohly tak specificky interagovat shydroxylovou nebo
karbonylovou skupinou oracinu. JelikoZ se ale tyto enzymy v jaterni tkani vyskytuji
ve velkém mnoZstvi (Estonius et al., 1996), jejich pritomnost v elu¢nich frakcich bylo
rovnéz mozné vysveétlit mirnou nespecifickou sorpci.

U elucnich frakci byla rovnéz stanovena jejich redukcni aktivita viici oracinu
(Obr. 35). Ackoli bylo zjiSténo, Ze vysledna hodnota aktivity elucni frakce E1
odpovidala ,pouze“ necelym péti procentim z pivodni aktivity frakce A11,
izolované enzymy byly eluovany v aktivni formé. Velmi vysoka aktivita viici oracinu
pak byla namérena v povazebné frakci UE (92 % z ptvodni aktivity frakce A11).
Tyto hodnoty redukénich aktivit nicméné koreluji s vysledky SDS-PAGE analyzy,
nebot’ bylo zifejmé, Ze vazebna kapacita pro karbonyl-redukujici enzymy byla do

znacné miry ovlivnéna vysoce exprimovanymi alkoholdehydrogenasami.

10000 ~
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000 -
4000 H
3000 -+
2000 A
1000 A

Redukéni aktivita (ng DHO/mI/30 min)

E1l E2 E3 E4 E5
Frakce

Obr. 35: Grafické zndzornéni redukcni aktivity vii¢i oracinu u elucnich frakci po afinitni separaci
lidské jaterni cytosolické frakce A11 po gelové filtraci.

Ze ziskanych vysledki bylo zfejmé, Ze pomoci afinitniho nosice ANOS5,
slozeného z mikropartikuli SiMAG-COOH, spojovactho raménka BAPA
a imobilizovaného bylo moZné izolovat karbonyl-redukujici enzymy zlidského

jaterniho cytosolu a tyto zachycené enzymy nasledné uvolnit v aktivni
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nedenaturované formé. Uspé$nym zakonéenim tohoto experimentu tak byly
splnény uvodni cile této prace o vytvoreni afinitniho nosice, optimalizace
separacnich protokolu a ovéreni schopnosti afinitniho nosice izolovat karbonyl-
redukujici enzymy s komplexnich biologickych vzorkd. Afinitni nosi¢ byl nyni
pripraven pro zapojeni do purifika¢niho protokolu lidskych membranoveé vazanych

karbonyl-redukujicich enzymi (Skarydova et al., 2009).

4.9. Izolace membranovych Kkarbonyl-redukujicich enzymi

z lidskych jaternich mikrosomii

Membranové proteiny se v biologickych membranach obvykle vyskytuji
v malém mnozstvi a jen velmi vzacné je hlavni peptidovou slozZkou membrany jen
jedna skupina proteinti. Mnohé proteiny tudiZ nemohou byt izolovany z ptirozenych
zdroji v dostatecném mnozstvi (Seddon et al,, 2004). Purifikace membranovych
proteinii se v mnohém lisi od purifikace cytosolickych proteinti. Membranové
proteiny jsou zna¢né hydrofobni a z membran mohou byt uvolnény pouze
solubilizaci detergenty. Vyjmutim z prirozeného prostiredi lipidové dvojvrstvy
ovSem dochazi knaruSeni jejich stability. Tyto proteiny jsou zaroven velmi
adhezivni, nasledkem cehoz dochazi kjejich velkym ztratdm v pribéhu
purifikacniho protokolu. Ztéchto divodu predstavuje jejich purifikace velmi
obtizny ukol (Carpenter et al,, 2008).

K dneSnimu dni byl vaktivni formé dspéSné izolovan pouze jeden lidsky
membranové vazany karbonyl-redukujici enzym; 113-HSD1 (Maser et al., 2002).
Purifika¢ni protokol se skladal ze série komercné dostupnych iontové-vyménnych
(Mono Q-Sepharosa), hydrofobné-interak¢nich (Octyl-Sepharosa) a afinitnich
technik (Red-Sepharosa). Na zakladé této uspésné izolace karbonyl-redukujictho
enzymu zlidskych jaternich mikrosomt byl vytvoren purifikacni protokol
prezentovany Skarydovou et al. (2009), ktery se skladal zdvou hlavnich
purifikacnich kroki (anion-vyménna chromatografie (Q-Sepharosa) a hydrofobné-
interak¢ni chromatografie (Phenyl-Sepharosa)). Autoii byly schopni ziskat
proteinovou frakci sezachovalou metabolickou aktivitou va¢i oracinu
a s pozadovanou preferenci tvorby (+)-DHO enantiomeru. Nevyhodou tohoto

postupu byla nizka selektivita druhého purifikacniho pomoci Phenyl-Sepharosy,
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ktera vedla k neZddoucimu naredéni cilovych proteini do nékolika proteinovych
frakci. Z dlivodu velkého naredéni vzorki nasledné nebylo mozné provést visualni
detekci obsazenych proteinu pomoci SDS-PAGE a i provedené pokusy o identifikaci
obsaZenych proteini pomoci hmotnostni spektrometrie skoncili nezdarem. Z téchto
diivodil byl druhy purifika¢ni krok pomoci hydrofobné-interak¢ni chromatografie
nahrazen afinitnim purifikacnim krokem na pripraveném afinitnim nosi¢i ANOS5,

ktery byl primarné vytvoren za timto dcelem.

4.9.1. Prvni purifika¢ni krok na Q-Sepharose

Popsany purifikacni postup byl zopakovan do faze prvniho purifika¢niho kroku
na Q-Sepharose. Byla tak ziskana série frakci, u kterych byla stanovena schopnost
redukce oracinu (Obr. 36) a u vybranych frakci byla dale hodnocena stereospecifita
redukce (Obr. 37). Vysledky se shodovaly s diive publikovanymi hodnotami
Skarydovou et al. (Skarydova et al, 2009). Pivodni ideje o existenci enzymi
se stereospecifitou vyrazné posunutou ve prospéch (+)-DHO nejlépe vyhovovaly
frakce FT a Q12. Zatimco ve studii Skarydové et al. (Skarydova et al, 2009) byla
k dalSimu purifika¢nimu kroku na hydrofobné-interakéni chromatografii vybrana
pouze frakce Q12, vtéto praci byly afinitnimu purifikacnimu kroku na nami

vytvoreném afinitnim nosici ANO5 podrobeny frakce FT i Q12.
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Obr. 36: RozloZeni redukéni aktivity viici oracinu ve frakcich ziskanych po separaci solubilizovanych
lidskych mikrosomii na Q-Sepharose. MI-lidské jaterni mikrosomy; Sol. MI-solubilizované
mikrosomy; FT-proteiny neinteragujici s iontové-vyménnym nosicem; Q-frakce ziskané
separaci na Q-Sepharose.
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Obr. 37:  Stereospecifita redukce oracinu lidskymi jaternimi mikrosomy (MI), solubilizovanymi
jaternimi mikrosomy (Sol. MI) a vybranymi frakcemi po prvnim purifikacnim kroku na Q-
Sepharose.

4.9.2. Afinitni chromatografie frakce FT po Q-Sepharose

Afinitni chromatografie frakce FT (Obr. 38) byla provedena podle separa¢niho
protokolu komplexnich biologickych vzorki (3.5.5.3.), ktery byl daspéSné aplikovan
pii izolaci karbonyl-redukujicich enzymt z homogenatu geneticky modifikovaného
organismu E. coli (4.7.) a lidské jaterni cytosolické frakce (4.8). MS analyzou
proteinovych prouzkd o velikosti kolem 37 kDa (predpokladana oblast vyskytu
karbonyl-redukujicich enzymia) byl sjistotou identifikovan jediny enzym;
17B-hydroxysteroiddehydrogenasa 6 (173-HSD6). U enzymu byla dosud popsana
schopnost in vivo oxidace 3a-androstendiolu na dihydrotestosteron. Vin vitro
pokusech byla nicméné potvrzena i reduktasova aktivita vic¢i endogennim
steroidlim (Chetyrkin et al., 2001). Dosud ovSem nebyly dostupné Zadné informace

o roli tohoto enzymu v biotransformaci xenobiotik.
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Obr. 38: SDS-PAGE analyza elucnich frakci z afinitni separace frakce FT ziskané frakce po separaci
solubilizovanych mikrosomii na Q-Sepharose.
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Obr. 39:  RozloZeni redukcni aktivity viici oracinu u frakcei po afinitnim purifikacnim kroku frakce FT
na nosici AN05. UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem; W-promyvaci frakce; E-elu¢ni
frakce.

Ve frakcich po afinitni chromatografii byla rovnéz stanovena redukéni aktivita
vuci oracinu (Obr. 39). Podobné jako v pripadé afinitni chromatografie cytosolické
proteinové frakce (4.8.2.) i zde byla namérena dominantni ¢ast redukéni aktivity
v povazebné frakci UE, coZ naznacuje, Ze prevazné mnozstvi karbonyl-redukujicich
enzymu nebylo zachyceno afinitnim nosicem. I v tomto piipadé mohl byt tento jev
zplUsoben nespecifickou sorpci hojné se vyskytujicich proteinti, nasledkem ¢ehoz
doslo k blokaci vazebnych mist afinitniho nosice pro specificky interagujicich
protein (Ong et al, 2009). Dal$i mozZnosti mohl byt potencidlné negativni vliv
neionického detergentu Tritonu X-100 na pribéh afinitni chromatografie. Bylo
dokazano, Ze neionické detergenty mohou v nadkritické micelarni koncentraci
branit interakci mezi ligandem a cilovym proteinem u tzv. dye-ligand afinitnich
chromatografiich (Robinson et al, 1980). Ligand byl vtomto pripadé uzavien

v micelach neionického detergentu. Kjeho zpristupnéni autofi pouZili pridavek
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anionického detergentu (SDS, deoxycholat sodny), ¢imz vytvorili smésné micely,
které jiZ nebranily interakci mezi ligandem a cilovym proteinem. Pridavek
deoxycholatu sodného do testované frakce nicméné piisobil ztratu redukeni aktivity
vlici oracinu coZz naznacovalo, Ze vytvorené smésné micely velmi negativné
ovliviiovaly stabilitu solubilizovanych karbonyl-redukujicich enzymi. Stejny jev byl
popsan i pri purifikaci enzymu 113-HSD1 (Maser et al.,, 2002). Deoxycholat sodny
byl vtomto pripadé pouzit pred separaci pomoci hydrofobné-interakéni
chromatografie. Ackoli byla i vtomto pripadé sniZena aktivita purifikovaného
vzorku, bez pridavku deoxycholatu sodného nebylo moZné uspésné separovat
solubilizované jaterni mikrosomy, jelikoZ neionické detergenty (v tomto pripadé
Emulgen 913) negativné ovliviiuji i hydrofobné-interakéni chromatografii
(Cummins and O’Connor, 2011). Pribéh afinitniho purifika¢niho kroku na nosici
ANO5 ovSem pridavkem deoxycholatu ovlivnén nebyl. Z téchto divodi nedoslo
k implementaci anionickych detergentti do protokolu afinitni chromatografie.

U elu¢ni frakce E1 ziskané po afinitni chromatografii frakce FT byla dale
stanovena stereospecifita tvorby (+)/(-)-DHO enantiomert (Obr. 40). Ackoli byla
stereospecifita tvorby DHO enantiomert plivodni frakce FT vyrazné posunuta ve
prospéch (+)-DHO (74 % (+)-DHO/26 % (-)-DHO), elu¢ni frakce E1 se vyznacovala
prevaznou tvorbou (-)-DHO (40 % (+)-DHO/60 % (-)-DHO). Ziskany pomér DHO
enantiomert byl nicméné odlisny od toho, ktery by byl vytvotren pisobenim enzymu
11B3-HSD1 (24 % (+)-DHO/76 % (-)-DHO). Zminény enzym navic nebyl v elu¢ni
frakci identifikovan. Ziskané vysledky tedy naznacovaly, Ze by enzym 173-HSD6
mohl byt dalsim membranové vazanym karbonyl-redukujicim enzymem, ktery je
schopen biotransformace modelového substratu oracinu. Bylo ale jeSté nutné

potvrdit specifitu interakce mezi timto enzymem a ligandem oracinem.
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Obr. 40: Stereospecifita redukce oracinu proteinovou frakci FT, povazebnou frakci UE a elucni frakci
E1 po afinitnim purifikacnim kroku na nosici ANOS.
4.9.2.1. Stanoveni nespecifickych interakci s povrchem afinitniho nosice
Stejné jako v pripadé stanoveni nespecificky interagujicich proteint
supernatantu z geneticky modifikovaného organismu E. coli (4.7.2.) byla i FT frakce
inkubovana s kontrolnimi partikulemi bez imobilizovaného oracinu (Obr. 41). Na
rozdil afinitni separace na nosi¢i ANO5, vtomto pripadé nebyla potvrzena
pritomnost zadného karbonyl-redukujictho enzymu. Velu¢ni frakci E1 byly
identifikovany pouze strukturni proteiny a keratiny, které byly identifikovany

i v pripadé afinitni separace.
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Obr.41: SDS-PAGE analyza elucnich frakci po inkubaci frakce FT po prvnim purifikaénim kroku na
Q-Sepharose s kontrolnimi partikulemi bez imobilizovaného oracinu.

V ziskanych frakcich byla rovnéz stanovena reduké¢ni aktivita viici oracinu (Obr.
42). Z grafu je patrné, Ze doslo pouze k minimalnimu zachytu redukénich enzymi
(aktivita eluc¢ni frakce E1 byla 10x menSi oproti elu¢ni frakci ziskané po afinitni
chromatografii (Obr. 39), coZ odpovida vysledklim MS analyzy, kdy nebylo mozné
uspésné identifkovat zadny metabolicky aktivni enzym. Namérena hodnota
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redukcni aktivity tak ziejmé nebyla zplisobena jedingm enzymem, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti se jednalo o nespecificky zachyt vicero zastupci karbonyl-
redukujicich enzymi, jejichz mnoZstvi bylo pod detek¢nim limitem pouzité MS
analyzy. Vysledky tedy potvrdily specifitu interakce mezi enzymem 173-HSD6
a ligandem oracinem. Jednoznacné popsani jeho role v biotransformaci oracinu by
ale vyZzadovalo dalsi experimenty s cistym nativnim enzymem nebo jeho

rekombinantni formou.

1200 -

1000 -

800 -

600 -

400 -

Redukéni aktivita
(ng DHO/mI/30 min)

200 -

SRR ———

SN

T T T T T T T T T T 1

FT. UE W1 w2 W3 W4 W5 W6 E1 E2 E3 E4 E5

Obr. 42: RozloZeni redukcni aktivity viici oracinu ve frakcich po inkubaci frakce FT s kontrolnimi
partikulemi bez imobilizovaného oracinu. UE-proteiny nezachycené afinitnim nosi¢em; W-
promyvaci frakce; E-eluéni frakce.

4.9.3. Afinitni chromatografie frakce Q12

Proteinova frakce Q12 byla v popiedi zajmu predchozi prace Skarydové et al.

(Skarydova et al, 2009). Naslednou separaci této frakce pomoci hydrofobné-

interak¢ni chromatografie ale nebylo mozné ziskat vzorek, ve kterém by se podarilo

identifikovat karbonyl-redukujici enzymy s aktivitou vic¢i oracinu. Druhy
purifikacni krok pomoci hydrofobné-interakéni chromatografie byl proto nahrazen

afinitnim purifika¢nim krokem (Obr. 43).
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Obr. 43: SDS-PAGE analyza afinitni chromatografie vybrané frakce Q12. Mi-lidské jaterni mikrosomy;
Sol. MI-solubilizované jaterni mikrosomy; UE-proteiny nezachycené afinitnim nosicem; W-
promyvaci frakce; E-elucni frakce.

Velu¢ni frakci E1 byly analyzovany ctyri proteinové prouzky. Prouzek (4)
zoblasti ~70 kDa predstavoval BSA, které se na povrch afinitniho nosice
adsorbovalo v pribéhu bloka¢niho kroku (3.5.5.3.). Proteinovy prouzek (3) byl
identifikovan jako epoxidhydrolasa 1 (EPHX1). Je znamo, Ze epoxidhydrolasy hraji
klicovou roli v biotransformaci epoxid, vzniklych béhem metabolismu
hydrofobnich aromatickych sloucenin, na prislusné dihydrodioly, které mohou byt
nasledné konjugovany a vylouceny z organismu (Arand et al.,, 2005). Oracin proto
s nejvétsi pravdépodobnosti nemohl byt specifickym substratem EPHX1. Interakce
mezi timto enzymem a oracinem byla pravdépodobnéji zplsobena vysokou
lipofilitou oracinu, jelikoz EPHX1 prednostné interaguje s lipofilnimi substraty
arovnéz velmi vysokou expresi tohoto enzymu v jatrech (Argiriadi et al, 2000).
Proteinovy prouzek (2) byl identifikovan jako smés SDR enzymd RDH16 a 11[-
HSD1. Jak jiz bylo zminéno v ivodu této prace, enzym 113-HSD1 je dosud jedinym
dobfe charakterizovanym mikrosomalnim karbonyl-redukujicim enzymem,
u kterého byla popsana metabolicka aktivita vii¢i xenobiotikiim, vCetné oracinu
(Wsol et al, 2004). Jeji izolace z lidskych jaternich mikrosomi tak byla primym
dtikazem funk¢nosti afinitniho nosice. V proteinovém prouzku (1) byl dominantnim
proteinem SDR enzym DHRS1 (Tab. 17). Ucast enzym@ DHRS1 a RDH16
v metabolismu xenobiotik dosud nebyla popsana. Uspé$na izolace a nasledna
identifikace téchto enzymd, jako moZnych molekularnich cili modelového substratu
oracinu, tak mohla byt prvni popsanou informaci o jejich mozZné roli

v biotransformaci l1éciv.
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Tab. 17: Proteiny identifikované pomoci MS v prislusnych proteinovych prouZcich elucni frakce E1 po
afinitni chromatografii vybrané frakce Q12 po prvnim purifikacnim kroku na Q-Sepharose.

Proteinovy Identifikované proteiny
prouzek
1 DHRS1
RDH16
2 11-HSD1
EPHX1
) BSA

U vSech ziskanych frakci po afinitnim purifikacnim kroku byla stanovena
redukeni aktivita viici oracinu (Obr. 44). Ziskana elucni frakce E1, ktera obsahovala
vySe zminéné enzymy, byla metabolicky aktivni. Tato aktivita ovSem mohla byt
zplUsobena pouze uspésnou izolaci enzymu 113-HSD1, ktery je vii¢i oracinu aktivni
(Wséletal., 1999a). U elucni frakce byla proto stanovena stereospecifita tvorby DHO
enantiomerti (Obr. 45). Pokud by byl enzym 113-HSD1 jedinym metabolicky
aktivnim proteinem, odpovidal by tomu i pomér vzniklych DHO enantiomert
(24 % (+)-DHO/76 % (-)-DHO) (Wsdl et al, 2004). Inkubaci elu¢ni frakce E1
soracinem byl nicméné ziskdn zcela opacny pomér DHO enantiomeri
(77 % (+)-DHO/23 % (-)-DHO). Namérené hodnoty tak jednoznacné potvrdili
pritomnost alesponl jednoho jiného karbonyl-redukujictho enzymu, jenz

preferencné katalyzuje pfeménu oracinu na (+)-DHO enantiomer.
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Obr. 44: RozloZeni redukcni aktivity viici oracinu u frakci ziskanych po afinitni chromatografii frakce
Q12.

8 (+) DHO 0O(-) DHO

El HSD11B1

Obr. 45: Grafické zndzornéni stereospecifity redukce oracinu elucni frakci E1 po afinitnim
purifikacnim kroku a enzymem 115-HSD1.

Tyto vysledky byly v souladu s ptedchozi praci Skarydové et al. (Skarydova et
al, 2009), ackoli jejich castetné purifikovana frakce vykazovala o néco vySsi
stereospecifitu pro (+)-DHO enantiomer (86 % (+)-DHO). Na rozdil od zminéné
prace Skarydové et al. (Skarydova et al, 2009), se ale vtéto studii nepodatilo
dosahnout tak vyrazného zvySeni specifické aktivity findlni proteinové frakce,
vyjadrené jako latkové mnoZstvi oracinu vzniklé plisobenim 1 mg proteinu za
30 minut. Vyuzitim piivodniho purifikacniho protokolu byly autoti schopni ziskat

99



4., VYSLEDKY A DISKUZE

velmi aktivni frakci, le¢ s velmi nizkou koncentraci proteinu. Zarazenim afinitniho
purifikacniho kroku byla ziskana obdobé aktivni findlni frakce, kterd nicméné
obsahovala 52x vétSi mnozstvi proteinu, coZ vedlo k teoretickému sniZeni specifické
nespecifickou sorpci bloka¢niho cinidla BSA a epoxidhydrolasy 1 na povrch
afinitniho nosi¢e ANO5. V predchozi c¢asti prace bylo navic prokazano, Ze redukéni
aktivita vici oracinu byla u enzymi eluovanych z afinitniho nosi¢e sniZena na
polovi¢ni hodnotu (4.4.2.). Diky témto dvéma faktlim (sniZeni metabolické aktivity
eluovanych enzymi a uméle zvySené mnoZzstvi proteinu v elu¢nich frakcich) byly
vysledné hodnoty specifické aktivity vyrazné zkresleny a jejich pfimé porovnani
s hodnotami ziskanymi Skarydovou et al. (Skarydova et al., 2009) bylo irelevantni.
Vyuzitim afinitniho purifika¢cniho protokolu bylo nicméné mozné identifikovat
znamy karbonyl-redukujici enzym 113-HSD1 a dale dalS§i potencidlni

biotransformacni enzymy RDH16 a DHRS1.

4.9.3.1. Stanoveni nespecificky interagujicich proteinii

Ke stanoveni nespecificky interagujicich proteinti se stacionarni fazi afinitniho
nosice byly vyuzity kontrolni mikropartikule bez imobilizovaného oracinu (Obr. 46).
Podobné jako tomu bylo v pripadé analyzy frakce FT i zde byla odhalena pomérné
znatnd mira nespecifickych interakci s povrchem magnetickych mikropartikuli.
Tento vysledek byl celkem ocekavany, jelikoZ vysoka mira adsorpce je bézné
pozorovanym jevem pri purifikaci membranovych proteinii (Seddon et al., 2004).
Dalsi moZnost, jak mohlo potencialné dojit k navySeni nespecifické sorpce, spocivala
v pritomnosti BSA, které bylo pouZito jako blokac¢ni cinidlo. Bylo popsano, Ze se
neionické detergenty mohou hydrofobnimi interakcemi vazat na hydrofobni ¢asti
jinak hydrofilnich proteinti, jako je BSA. Naslednym kontaktem s hydrofobni
molekulou, jakou jsou i membranové proteiny, miize dojit ke vzniku agregatti BSA-

membranovy protein (Nishikido et al., 1982).
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Obr. 46: SDS-PAGE analyza frakci ziskanych inkubaci kontrolnich mikropartikuli bez imobilizovaného
oracinu s proteinovou frakci Q12.

Vybrané proteinové prouzky z oblasti ~37 kDa byly analyzovany pomoci MS.
Analyza bohuZel ukazala, Ze vSechny identifikované enzymy z predeslého pokusu
(DHRS1, RHD16 a 11B-HSD1) vykazovaly i jistou miru nespecifické sorpce na
magneticky nosic bez imobilizovaného oracinu a byly identifikovany i béhem tohoto
experimentu (Tab. 18). Podobny vysledek popsal i Margarucci et al. (Margarucci et
al., 2010), béhem stanoveni nespecificky interagujicich proteinti s afinitnim nosicem
s imobilizovanym petrosaspongiolidem M. Zbezmadala 400 identifikovanych
proteinti bylo celkem 325 proteinli potvrzeno jak po afinitnim kroku, tak i po
inkubaci s kontrolnimi partikulemi bez imobilizovaného ligandu. Ackoli vétsSina
zonéch 325 identifikovanych proteini odpovidala nespecifickym interakcim,
nékteré proteiny byly zachyceny ve vétsim mnoZstvi za pomoci afinitniho nosice.
Toto jev byl popsan zejména u adhezivnich proteinti (napf. membranové proteiny),
které se v biologickych materialech vyskytuji v malych koncentracich a maji nizkou
afinitu vici imobilizovanému ligandu (Trinkle-Mulcahy et al., 2008). Identifikace
proteini DHRS1, RDH16 a 11B-HSD1 tak nemusela byt definitivnim potvrzenim
nespecifity interakce s ligandem oracinem. Analyza redukéni aktivity elu¢nich frakci
po separaci na kontrolnich mikropartikulich bez imobilizovaného oracinu navic
odhalila, Ze tyto frakce nevykazovaly Zadnou reduk¢ni aktivitu. To naznacovalo, Ze
tyto frakce obsahovaly pouze minimalni mnozstvi karbonyl-redukujicich enzymu.
V dalSich experimentech proto byly charakterizovany vlastnosti rekombinantné

pripravenych forem enzymi RDH16 a DHRS1 viici oracinu.
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Tab. 18: MS analyza proteinii obsaZzenych v elucnich frakcich E1 zndzornujici rozdily v interakcich
proteinti s magnetickymi partikulemi s (+) a bez (-) imobilizovaného oracinu.

Identifikované proteiny

Proteinovy
prouzek + oracin - oracin
1 DHRS1 DHRS1
5 RDH16 RDH16
11B3-HSD1 11B3-HSD1

4.9.3.2. Charakterizace rekombinantniho enzymu RDH16

RDH16 (SDR9C8) byl dosud popsan jako NAD* dependentni enzym, jehoZ
pravdépodobnou roli v organismu je premeéna retinolu a 13-cis-retinolu na
prislusné aldehydy. RovnéZ se milize podilet nametabolické preméné
3a-androstendiolu a androsteronu na dihydrotestosteron a androstendion
(Karlsson et al, 2003). S nejvétsi pravdépodobnosti se ovSem nejednalo o nami
hledany karbonyl-redukujici enzym, jelikoz RDH16 katalyzuje piedevsim oxida¢ni
reakce (Kedishvili et al., 2001). Pokusy provedené Skarydovou et al. (2009) navic
dale potvrdili, Ze jejich castecné purifikovany enzym byl NADPH-dependentni.
Schopnost afinitniho nosice ANO5 zachytit enzym RDH16 byla presto ovérena na
vzorku solubilizované mikrosomalni frakce z Sf9 hmyzi buné¢né linie obohacené o
cilovy enzym (3.5.4.1.). Na stejném vzorku byly rovnéZ urceny mozné nespecifické

interakce s kontrolnimi partikulemi bez imobilizovaného ligandu oracinu(Obr. 47).
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Obr. 47: SDS-PAGE analyza afinitni separace solubilizované mikrosomdlni frakce z Sf9 hmyzi bunécné
linie obohacené o cilovy enzym RDH16 na nosici AN0O5 (A); urceni nespecifickych interakci
enzymu RDH16 s kontrolnimi mikropartikulemi bez imobilizovaného oracinu (B).

Na zakladé SDS-gelii bylo moZné predpokladat, Ze interakce mezi enzymem
RDH16 a ligandem oracinem byla specificka, jelikoZ k vyraznému zachytu enzymu
doslo pouze v pripadé pouZiti afinitniho nosice ANO5. Tento vysledek byl potvrzen
naslednou western blot analyzou (Obr. 48). Zatimco pfi pouziti afinitniho nosice
ANO5 byla dominantni pritomnost enzymu prokazana v elu¢ni frakci, v pripadé
kontrolnich mikropartikuli byl enzym detekovan zejména v povazebné frakci UE.

Specifita interakce mezi enzymem RDH16 a oracinem tak byla jasné prokazana.

1 2 3 | 4 5

;l
e

[V < <M

Obr. 48: Western blot analyza separaci solubilizované mikrosomadlni frakce z Sf9 hmyzi bunééné linie
obohacené o cilovy enzym RDH16 na afinitnim nosici ANO5 a kontrolnich mikropartikulich.
1-povazebnd frakce UE z afinitni separace na nosic¢i ANO5 predstavujici nezachyceny enzym
RDH16; 2-elucni frakce E1 z afinitni separace na nosi¢i ANO5 predstavujici specificky
zachyceny enzym RDH16; 3-vzorek podrobeny separacim predstavujici vychozi mnoZstvi
enzymu; 4- povazebnd frakce UE ze separace na kontrolnich mikropartikulich predstavujici
neinteragujici enzym RDH16; 5- elucni frakce E1 zeseparace na kontrolnich
mikropartikulich predstavujici nespecificky interagujici protein RDH16 s povrchem
mikropartikull.
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MoZna metabolicka aktivita rekombinantni formy proteinu RDH16 v{i¢i oracinu
byla ovérena na urovni solubilizované mikrosomalni frakce. Za takovychto
podminek byla namérena pouze minoritni redukce oracinu na 11-dihydrooracin.
Neschopnost vyrazné katalyzovat redukéni smér biotransformace oracinu nicméné
neznamenala, Ze by snim enzym RDH16 nemohl specificky interagovat. JiZ od
prvnich experimentd, provedenych Skarydovou et al. (Skarydova et al., 2009), totiz
bylo velmi pravdépodobné, Ze se pri biotransformaci oracinu bude uplatiiovat
polyfarmakologie. Vysledna hodnota redukéni aktivity, namérena v mikrosomalnich
frakcich, tak byla pravdépodobné zpiisobena fadou enzymi s relativné nizkou

afinitou vii¢i oracinu nez jednim proteinem s vysokou afinitou (Sato et al.,, 2010).

4.9.3.3. Charakterizace rekombinantni formy enzymu DHRS1

Posledni izolovanou a identifikovanou dehydrogenasou/reduktasou
s potencialni metabolickou aktivitou vii¢i oracinu byla DHRS1. Jedna se o dosud
kompletné neprozkoumany enzym z nadrodiny SDR, ktery byl na genomové arovni
poprvé identifikovan pocatkem 21. stoleti vlidském fetalnim mozku (Wu et al,
2002). Na nasSem pracovisti byla jeho exprese na dirovni mRNA dale pozorovana
v jatrech, srdci, kosternim svalstvu, ledvinach, pokoZce a slinivce. Na proteinové
urovni byla exprese tohoto proteinu pozorovana jen vjaterni tkani (dosud
nepublikovana data). Predpoklada se, Ze se jedna o NAD(P)(H)-dependentni
oxidoreduktasu s pravdépodobnou peroxisomalni (Pilka et al, 2015) nebo
mikrosomalni (LIFEdb, 2015) subcelularni lokalizaci. Dosud ovSem u tohoto
enzymu nebyla popsana Zadna metabolicka aktivita.

Podobné jako v pripadé enzymu RDH16 byla i na rekombinantné ptipravené
formé proteinu DHRS1 testovana schopnost interagovat s afinitnim nosicem ANO5
a kontrolnimi mikropartikulemi bez imobilizovaného ligandu. Imunodeteké¢ni
analyza afinitni chromatografie solubilizované mikrosomalni frakce z Sf9 hmyzi
bunécné linie obohacené o cilovy enzym potvrdila specifitu interakce, jelikoZ
k zachytu proteinu DHRS1 doSlo pouze v pripadé pouZiti afinitniho nosice ANO5.
Vpripadé inkubace solubilizované mikrosomalni frakce s kontrolnimi
mikropartikulemi nedosSlo k identifikovatelnému zachytu enzymu DHRS1, jelikoz

v elucnich frakcich tento enzym nebyl detekovan (Obr. 49).
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Obr. 49: Western blot analyza elucnich frakci E1 ze separaci solubilizované mikrosomdlni frakce z Sf9
hmyzi bunééné linie obohacené o cilovy enzym DHRS1 na afinitnim nosi¢i ANO5 a kontrolnich
mikropartikulich. 1-elu¢ni frakce E1 zeseparace na kontrolnich mikropartikulich
predstavujici nespecificky zdchyt enzymu DHRS1 na povrch kontrolnich mikropartikuli bez
imobilizovaného oracinu; 2- elucni frakce E1 z afinitni separace na nosici ANO5 predstavujict
specificky zachyceny enzym DHRS1.

Jelikoz enzym RDH16 nebyl schopen redukéni premény oracinu na
dihydrooracin, bylo ziejmé, Ze za aktivitu elu¢ni frakce E1 po afinitni chromatografii
lidské mikrosomalni frakce Q12 byly zodpovédné jiné enzymy. Rekombinantné
pripravend forma enzymu DHRS1 byla proto rovnéz inkubovana s oracinem.
Analyzou vzniklych metabolitd bylo nicméné zjisténo, Ze ani tento enzym nebyl
schopen signifikantni premény oracinu na 11-dihydrooracin. Tato inaktivita mohla
byt ale zpisobena rliznymi faktory jako je napft. nespravné sloZeni rekombinantné
pripraveného proteinu. Byly popsany desitky piipadi, kdy takto pripraveny protein
postradal svou metabolickou aktivitu (Blackwell and Horgan, 1991; Baneyx, 1999;
Rosano and Ceccarelli, 2014). Vzhledem k absenci jakychkoli informaci o0 moZném
substratu daného enzymu nebylo ani mozné ovérit, zda byl enzym pripraven
v odpovidajici aktivni formé.

Ackoli rekombinantni forma enzymu DHRS1 jasné prokazala specifitu interakce
s afinitnim nosi¢em, absence reduk¢ni aktivity a identifikace tohoto enzymu béhem
stanoveni nespecificky interagujicich proteint frakce Q12 vyvolaly pochybnosti o
spravnosti jeho izolace pomoci afinitniho nosice ANO5. Vzhledem k nemoZnosti
provedeni kvantitativni analyzy obsazenych proteinti v jednotlivych experimentech
pomoci MALDI-TOF/TOF nebylo touto metodou moZné stanovit miru nespecifické
sorpce tohoto proteinu na afinitni nosic¢. Kvantifikace proto byla provedena pomoci
western blot analyzy (Obr. 50). Ackoli prirozené se vyskytujici forma enzymu
DHRS1 zlidskych jater vykazovala oproti rekombinantné pripravenému enzymu
vétSi miru nespecifické sorpce, vétsi mnozstvi enzymu bylo zachyceno pomoci
afinitniho nosi¢e ANO5. Vysoka mira nespecifické sorpce mohla byt v tomto pripadé

zpusobena mnoha faktory, které byly diskutovany vyse (4.9.3.1.).
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Obr. 50: Western blot analyza elu¢nich frakci E1 a E2 ze separaci vybrané proteinové frakce Q12 po
prvnim purifikacnim kroku na Q-Sepharose na afinitnim nosi¢i ANO5 a kontrolnich
mikropartikulich. 1-elucni frakce E1 zeseparace na kontrolnich mikropartikulich
predstavujici nespecificky zdchyt enzymu DHRS1 na povrch kontrolnich mikropartikuli bez
imobilizovaného oracinu; 2- elucni frakce E2 ze separace na kontrolnich mikropartikulich
predstavujici nespecificky zdchyt enzymu DHRS1 na povrch kontrolnich mikropartikuli bez
imobilizovaného oracinu; 3- elucni frakce E1 z afinitni separace na nosici AN05 predstavujici
specificky zachyceny enzym DHRS1; 4- elucnf frakce E2 z afinitni separace na nosici ANO5
predstavujici specificky zachyceny enzym DHRS1.

[ timto pokusem tedy byla potvrzena specifita interakce mezi enzymem DHRS1

a ligandem oracinem. BohuZel se ovSem nepodarilo prokazat, zda se jednalo o

biotransforma¢ni enzym predpovézeny Skarydovou et al. (Skarydova et al., 2009)

nebo pouze o protein s nizkou afinitou i metabolickou aktivitou vii¢i oracinu. Bylo

ovéem velmi pravdépodobné, Ze ani v ptipadé Skarydové et al. (Skarydova et al,

2009) neobsahovala c¢astecné purifikovana frakce pouze jediny enzym s vysokou

reduk¢ni aktivitou viici oracinu, ale Ze se na vysledné redukéni aktivité podilela Fada

enzymil. I tak se ovSem jednalo o prvni popsany pripad mozné metabolické aktivity
enzymu DHRS1. [zolace tohoto enzymu pomoci afinitniho nosice s imobilizovanym
oracinem tak naznaCovala jeho potencidlné moZnou roli v biotransformaci

xenobiotik.
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[zolace a identifikace proteind z tkanovych homogenatii predstavuje obtiZny
ukol, ktery vyzaduje vynalozZeni velkého usili a ¢asu. Nejvice je to patrné zejména
v oblasti membranovych proteint, vzhledem k jejich specifickym vlastnostem. Nenf
proto prekvapivé, Ze ve skupiné membranové vazanych karbonyl-redukujicich
enzym byl dosud uspésné purifikovan a dobie charakterizovan pouze jediny lidsky
zastupce; 11B-HSD1. Cilem této prace bylo vytvoreni univerzalniho afinitniho
nosice, ktery by umoziioval izolaci rozlicnych karbonyl-redukujicich enzymt
z komplexnich biologickych vzorkd. Takovy afinitni nosic, s imobilizovanym lé¢ivem
oracinem, byl pripraven a uspésné testovan se Sirokym spektrem cytosolickych
karbonyl-redukujicich enzyml. Po prokazani jeho funkcnosti byl tento nosic
nasledné zatrazen do purifikacniho protokolu lidskych membranové vazanych
karbonyl-redukujicich enzymii s afinitou vii¢i oracinu. Byly tak ziskany proteinové
frakce se zachovalou karbonyl-redukujici aktivitou a poZadovanou stereospecifitou
redukce oracinu. Naslednou MS/MS analyzou byly v téchto frakcich identifikovany
proteiny DHRS1, RDH16, 113-HSD1 a 17B-HSD6. Proteiny DHRS1, RDH16 a 17f3-
HSD6 byly viibec poprvé identifikovany jako mozné molekularni cile modelového
léciva oracinu. Charakterizace rekombinantné pripravenych enzymii DHRS1 a
RDH16 nicméné zatim nepotvrdila jejich moZnou roli jako vyznamnych
biotransformacni proteinu pfi redukci oracinu. Purifika¢ni protokol membranovych
proteinli ovSsem nabizi dal$i moZnosti modifikaci, diky nimz by mohli byt izolovany
a charakterizovany dalSi karbonyl-redukujici enzymy, které se podileji na redukci

oracinu.
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11B-HSD
17B-HSD
ABP
ABPP
ADH
Ahx
AKR
ALDH
APS
BAPA
BCA
BSA
CBBG
CBR
CCCP
CMC
CYP450
DD
DHO
DNA
EDC
EDTA
GF

HIC
HPLC
[EX
MDR
NADH
NADPH
NNK
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11B-hydroxysteroiddehydrogenasy
17B-hydroxysteroiddehydrogenasy

aktivitni sonda

profilovani proteinii na zakladé aktivity
alkoholdehydrogenasy

kyselina 6-aminohexanova

aldo-ketoreduktasy

aldehyddehydrogenasy

persiran amonny

bis-3-aminopopylamin

bicinchoninova kyselina

hovézi sérovy albumin

Coomassie Brilliant Blue G-250
karbonylreduktasy

chemicka proteomika zaloZena na afinitni chromatografii
kriticka micelarni koncentrace

cytochrom P450

dihydrodioldehydrogenasy

dihydrooracin

deoxyribonukleova kyselina
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
ethylendiamintetraoctova kyselina

gelova filtrace

hydrofobni interak¢ni chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
iontové vyménna chromatografie
dehydrogenasy/reduktasy se stiedné dlouhym retézcem
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

4-methylnitrosamino-1-(3-pyridyl)-1-butanon
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QR
RDH
RNA
RNH
RPC
SDR
SDS
SDS-PAGE
S-NHS
TEA
TEOA
TEMED

6. SEZNAM ZKRATEK

chinonreduktasy

retinoldehydrogenasy

ribonukleova kyselina
dihydronikotionamidribosa

chromatografie na reverzni fazi
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem
dodecylsulfat sodny

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza
N-hydroxysulfosukcinimid

triethylamin

triethanolamin

N,N,N',N'- tetramethylethylendiamin
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