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ABSTRAKT  

 

Univerzita Karlova  

Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov®  

Katedra biochemickĨch vŊd  

 

Kandid§t:                                  Val®ria Mariniļov§  

 

Ved¼ca diplomovej pr§ce:       RNDr. Eva Novotn§, Ph.D.  

 

N§zov diplomovej pr§ce:         Purifik§cia membr§novo viazan®ho enzĨmu DHRS7B  

 

Membr§novo viazanĨ enzĨm DHRS7B, poch§dzaj¼ci z nadrodiny SDR 

(dehydrogen§zy/redukt§z s kr§tkym reŠazcom), patr² medzi m§lo presk¼man® prote²ny 

Ŏudsk®ho organizmu. Aj napriek nedostatku inform§cii o jeho vlastnostiach bol 

pozorovanĨ u myġ², kde sa oznaļuje ako PexRap s lokaliz§ciou v peroxizomoch 

a endoplazmatickom retikule (ER). Ide teda o peroxizom§lny redukuj¼ci prote²n, ktorĨ 

ako kofaktor vyuģ²va NADPH. V myġacom organizme sa prejavila jeho aktivita na 

biosynt®ze peroxizom§lnych ®terovĨch lipidov poļas adipogen®zy. O ¼lohe Ŏudsk®ho 

DHRS7B v bunke, a pr²padne niektorĨch ochoreniach, sa doposiaŎ iba ġpekuluje a preto 

sa st§va predmetom vĨskumov. 

CieŎom pr§ce bolo z²skaŠ ļistĨ rekombinantnĨ ŎudskĨ enzĨm DHRS7B 

pripravenĨ v Sf9 bunk§ch. KeŅģe je to membr§novĨ prote²n bolo potrebn® n§jsŠ vhodnĨ 

detergent, ktorĨ dok§ģe enzĨm DHRS7B vyŔaŠ z fosfolipidickej membr§ny a z§roveŔ 

zachovaŠ jeho aktivitu. Najvhodnejġ²m sa javil detergent DDM v koncentr§cii 1:1 (w/w) 

prote²n:detergent. ńalġ²mi krokmi bola purifik§cia, afinitn§ chromatografia pri ktorej 

sa z²skal ļistĨ prote²n DHRS7B, ktorĨ mal aktivitu voļi ketotif®nu 62 nmol/mg/min. Tento 

ļistĨ enzĨm bude sl¼ģiŠ Ņalġiemu vĨskumu na Farmaceutickej fakulte v Hradci Kr§lov®.  
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ABSTRA CT  

 

Charles University  

Faculty of Pharmacy in Hradec Kr§lov® 

Department of Biochemical Sciences   

 

Candidate:                            Val®ria Mariniļov§  

 

Supervisor:                           RNDr. Eva Novotn§, Ph.D.  

 

Title of diploma thesis:         The purification of the membrane-bound enzyme DHRS7B 

  

The membrane-bound DHRS7B enzyme, from the SDR (short-chain 

dehydrogenase/reductase) superfamily, is one of poorly characterized protein of the 

human organism. Despite the lack of information about its properties, it was observed in 

mice, where it is named to as PexRap, localized in peroxisomes. It is a peroxisomal 

reducing protein that uses NADPH as a cofactor. Its participates in biosynthesis of 

peroxisomal ether lipids during adipogenesis in mice. The role of human DHRS7B in 

cells or evantually in diseases has been only speculated and therefore it is in the focus 

of research.  

The aim of this work was to obtain the pure recombinant human DHRS7B 

enzyme prepared in Sf9 cells. It is a membrane protein, so it was necessary to find a 

suitable detergent that is able to remove the DHRS7B enzyme from the phospholipid 

membrane while preserving its activity. The most suitable detergent was  DDM 1:1 (w/w) 

protein:detergent. Further step was its purification by affinity chromatography, the  pure 

DHRS7B protein with a ketotifen reducing activity of 62 nmol/mg/min was obtained. This 

pure enzyme will be used for further research at the Faculty of Pharmacy in Hradec 

Kr§lov®. 
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1 ĐVOD 

 

Poznanie niektorĨch prote²nov dopomohlo k mnohĨm medic²nskym 

pokrokom a rozvoju vedy. EnzĨmy z nadrodiny dehydrogen§zy/redukt§zy s kr§tkym 

reŠazcom (SDR) boli prvĨkr§t identifikovan® v roku 1980 v bakt®ri§ch a nesk¹r bola ich 

pr²tomnosŠ potvrden§ tieģ v cicavļej bunke (Bahtia et al., 2015). Ide o rĨchlorast¼cu 

nadrodinu prote²nov, ktor§ mala v roku 2000 asi 1600 ļlenov (Opperman et al., 2001) no 

v roku 2012 uģ bolo uvedenĨch 160 000 z§znamov o tejto nadrodine (Persson and 

Kallberg, 2013) a nesk¹r sa tento ¼daj rozġ²ril na ļ²slo 670 000 z§znamov (Jºrnvall et 

al., 2015). Niektor® Ŏudsk® enzĨmy z nadrodiny dehydrogen§z/redukt§z s kr§tkym 

reŠazcom s¼ dobre op²san® a zohr§vaj¼ d¹leģit¼ ¼lohu v rozvoji niektorĨch ochoren² ako 

je n§dorov® bujnenie alebo v spojen² s metabolickĨm syndr·mom.  

Mnoh® z tĨchto ŎudskĨch z§stupcov s¼ st§le veŎmi m§lo op²san® alebo nie 

s¼ op²san® v¹bec. Vġeobecne ide o enzĨmy viazan® do membr§n subcelul§rnych 

podjednotiek. JednĨm z nich je aj membr§novo viazanĨ enzĨm DHRS7B, nach§dzaj¼ci 

sa v endoplazmatickom retikule. Jeho ¼ļasŠ sa predpoklad§ na metabolickĨch dejoch 

a moģno m§ podiel aj na patologickĨch stavoch. Pre z§kladn¼ charakteristiku je preto 

potrebn® najprv ich z²skanie v stave, ktorĨ n§m umoģn² Ņalġ² vĨskum, teda 

v purifikovanom stave. 
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Obr§zok 1: Ġtrukt¼ra biomembr§ny (Ġpajdelov§ et al., 2013). 

2 TEORETICKĆ ĻASş 

2.1 Membr§nov® prote²ny 

 

Ģiv¼ bunku moģno charakterizovaŠ ako s¼stavu d¹leģitĨch molek¼l drģanĨch 

uprostred obalu. TĨm je biologick§ membr§na, ktor§ je potrebn§ pre vznik a funkciu 

ģiv®ho organizmu. Je to bari®ra medzi vonkajġ²m a vn¼tornĨm prostred²m, zodpovedn§ 

za pr²jem ģiv²n a z§roveŔ br§ni ¼niku obsahu bunky. V s¼ļasnĨch predstav§ch je 

charakterizovan§ ako fluidn§ mozaikov§ ġtrukt¼ra (Ġpajdelov§ et al., 2013). Tvoren§ je 

z lipidov, prote²nov a sacharidov, priļom z§kladn¼ stavbu tvoria fosfolipidy a sfingolipidy. 

Lipidy maj¼ hydrofiln¼ hlaviļku, ktor§ smeruje von z membr§ny a jeden alebo dva 

hydrof·bne konce, paralelne usporiadan® do vn¼tra membr§ny (Obr. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TekutĨ charakter zabezpeļuje fluidn§ dvojvrstva. KeŅģe je membr§na polotekut§ 

neust§le sa men² jej stav, pres¼vaj¼ sa zloģky, ale ako celok si st§le drģ² ġtrukt¼ru. 

Okrem z§kladnĨch zloģiek sa v membr§ne nach§dza aj podiel cholesterolu a jeho pomer 

k mnoģstvu fosfolipidov ud§va fluiditu membr§ny. 
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Obr§zok 2: R¹zne sp¹soby interakci² prote²nov s membr§nou 

(Internet 1).  

Z§kladn¼ stavbu vġetkĨch bunkovĨch organel s²ce tvor² lipidov§ dvojvrstva, 

ale za ġpecifick® funkcie uģ s¼ zodpovedn® membr§nov® prote²ny. Tak®to prote²ny maj¼ 

v organizme r¹zne postavenie v r§mci fyziologickĨch procesov a dnes s¼ ļasto aj cieŎom 

farmakologickej lieļby (Alberts et al., 2005, Seddon et al., 2004). M¹ģu maŠ ¼lohu ako  

receptory, enzĨmy, transport®ry ļi antig®ny. RozdeŎuj¼ sa do dvoch skup²n, a to na 

integr§lne membr§nov® prote²ny, ktor® prech§dzaj¼ skrz membr§nu. Od tejto membr§ny 

ich m¹ģeme oddeliŠ iba naruġen²m lipidovej vrstvy. Druhou skupinou s¼ prote²ny Ŏahko 

oddeliteŎn® jednoduchĨmi postupmi (Alberts et al., 2005). AnalĨza gen·movĨch 

sekvenci² predpoved§, ģe asi 30% vġetkĨch prote²nov produkovanĨch Homo sapiens, 

Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae s¼ integr§lne membr§nov® prote²ny 

(Seddon et al., 2004). Integr§lne prote²ny interaguj¼ s lipidmi prostredn²ctvom slabĨch 

vod²kovĨch most²kov, Van der WallsovĨch s²l ļi i·novĨch interakci². Membr§nov® 

prote²ny teda m¹ģu byŠ asociovan® s membr§nou tromi r¹znymi sp¹sobmi  (Obr. 2):  

 

a) Transmembr§nov® prote²ny umiestnen® naprieļ membr§nou. ĻasŠ polypeptidov®ho 

reŠazca transmembr§novĨch prote²nov je hydrof·bna a je umiestnen§ v membr§ne. 

Tieto prote²ny m¹ģu prech§dzaŠ membr§nou raz alebo viackr§t.  

b) Membr§nov® prote²ny s lipidovou kotvou k membr§ne. U takĨchto prote²nov je ich 

polypeptidovĨ reŠazec pripojenĨ k membr§ne jednou alebo viacerĨmi kovalentnĨmi 

vªzbami. 

c) Perif®rne prote²ny, ktor® s¼ viazan® k membr§ne slabĨmi nekovalentnĨmi vªzbami. 

M¹ģu to byŠ  interakcie s negat²vne nabitĨmi lipidmi ļi inĨmi prote²nmi (Alberts et al., 

2005).  
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2.2 Detergenty  

 

Pre ġt¼dium membr§novĨch prote²nov v ļistej forme je potrebn® ich najprv 

uvoŎniŠ z dvojvrstvy membr§ny. Poļas toho doch§dza k poruġeniu lipidovej 

vrstvy  a uvoŎneniu membr§novĨch prote²nov. Tento proces uvoŎnenia z fosfolipidick®ho 

priestoru sa nazĨva solubiliz§cia a pre z²skanie konkr®tneho prote²nu zo zmesi 

uvoŎnenĨch prote²nov je potrebn§ purifik§cia. Na solubiliz§ciu membr§novĨch prote²nov 

sa najļastejġie vyuģ²vaj¼ detergenty, ktorĨm tieģ m¹ģeme hovoriŠ aj tenzidy. S¼ to 

chemick® zl¼ļeniny amfifilnej povahy, obsahuj¼ teda hydrofiln¼ aj hydrof·bnu ļasŠ. Od 

membr§novĨch fosfolipidov sa l²ġia tĨm, ģe maj¼ iba jeden hydrof·bny koniec 

a s prote²nom vytv§raj¼ komplex prote²n ï detergent tieģ nazĨvanĨ micela. Tieto ¼tvary 

tvoria detergenty aj bez pr²tomnosti prote²nu. Vytvorenie tohto komplexu a uvoŎnenie 

enzĨmu z membr§ny z§vis² od koncentr§cie pridan®ho detergentu (Obr. 3) (Alberts et 

al., 2005).  

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr§zok 3:  Zn§zornenie vplyvu r¹znej koncentr§cie detergentov 

(Internet 2) .  

Pri n²zkej koncentr§cii sa detergent viaģe iba na membr§nu a rozruġ² lipidov¼ vrstvu. Pri 

nadbytku pridan®ho detergentu sa jeho hydrof·bne konce naviaģu na membr§nov¼ ļasŠ 

transmembr§nov®ho prote²nu a tak ho uvoŎnia z prostredia fosfolipidov. DruhĨ koniec 

tenzidu je hydrofilnĨ a  zabezpeļ² transport prote²nu v roztoku. Pri vysokej koncentr§cii 

detergentu sa tak vytvoril komplex prote²n ï detergent (Alberts et al., 2005).  

 

  

Fosfolipidov§ membr§na 

N²zka koncentr§cia detergentov  Vysok§ koncentr§cia detergentov  
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2.2.1 Vġeobecn® vlastnosti detergentov  

 

Medzi jednu zo z§kladnĨch charakterist²k detergentov patr² kritick§ 

micel§rna koncentr§cia (CMC), ļo je najniģġia moģn§ koncentr§cia detergentu, pri ktorej 

doch§dza k tvorbe micely (Janson et al., 2011, Walls et al., 2011). Pri vytv§ran² micely  

tvoria "chvosty" tenzidov (hydrof·bne konce, zvyļajne uhŎovod²kov® reŠazce) jadro 

podobn® olejovej kvap¹ļke a ich ionizovan® (alebo aspoŔ pol§rne) "hlavy" tvoria 

vonkajġ² obal, ktorĨ udrģuje kontakt s vodnĨm prostred²m (Obr. 4). Poļas vytv§rania 

micel§rneho komplexu doch§dza k n§hlej zmene povrchov®ho napªtia a fyzik§lnych 

vlastnost². Hodnota CMC je charakteristikou dan®ho detergentu a men² sa v z§vislosti 

od podmienok, vr§tane pH, i·novej sily, teploty, pr²tomnosti bielkov²n, lipidov a inĨch 

detergentnĨch molek¼l (Seddon et al., 2004). Vªļġinou sa nach§dza v rozmedz² aģ 10-

5 aģ 10-3 mol.dmï3.  
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Obr§zok 4: Tvorba micely pri dosiahnut² CMC (Internet 3). 
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CMC kles§ s dŌģkou alkylov®ho reŠazca a zvyġuje sa s poļtom dvojitĨch 

vªzieb v molekule detergentu (Seddon et al., 2004). Pri n²zkych teplot§ch s¼ detergenty 

nerozpustn® a tak sa postupne so zvyġovan²m teploty stupŔuje rozpustnosŠ detergentu, 

zvyġuje sa jeho koncentr§cia, aģ kĨm nedosiahne CMC. Zvyġovanie teploty detergentu, 

a tĨm jeho rozpustnosti, prebieha aģ do bodu kritickej micel§rnej teploty (CMT), keŅ 

monom®rne jednotky tenzidu zaļn¼ formovaŠ micelu. Teplota, pri ktorej s¼ vġetky tri f§zy 

ï kryġtalick§, monom®rna a micel§rna ï v rovnov§he, sa nazĨva Kraftov Bod (Sigma-

Aldrich, 2017). Pre mnoh® detergenty je CMT rovn® Kraftovmu bodu (Obr. 5). Poļet 

monom®rov obsiahnutĨch v micele je zn§my ako agregaļn® ļ²slo (Seddon et al., 2004). 

 

 

Obr§zok 5:  Grafick® zn§zornenie z§vislosti koncentr§cie detergentu a 

teploty.  Kraftov bod je rovnĨ CMC (Sigma-Aldrich, 2017). 
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Obr§zok 6: Dodecylsulf§t sodnĨ (SDS). 

2.2.2  Skupiny detergentov  

 

1) I·nov® detergenty ï detergenty, ktor® obsahuj¼ skupinu s n§bojom, ktorĨ m¹ģe byŠ 

buŅ kati·novĨ alebo ani·novĨ a taktieģ hydrof·bny uhŎovod²kovĨ reŠazec alebo 

steroidn¼ kostru. JednĨm z naj¼ļinnejġ²ch je anionickĨ detergent dodecyl sulf§t sodnĨ 

(SDS), ktorĨ je z chemickej str§nky zvyļajne zmes sodnĨch alkylsulf§tov, najmª 

laurylsulf§tu (Obr. 6) (Internet 4). Efekt²vny je aj pri solubiliz§cii membr§novĨch 

prote²nov, ale takmer vģdy do urļitej miery denaturuje prote²n. Niektor® prote²ny m¹ģu 

byŠ opªŠ renaturovan® odstr§nen²m denaturuj¼ceho prvku SDS. Medzi Ņalġ² z i·novĨch 

detergentov patr² cetyl trimetyl-amonium bromid (CTAB), ktorĨ narozdiel od SDS je 

kationickĨm typom (Seddon et al., 2004, Internet 5). 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

2) Nei·nov® detergenty obsahuj¼ nenabit¼ hydrofiln¼ skupinu, buŅ polyoxyetyl®novĨch, 

alebo glykozidickĨch skup²n. Nei·nov® detergenty sa vġeobecne povaģuj¼ za mierne a 

relat²vne nedenaturuj¼ce, pretoģe nar¼ġaj¼ interakcie lipid-lipid a interakcie lipid-prote²n 

sk¹r, ako interakcie prote²n-prote²n. To n§m umoģŔuje solubiliz§ciu v nei·novĨch 

detergentoch bez ovplyvnenia ġtruktur§lnych a funkļnĨch vlastnost² prote²nu, takģe 

bude prote²n izolovanĨ vo svojej biologicky akt²vnej forme. Patr² sem napr²klad n-

dodecyl-b-maltozid (DDM) (Obr. 7). Niektor® kr§tkoreŠazov® nei·nov®ho detergenty, ako 

je n-oktyl-h-d-glukopyranozid (OG) m¹ģu sp¹sobiŠ deaktiv§ciu prote²nu. ńalġ²m 

pr²kladom nei·novĨch tenzidov je napr²klad Triton X-100, C12E8, Digitonin, Igepal CA-

630, C8E4, C8E5 (Le Maire et al., 2000, Seddon et al., 2004). 
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Obr§zok 7: Ġtukt¼ra detergentu n-Dodecyl ï ɓ ï maltozidu (DDM).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3) Zwitteri·nov® detergenty kombinuj¼ vlastnosti i·novĨch a nei·novĨch detergentov a  

vo vġeobecnosti viac deaktivuj¼ prote²ny ako nei·nov® detergenty. Tieto zl¼ļeniny na 

b§ze steroidov, ako s¼ ģlļov® soli a 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-

propansulfon§t (CHAPS), tvoria oddelen¼ triedu relat²vne jemnĨch detergentov. 

Charakterizovan® s¼ n²zkou i·novou silou z§vislou od agregaļn®ho ļ²sla (Le Maire et 

al., 2000). Maj¼ vyuģitie aj  v ġtruktur§lnych ġt¼di§ch membr§novĨch prote²nov (Seddon 

et al., 2004). ńalej sem patr² aj ZWITTERGENT 3-X. 
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2.2.3 Odstr§nenie detergentu  

 

Detergent, ktorĨ sa pouģije na zabezpeļenie solubiliz§cie, aby sa dostatoļne 

povolili vªzby medzi zloģkami v membr§ne a dostali sme prote²n mimo prostredia 

membr§ny, je obvykle v pomerne vysokej koncentr§cii. TakĨto nadbytok ale m¹ģe 

skomplikovaŠ Ņalġiu pr§cu. Existuj¼ r¹zne met·dy ako nadbytok detergentu odstr§niŠ 

a z§roveŔ zachovaŠ vhodn® prostredie pre Ņalġiu pr§cu s prote²nom. Tieto met·dy 

vyuģ²vaj¼ vlastnosti detergentu ako CMC alebo agregaļn® ļ²slo (Seddon et al., 2004). 

 

a) DialĨza :  

 

Pri dialĨze sa nach§dza zmes prote²nu a detergentu v syst®me tzv. 

dialyzaļnej trubiļky, ktor§  je tvoren§  polopriepustnou membr§nou. Syst®m je ponorenĨ 

do tlmiv®ho pufru bez detergentu a za n²zkej teploty a st§leho mieġania prep¼ġŠa 

membr§na mal® molekuly, aģ kĨm sa nevyrovn§ rovnov§ha v oboch roztokoch. 

ĠtudovanĨ  prote²n ost§va uzavretĨ vo vn¼tri dialyzaļn®ho syst®mu (Obr. 8). Zriedenie 

detergentu na koncentr§ciu niģġiu ako je CMC sp¹sob² rozloģenie micel aģ na 

monom®ry, ktor® m¹ģu byŠ bezpeļne odstr§nene dialĨzou. Technika je najlepġia pre 

detergenty s vysokou CMC a n²zkou molekulovou hmotnosŠou a nie je vhodn§ pre 

detergenty s n²zkou hmotnosŠou (Seddon et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dialyzaļn§ trubiļka 
detergent 

Obr§zok 8: Priebeh odstr§nenia detergentu pomocou dialĨzy 

(Internet 6).  
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b) Hydrof·bna adsorpcia : 

 

 Pri tejto met·de sa amfifiln® detergenty viaģu na hydrof·bne matrice 

(hydrof·bne guliļky). Po ich spoloļnom zmieġan² sa nechaj¼ st§Š a n§sledne m¹ģu byŠ 

odstr§nene filtr§ciou alebo centrifug§ciou. Tento pr²stup je vhodnĨ na odstraŔovanie 

detergentov s n²zkym CMC (Seddon et al., 2004). 

 

 

c) G®lov§ chromatografia : 

 

Pracuje na z§klade veŎkostnĨch rozdielov medzi detergentom a bielkovinou, 

detergentom a micelami alebo detergentom, lipidmi a micelami. G®l umiestnenĨ v kol·ne 

funguje ako sito, pretoģe obsahuje p·ry. Mal® molekuly ostan¼ zachyten® v p·roch, 

zatiaŎ ļo veŎk® preteļ¼ kol·nou rovnako rĨchlo ako mobiln§ f§za a objavia sa vo 

vĨslednom elu§te. G®lov§ chromatografia sa ļasto pouģ²va na vĨmenu detergentu za 

inĨ (Seddon et al., 2004). 

 

 

d) I·n-vĨmenn§ chromatografia : 

 

Vyuģ²va rozdielny n§boj medzi bielkovinovo-detergentnĨmi micelami a 

homog®nnymi detergentnĨmi micelami. T§to met·da sa pouģ²va pre odstr§nenie 

nadbytku neionickĨch a zwitteri·novĨch detergentov. Prote²n sa z chromatografickej 

kol·ny potom eluuje zmenou i·novej sily, alebo zmenou pH, alebo premyt²m i·novĨmi 

detergentami (Seddon et al., 2004). 
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2.3 Solubiliz§cia membr§novĨch prote²nov 

 

Solubiliz§cia je dej, ktor®ho vĨsledkom je rozruġenie vªzieb medzi 

membr§novĨm prote²nom a ļasŠami membr§ny, pri ktorom doch§dza k uvoŎneniu 

membr§nov®ho prote²nu do vodn®ho roztoku. To nast§va vŅaka pridaniu amfifilnej l§tky, 

ktorou je pr§ve detergent (tenzid). Tenzid uzatv§ra prote²n do micely, priļom svojimi 

hydrofilnĨmi skupinami je v kontakte s roztokom. Hydrof·bne ļasti prote²nu, ktor® 

doposiaŎ interagovali s membr§nou sa viaģu s hydrof·bnymi koncami detergentu. 

V tomto stave ho tenzid dok§ģe preniesŠ do in®ho prostredia. Tak je prote²nu doļasne 

zabezpeļen® n§hradn® lipidick® prostredie, v ktorom doposiaŎ existoval (Seddon et al., 

2004). VĨsledkom je hydrof·bny prote²n uvoŎnenĨ do roztoku, vŅaka ļomu s n²m 

m¹ģeme Ņalej pracovaŠ. Napriek tomu ale solubiliz§cia mnohĨmi detergentami ļasto 

vedie k inaktiv§cii prote²nov. To plat² najmª pre detergenty s kr§tkym (C7-C10) 

uhŎovod²kovĨm reŠazcom, napr. oktylglukozid a C8E4 alebo C8E5, ktor® s¼ ļasto viac 

inaktivuj¼ce ako efekt²vne detergenty so strednou dŌģkou (C12-C14) uhŎovod²kov®ho 

reŠazca (Le Maire et al., 2000). 

Lipidy z membr§nov®ho do micel§rneho prostredia prech§dzaj¼  

v trojf§zovom priebehu: 1. etapa je, keŅ ļasti detergentov zaļ²naj¼ byŠ prij²man® 

lipidovou f§zou, v 2. etape zaļ²na detergent vytv§raŠ v membr§ne tzv. membr§nov® 

fragmenty obklopen® molekulami detergentu, ale eġte nedoch§dza k solubiliz§cii 

a predpoklad§ sa, ģe takto koexistuj¼ spolu pri rovnov§ģnych termodynamickĨch 

podmienkach. V etape 3 uģ pomaly zaļ²naj¼ byŠ lipidick® a prote²nov® jednotky 

solubilizovan® ako nejak® mal® mnoģstvo nesedimentuj¼cich objektov alebo ako 

zmieġan® micely, a napokon v etape 4 s¼ vytvoren® micely detergent-lipid a detergent-

prote²n (Obr. 9) (Le Maire et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr§zok 9: Membr§nov® prote²ny solubilizovan® detergentom OG 

(Internet 7).  
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Obr§zok 10: Kroky purifik§cie (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 2010).  

2.4 Purifik§cia prote²nov 

 

Purifik§ciou sa oznaļuje viacero procesov, pri ktorĨch je z²skanĨ konkr®tny 

cieŎovĨ prote²n v ļistej forme. Pri tomto procese doch§dza k odstr§neniu zloģiek, ktor® 

nie s¼ potrebn® pre Ņalġiu pr§cu, resp. by sp¹sobili nespr§vne vĨsledky. Prote²ny 

obvykle izolujeme z buniek, tkaniva alebo z extraceulul§rnych tekut²n. Pre z§kladn¼ 

charakteriz§ciu a bliģġie ġt¼dium prote²nu je potrebn® maŠ cieŎovĨ prote²n v ļistej forme. 

Jedine takto m¹ģeme zisten® vlastnosti prip²saŠ danej molekule ï m¹ģeme ġtudovaŠ jeho 

ġtrukt¼ru, funkciu, a v pr²pade enzĨmu jeho substr§tov¼ ġpecifickosŠ, atŅ. V mnohĨch 

pr²padoch je d¹leģit§ vysok§ ¼roveŔ ļistoty, a preto prebieha purifik§cia v niekoŎkĨch 

postupnĨch krokoch (Obr. 10). KaģdĨ stupeŔ ale z§roveŔ sp¹sob² ist¼ stratu produktu, 

a preto je najlepġ² postup ten, pri ktorom sa dosiahne najvyġġia kvalita ļistenia 

v najmenġ²ch krokoch (Internet 1, Zubgay et al., 1988). 

 

 

1.           2.            3.               4.            5.                     6. 

 

 

 

 

 

1. Materi§l pre purifik§ciu ï bunky, tkaniv§; 2. Homogeniz§cia materi§lu; 3. 

Centrifug§cia; 4. Zber vhodnej subcelul§rnej frakcie; 5. Filtr§cia vzorky; 6. Purifik§ļnĨ 

proces ï chromatografick§ separ§cia, jeden z purifikaļnĨch krokov. 
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2.4.1 Pr²prava vzorky na purifik§ciu  

 

2.4.1.1 Dezintegr§cia buniek predch§dza solubiliz§cii  

 

Na zaļiatku je potrebn® pripraviŠ homogen§t z buniek zdrojov®ho materi§lu 

pre zisk cieŎov®ho prote²nu. K dezintegr§ci² buniek sl¼ģi proces homogeniz§cie. Existuje 

mnoģstvo homogenizaļnĨch techn²k a ich pouģitie z§leģ² na type buniek, ktor® sa 

dezintegruj¼. K homogeniz§cii doch§dza met·dami mechanickĨmi, chemickĨmi alebo 

enzymatickĨmi. Medzi fyzik§lne-chemick® met·dy patr² rozbitie buniek ultrazvukom, a ak 

to nestaļ², tak sa pouģije kombin§cia detergentu s ultrazvukom (Alberts et al., 2005). 

Medzi mechanick® sp¹soby patr² Elvehjem-Potterov homogeniz§tor, pouģitie 

guŎ¹ļkov®ho mlynu a homogeniz§cia vysokĨm tlakom. Z chemickĨch met·d sa 

vyuģ²vaj¼ organick® rozp¼ġŠadl§, ale tie denaturuj¼, takģe ich vyuģitie v purifik§cii 

prote²nov je minim§lne (Tzannis et al., 1991). 

 

2.4.1.2 Centrifug§cia 

 

Po rozruġen² buniek homogeniz§ciou vznikne homogen§t. Pre purifik§ciu je 

potom nutn® pripraviŠ vhodn¼ subcelul§rnu frakciu, kde sa cieŎovĨ enzĨm nach§dza. Na  

to sa vyuģ²va centrifug§cia (Obr. 11). Pri centrifug§cii doch§dza k separ§cii ļast²c na 

z§klade rozdielnej sedimentaļnej rĨchlosti. Izolovan® frakcie sa m¹ģu pouģiŠ na Ņalġiu 

pr§cu (Internet 6, Jeremy MB et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr§zok 11: Zn§zornenie vzorky pred centrifug§ciou a po 

centrifug§cii (Internet 8). 
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2.4.2  Proces purifik§cie 

 

Pre purifik§ciu prote²nov sa najļastejġie vyuģ²vaj¼ r¹zne typy 

chromatografie, keŅ vzorka interaguje s matricou v kol·ne. Separovan® s¼ podŎa 

rozdielov ich vlastnost² (Tab. 1). P¹vod matrice urļuje, ļi separ§cia z§vis² na rozdieloch 

hmotnosti, n§boja alebo afinity. Rozliġujeme g®lov¼, i·novo-vĨmenn¼, hydrof·bnu ļi 

afinitn¼ chromatografiu (Bilkova et al., 1999). 

 

 

 
TabuŎka 1: Vyuģitie vlastnost² prote²nov pri purifik§cii. Jednotliv® techniky nie s¼ 

vhodn® pre vġetky f§zy purifik§cie. 

 

 

 

 

 

 

Efekt²vne funguj¼ iba niektor® met·dy. Ļasto je pri tomto kroku purifik§cie 

probl®mom to, ģe prote²ny nie s¼ do takej miery vhodne upraven®, aby vykazovali vysok¼ 

afinitu a substr§tov¼ ġpecifickosŠ. Jednou z chromatografickĨch met·d, doposiaŎ 

najpouģ²vanejġou, je afinitn§ chromatografia. Touto met·dou dok§ģeme separovaŠ 

biologick® molekuly, ktor® s¼ inak Šaģko separovateŎn®, pretoģe rozdiely v ich fyzik§lno-

chemickĨch vlastnostiach s¼ veŎmi mal® (Chur§ļek et al., 1990 , Mikeġ et al., 1980). 

 

 

 

 

 

 

 

VlastnosŠ prote²nu Technika 

Hydrofobicita Reverzn§ f§za 

VeŎkosŠ G®lov§ filtr§cia 

N§boj I·novo vĨmenn§ chromatografia 

ĠpecifickosŠ ligandu Afinitn§ chromatografia 
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2.4.2.1  Afinitn§ chromatografia (AC) 

 

Jej podstatou je schopnosŠ biologicky akt²vnych l§tok sa ġpecificky 

a reverzibilne viazaŠ na komplement§rnu zl¼ļeninu (afinitnĨ ligand) imobilizovan¼ na 

matrici v chromatografickej kol·ne. Afinitn§ chromatografia sa ļasto vyuģ²va pre 

purifik§ciu rekombinantnĨch prote²nov. Tie s¼ vo vªļġine exprimovan® so sekvenciou 

aminokysel²n (AMK), ktor® vykazuj¼ ġpecifick¼ vªzbu k matrici v kol·ne. T§to sekvencia 

AMK je na N- alebo C- termin§lnom konci prote²nu nazĨva aj a ako - tag alebo kotva 

(Linder et al., 1997,Terpe, 2003, Young et al., 2012). 

 

Vyuģitie takĨchto tagov dopomohlo efekt²vnejġej purifik§cii rekombinantnĨch 

prote²nov (Soto-Rodr²guez et al., 2017). Pr§ve jednou z najpouģ²vanejġ²ch je napr. 

Histid²nova kotva (his-tag), ļo je sekvencia 6-10 histid²nov, ktor§ m§ mal¼ veŎkosŠ 

a slabĨ n§boj (0,8 -1 kDa). Hoci sa predpoklad§, ģe histid²nov§ kotva neovplyvŔuje 

ġtrukt¼ru a funkciu prote²nu, tak t§to skutoļnosŠ nie je ļasto experiment§lne overovan§. 

Carson et al. (2007) tak previedli niekoŎk® porovnania ġtrukt¼r s kotvou aj bez nej 

s vĨsledkom, ģe histid²nov§ kotva nem§ veŎkĨ vplyv na samotn¼ ġtrukt¼ru prote²nu 

(Carson et al., 2007). Zistenie o jej vplyve na aktivitu prote²nu sa ale ned§ zovġeobecniŠ, 

pretoģe z§vis² individu§lne od konform§cie a aminokyselinovej sekvencie dan®ho 

prote²nu (Navr§til H., 2014). Medzi Ņalġie pouģ²van® kotvy patr² glutathionïSï

transfer§za (GST-tag), malt·zu viaģuci prote²n (MBP), c-myc znaļka (c-myg tag), FLAG 

peptidov§ znaļka (FLAG-tag) (Internet 9).  

 

Histid²nov§ kotva je afinitn§ k i·nom Cu2+, Ni2+, Co2+, Zn2+,  ktor® maj¼ 

funkciu ligandu a s¼ viazan® na pevn® f§zy (polym®rny nosiļ ï kol·na) chal§tovĨm 

komplexom. D¹leģitĨm aspektom ¼speġnej afinitnej chromatografie je pr§ve aj vĨber 

vhodn®ho ligandu, ktorĨ je kovalentne viazanĨ na povrch stacion§rnej f§zy. M¹ģu byŠ 

totiģ vysoko selekt²vne a viazaŠ sa iba na jeden, ļi mal¼ skupinu prote²nov (Hedhammar 

et al., 2006). Okrem spom²nanĨch i·nov sa pouģ²vaj¼ v pr²pade inĨch tagov napr. 

protil§tky, steroidn® horm·ny, vitam²ny ļi inhib²tory prote²nov.  
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Obr§zok 12:  Postupn® kroky afinitnej chromatografie (upraven® podŎa 

Emri et al. , 2011). Po nanesen² vzorky na kol·nu sa prote²ny ġpecificky viaģu na 

ligandy, ktor® s¼ ukotven® na matrix. Nasleduje premytie frakcie, odstr§nenie neļist¹t 

a napokon el¼cia a z²skanie ļist®ho purifikovan®ho prote²nu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poļas vlastn®ho procesu AC je afinitnĨ nosiļ inkubovanĨ so vzorkou, a vtedy 

doch§dza k reverzibilnej vªzbe medzi cieŎovou molekulou (prote²nom) a ligandom. 

Molekuly, ktor® sa nenaviazali a p¹sobili by ako neļistoty, sa odstr§nia premĨvac²m 

pufrom (Obr. 12). El¼cia cieŎov®ho prote²nu potom prebieha uģ ġpecificky, a to zmenou 

pH alebo pouģitia eluļn®ho pufru s nadmernĨm mnoģstvom kompetet²vneho ligandu 

napr. pufr s imidazolom alebo histid²nom (Zatloukalov§, 2004). 
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2.5 Dehydrogen§zy/redukt§zy s kr§tkym reŠazcom (SDR)  

nadrodina  

 

Nadrodina dehydrogen§z/redukt§z s kr§tkym reŠazcom (SDR) je jednou 

z najvªļġ²ch prote²novĨch nadrod²n, ktor§ zahŘŔa heterog®nnu skupinu enzĨmov. Ide 

o nadrodinu prevaģne oxidoredukļnĨch enzĨmov, ktor® boli prvĨkr§t identifikovan® 

v roku 1980. Najprv boli n§jden® len v bakt®ri§ch a jednoduchĨch eukaryotoch, a aģ 

nesk¹r sa zistilo ich zast¼penie aj vo vyġġ²ch triedach (Bahtia et al., 2015). SDR enzĨmy 

sa nach§dzaj¼ v bunkovĨch jednotk§ch ako je membr§na ER, mitochondrie a 

v cytoplazme. Okrem oxidoredukt§z sa medzi nimi nach§dzaj¼ aj izomer§zy, syntet§zy 

ļi enzĨmy bez dok§zanej katalytickej aktivity (Kallberg et al., 2002). 

 

2.5.1 SDR ako st§le sa rozrastaj¼ca rodina  

 

Z poslednĨch vĨskumov je zn§me, ģe v s¼ļasnosti asi 25% vġetkĨch 

dehydrogen§z patr² pr§ve do skupiny SDR. Asi polovica SDR rod²n je iba v bakt®ri§ch. 

V Ŏudskom gen·me bolo n§jdenĨch 47 SDR rod²n, zahrŔuj¼cich  82 g®nov. V  90.rokoch 

nadrodina obsahovala iba p§r z§stupcov. Na z§klade ¼dajov od Person et al. (2009) 

z dan®ho roku sa v sekvenļnĨch datab§zach vtedy nach§dzalo asi 47000 prim§rnych 

ġtrukt¼r. Zn§mych bolo viac ako 300 kryġtalickĨch ġtrukt¼r (Persson et al., 2009), no 

z poslednĨch vĨskumov je zn§my ¼daj 680 000 ļlenov (Jºrnvall et al., 2015). D¹kazom, 

ģe ide o naozaj veŎmi rozmanit¼ nadrodinu je sekvenļn§ zhoda medzi jednotlivĨmi 

z§stupcami, ktor§ je iba 15 ï 30% (Oppermann et al., 2001).  

 

2.5.2 AminokyselinovĨ reŠazec SDR enzĨmov  

 

PolypeptidovĨ reŠazec SDR enzĨmov je tvorenĨ z 250 aminokysel²n ale 

neplat² to pre vġetky enzĨmy. Existuj¼ aj typy s rozġ²renĨm C-koncom reŠazca 

a obsahom aģ 350 aminokysel²n. Okrem monom®rnych typov pozn§me aj oligom®ry 

s homodim®rnou alebo homotetram®rnou kvart®rnou ġtrukt¼rou (Kananagh, 2008).  
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Obr§zok 13:  Ġtrukt¼ra SDR (short-chain dehydrogenases/reductases).  

Modrou farbou s¼ zn§zornen® ɓ-skladan® listy, Ŭ-helixy s¼ oznaļen® ļervenou farbou 

a kofaktory s¼ zakreslen® pomocou konformaļnĨch vzorcov (Internet 10). 

 

2.5.3 Ġtrukt¼ra dehydrog®n/redukt§z s kr§tkym reŠazcom 

 

PodkladovĨm ġtrukt¼rnym prvkom pre SDR je Rosmanov z§hyb zloģenĨ zo 

siedmych paralelne usporiadanĨch ɓ-listov a niektor® z nich s¼ obklopen® troma Ŭ-

helixmi z kaģdej strany (Obr. 13). ReŠazec obsahuje miesto bohat® na glyc²n, vysoko 

konzervat²vne (t.j. nemenn®), kde sa m¹ģe viazaŠ kofaktor (obvykle NAD+ ļi NADPH). 

Akt²vne miesto vykazuje urļit¼ variabilitu a viaģe substr§t (Bray et al., 2009). Z celej 

nadrodiny SDR je najviac konzervovanĨ zbytok tyroz²n (Tyr), a z§roveŔ je s¼ļasŠou 

konzervovan®ho sekvenļn®ho mot²vu nach§dzaj¼ceho sa v akt²vnom mieste. Ide o ļasŠ 

tvoren¼ tetra®drou aminokysel²n Tyr-Lys-Ser-Asn. Jednotliv® enzĨmy katalizuj¼ rozliļn® 

substr§ty, substr§tov§ ġpecifickosŠ SDR enzĨmov je rozmanit§, obsahuje alkoholy, 

cukry, retinoidy, steroidy, lipidy a xenobiotik§. EnzĨmy z SDR nadrodiny s¼ zodpovedn® 

za metabolick® procesy ļi sign§lnu regul§ciu. 

Pre enzĨmy z tejto nadrodiny je typickĨ usporiadanĨ katalytickĨ 

mechanizmus dvojsubstr§tovej (tzv. bi-bi) reakcie, keŅ sa kofaktor viaģe ako prvĨ 

a odp§ja sa ako poslednĨ.  
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Obr§zok 14:  Zn§zornenĨch sedem typov SDR. VeŎk® p²smeno vyjadruje typ 

SDR, pod n²m je ļ²slo uv§dzaj¼ce poļet ļlenov a poļet rod²n. V spodnĨch r§mļekoch je 

uveden§ enzĨmov§ aktivita a ġpecifick§ sekvencia akt²vneho miesta (Persson et al., 

2013). 

 

2.5.4 Sedem typov SDR enzĨmov 

 

 SDR enzĨmy sa delia do typov. PodŎa charakteristickĨch mot²vov 

rozliġujeme sedem z§kladnĨch SDR typov. Najfrekventovanejġie zast¼penie je 

v klasickom type (C = classical) ï 285 rod²n a nasleduj¼cou je kateg·ria rozġ²ren®ho 

typu (E = extended) ï 81 rod²n. ńalej je to atypickĨ typ (A = atypical), strednĨ (I = 

intermediate), rozdielny (D = divergent), komplexnĨ (X = complex) a nepridelenĨ (U = 

unassigned) (Obr. 14) (Persson et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Prv® tri rodiny (C, E, A) zahŘŔaj¼ enzĨmy SDR Ŏudsk®ho typu. Klasick§ sa 

Ņalej ļlen² na tri z§kladn® klastre (zvªzky) C1, C2 a C3 (Obr. 15). C1 obsahuje prote²ny, 

ktor® sa nenach§dzaj¼ v membr§nach a zahŘŔa 18 ļlenov, ktor® katalyzuj¼ reakcie 

mnohĨch zl¼ļen²n ako koenzĨm A, prostagland²ny a molekuly podobn® chin·nu. 

V klastroch C2 (19 ļlenov) a C3 (17 ļlenov) s¼ typick® membr§nov® enzĨmy, ktor® 

enzymaticky premieŔaj¼ retinoidov® a steroidov® substr§ty. Od ļlenov v C1 sa l²ġia 

pr²tomnosŠou N-koncovej trasmembr§novej ġpir§ly. Detailnejġie rozdelenie v 

jednotlivĨch klastroch je podŎa sekvenci² aminokysel²n a tieģ podŎa toho, akĨ substr§t 

enzĨm dok§ģe enzymaticky premeniŠ.  

Toto rozdelenie bolo vyuģit® pre navrhnutie algoritmu zn§meho ako Hidden 

Markov Model (HMM), ktorĨ bol pouģitĨ pre n§jdenie podobnĨch sekvenci² v SDR. Na 

z§klade toho boli Ņalej SDR roztrieden® a bolo zaveden® n§zvoslovie (Bray et al., 2009).  
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Obr§zok 15:  ōudsk® SDR enzĨmy rozdelen® na typy a klastre. Schematick® 

zobrazenie jednotlivĨch klastrov v klasickom, rozġ²renom a atypickom type pre Ŏudsk® 

enzĨmy SDR. Kr§tke dŌģky zobrazuj¼ homologn® prote²ny a dlhġie zasa vyjadruj¼ 

vzdialenejġ² evoluļnĨ vzŠah. KaģdĨ ļlen superrodiny je anotovanĨ pomocou symbolu 

g®nu. Symbol hviezdiļky (*) alebo ļerven§ bodka oznaļuje jedn¼ alebo viacero ġtrukt¼r, 

ktor® s¼ k dispoz²cii pre dom®nu SDR (Bray et al., 2009). 
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2.6  Nomenklat¼ra SDR  

 

SDR nadrodina bola rozdelen§ na rodiny a podrodiny. Plat² syst®m 

udrģateŎnej a usporiadanej nomenklat¼ry kaģd§ Ŏudsk§ SDR rodina m§ svoje jedineļn® 

ļ²slo od 1 po 48. ńalej s¼ ļ²slovan® rodiny z cicavcov a eukaryot, za nimi nasleduj¼ 

rodiny pr²tomn® v bakt®ri§ch a archae§ch. Posledn® dost§vaj¼ ļ²slo tie, ktor® s¼ iba 

v bakt®ri§ch. Predpoklad§ sa neust§ly n§rast SDR rodiny, a s tĨm spojenĨ aj u ich ļ²sel 

(Persson et al., 2009). 

 

2.6.1  Ļ²slovanie jednotlivĨch ļlenov rodiny:  

 

Na zaļiatku je v nomenklat¼re vģdy n§zov nadrodiny (SDR) a nasleduje 

ļ²slo rodiny (1-47) spolu s p²smenom, ktor® charakterizuje konkr®tny typ (klasickĨ ï C, 

rozġ²renĨ ï E, atypickĨ ï A) (Obr. 16). Ļ²slo na konci vyjadruje dan®ho z§stupcu, a tak 

s¼ oddelen® jednotliv® rodiny napr. SDR1E1. Nespracovan® pseudog®ny s¼ oznaļen® 

individu§lnym ļ²slom s pr²davkom ËËPËË, napr. SDR14E1P. Ak sa v enzĨme vyskytuj¼ 

polymorfizmy oznaļujeme to hviezdiļkou (*) , napr. SDR11E1*1 (Persson et al., 2009). 

 

 

                    nadrodina SDR rodina               typ (klasickĨ ïC) 
 
 
 

SDR 32 C 1    ļlen (DHRS7B) 

 

 

 

 

 

Obr§zok 16: Nomenklat¼ra SDR nadrodiny. 
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2.7 DHRS7B 

 

2.7.1 Lokaliz§cia a parametre 

 

DHRS7B je ŎudskĨ enzĨm z nadrodiny SDR, patr² do klasick®ho typu C a  

nach§dza sa v klastri C3 (Bhatia et al., 2015). Jeho g®n je lokalizovanĨ je na 

chromoz·me 17p21.  Prote²n sa sklad§ z 325 aminokysel²n a m§ molekulov¼ hmotnosŠ 

35,1 kDa (Bray et al., 2009).  

 

2.7.2 Vlastnosti  a funkcia   

 

ōudsk§ forma DHRS7B m§ svoj g®n na chromoz·me 17p12 (Bray et al., 

2009) ale viac inform§cii o jeho funkcii v Ŏudskom organizme doposiaŎ nie je zn§mych. 

PredpokladanĨm kofaktorom je NADPH. 

DoposiaŎ bol DHRS7B sk¼manĨ iba u myġ² a op²sanĨ bol ako membr§novĨ 

(Ġtambergov§ et al., 2014) a peroxizom§lny redukļnĨ prote²n (PexRap).  

 Pri jeho neaktivite ļi nedostatku sa prejavil u myġ² pokles hladiny 

leukocytov, lymfocytov aģ takmer ¼pln® vymiznutie neutrofilov (Lodhi et al., 2012). 

Identifik§cia PexRap interaguj¼cich prote²nov dok§zala, ģe ich pr²tomnosŠ zasahuje do 

lipidick®ho syst®mu, ļo bolo dokazen® pr§ve v myġacom organizme (Lodhi et al., 2012).  

Bolo preuk§zan®, ģe sa z¼ļastŔuje synt®zy ®terovĨch lipidov, ktor® s¼ ligandmi pre 

PPARy, ktor® maj¼ spojitosŠ s adipogen®zou. PexRap zasahuje pr§ve do regul§cie 

PPARy receptorov. No to, ako sa podieŎa PPARɔ na rozdielnej tvorbe hned®ho  a bieleho 

tuku nie je doposiaŎ zn§me (Lodhi et al., 2017). 
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3 CIEō PRĆCE 

 

 CieŎom pr§ce bolo z²skaŠ purifikovanĨ ŎudskĨ rekombinantnĨ enzĨm 

DHRS7B v akt²vnej forme. Z§kladnĨm materi§lom boli Sf9 mikroz·my obsahuj¼ce 

ŎudskĨ rekombinantnĨ prote²n DHRS7B.  

 

CieŎ pr§ce m¹ģeme rozdeliŠ : 

 

¶ Screening solubilizaļnej ¼ļinnosti r¹znych detergentov na uvoŎnenie 

DHRS7B z mikrozom§lnej membr§ny 

¶ Stanovenie aktivity DHRS7B po solubiliz§cii r¹znymi detergentami 

¶ VĨber najvhodnejġieho detergentu pre solubiliz§ciu DHRS7B 

¶ Solubiliz§cia vªļġieho mnoģstva Sf9 mikrozom§lnej frakcie 

s rekombinantnĨm DHRS7B vybranĨm detergentom 

¶ Purifik§cia DHRS7B zo solubilizovanĨch mikroz·mov pomocou afinitnej 

chromatografie 

¶ Vyhodnotenie purifikaļn®ho postupu a ¼speġnosti z²skania purifikovan®ho 

rekombinantn®ho enzĨmu DHRS7B 
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4 EXPERIMENTĆLNA ĻASş 

4.1 Materi§l 

4.1.1 Pom¹cky 

 

Automatick® pipety a ġpiļky (0,5Õl ï 5ml )                                Biohit  

ElektroforetickĨ syst®m Bio ï Rad 

Fotofilm Thermo Scientific CL-X Thermo Fisher Scientific 

Kazeta na vyvolanie fotografick®ho filmu Amersham Biosciences 

Multikan§lov§ pipeta a ġpiļky (0,5Õl ï 5ml )                             Biohit 

Nitrocelul·zov§ membr§na ( 0,45 Õm) GE Healthcare 

Ultracentrifugaļn® sk¼mavky Amicon ultra ï 4                         Merck Milipore 

Laborat·rne sklo : kadiļky, odmern® valce, lyģiļky, mieġadlo  

 

4.1.2 Pr²stroje 

 

Analytick® v§hy Scaltec SBC22 Sartorius 

Blotovac² syst®m Trans-Blot Turbo Transfer Syst®m Bio - rad 

Centrifuga  WX ultra 80   Thermo 

Centrifuga Biofuge                                                                    Heraeus 

DokumentaļnĨ syst®m GelDoc                                                Bio ï rad 

Hlbokomraziaci box Herafreeze Heraeus 

Chromatograf Akta purifier Amershaam Biosciences 

Kolona Histrap 1 ml                                                                  GE healthcare 

KĨvaļka Unimax 1010 Heildoph 

Magnetick§ mieġaļka Hyrtel ATR 8068                                    IKA 

Mieġaļka Vortex Genius 3  IKA 
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Predv§ģka PT310 Sartorius 

Rot§tor  Biosan 

Thermomixer comfort Eppendorf 

Spektrofotometer Tecan Infinite M2000 Tecan 

 

4.1.3  Chemik§lie 

 

2-merkaptoethanol (ME) Sigma-Aldrich 

0,1% Ponceau S Sigma- Adrich 

10% kyselina octov§                        Penta 

Akrylamid pre elektrofor®zu  Sigma- Adrich 

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent   GE Healthcare Life Sciences 

Blokovacie mlieko pre Western blotting Bio-Rad 

Chlorid sodnĨ Penta 

Chlorid draselnĨ Penta 

Chlorovod²kov§ kyselina  Penta 

Commassie Briliant Blue G-250                                              Sigma ï Aldrich 

Dodecylhydrogensulf§t sodnĨ (SDS)                                       Merck 

Glycerol                                                                                    Kulich Pharma,s.r.o. 

Glyc²n pre elektrofor®zu                                                          Sigma-Aldrich 

Hovªdz² album²n (BSA)                                                           Sigma-Aldrich 

Hydrogenfosforeļnan didraselnĨ bezvodĨ,p.a.                       Penta 

Hydrogenfosforeļnan sodnĨ dodekahydr§t,p.a.                     Penta 

Isobutanol, p.a.                                                                       Penta 

Methanol, p.a.                                                                         Penta 

TEMED                                                                                   Sigma- Aldrich 

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan), p.a.  Penta 
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Tween 20  Sigma-Aldrich 

Univerz§lny rĨchloust§Ŏovaļ                                     Foma Bohemia  

VĨvojka                                      Foma Bohemia  

 

Pouģit® substr§ty s karbonylovou skupinou :  

¶ ketotifen                             Sigma-Aldrich 

Detergenty :  

¶ oktaethylen glykol monododecyl eter (C12E8) Sigma- Aldrich 

¶ n-Dodecyl ï ɓ ï maltozidu (DDM)    Acros Chemicals 

¶ n-Octyl-ɓ-D-Glucopyranoside (OG)   Sigma  

¶ 3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]- 1-propansulfon§t (CHAPS) Sigma 

¶ Digitonin                    Sigma 

¶ oktylfenoxy poly(ethylenoxy)ethanol (Igepal CA ï 630)              Sigma 

¶ polyethylen glykol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl ) fenyl®ter (Triton X-100) Sigma 

¶ dodecylsulf§t sodnĨ (SDS)                   Sigma 

 

4.1.4 Protil§tky  

 

Prim§rna zajaļia anti-FLAG protil§tka                                      Sigma -Aldrich 

Sekund§rna prasaļia protil§tka proti zajaļ²m protil§tkam        Dako 

 

4.1.5  EnzĨmy  

 

Mikrozom§lna frakcia Sf9 obsahuj¼ca Ŏudsk¼ rekombinantn¼ DHRS7B (c= 5,49 mg/ml 

a c = 9,930 mg/ml)                      KBV, FaF UK 

Mikrozom§lna frakcia Sf9 pre meranie aktivity  (c  = 12,79 mg/ml)   KBV, FaF UK 

 

4.1.6  Molekulov® markery  

 

Precision Plus all blue standards 161-3073                               (Bio-Rad, USA)  
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4.1.7 Roztoky  a pufry  

 

10% Pers²ran sodnĨ (APS):                               

  

0,010 g APS rozpustiŠ v 100 Õl ultraļistej vody. 

 

10 % SDS : 

 

10 g SDS, 80 ml ultraļistej vody do 100 ml 

 

10% kyselina octov§:  

 

Kyselina octov§ 10,1 ml, destilovan§ voda 100 ml 

 

1,5 M Tris -HCl, pH8,8 :  

 

18,5 g Tris, 75 ml ultraļistej vody, upraviŠ pH n 8.8  pomocou 4 M HCL 

 

0,1 M fosf§tovĨ puf er , pH 7,4 :  

 

1000 ml 0,2 M Na2HPO4Å2H2O (hydrogen fosforeļnan disodnĨ, dihydr§t),  

250 ml  0,2 M NaH2PO4ÅH2O (dihydrogen fosforeļnan sodnĨ, monohydr§t) 

upraven® na pH 7,4 

 

1x koncentrovanĨ elektrodovĨ puf er : 

 

5x konc. elektr·dovĨ pufr, pH 8,3 70 ml, 230 ml ultraļistej vody 

 

5x z§sobnĨ elektrodovĨ puf er :           

 

15,1 g Tris, 72,0 g glycin, 5,0 g SDS, 900 ml ultraļistej vody, upraviŠ pH na 8,3 

pomocou 4 M HCl 
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Blokovac² pufr 3% ml®ko v TBS-T : 

 

Suġen® odtuļnen® mlieko 1,2 g ,TBS-T 40 ml 

 

Blotovac² puf er:  

 

25 mM Tris 1,51 g, 192 mM Glyc²n 7,21 g, 20% metanol 100 ml, ultraļist§ voda 500 ml 

 

DetekļnĨ syst®m (pripraviŠ v ļase potreby):  

 

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent ,roztok A zmieġanĨ  s 

roztokom B v pomere 1:1 

 

Farbiaci roztok 0,1% Ponceau  na odfarbenie nitrocelul ·zovej membr§ny :      

                      

 0,1 g Ponceau S, 100 ml ultraļistej vody 

 

Farbiaci roztok Blue Silver :  

 

Destilovan§ voda 10 ml, 85% kyselina fosforeļn§ 8 ml, s²ran amonnĨ 10,0 g, 

Coomassie Briliant Blue G 0,12 g doplniŠ 80 ml destilovanej vody, metanol 20 ml 

 

FixaļnĨ roztok : 

 

Koncentrovan§ kyselina octov§ 10 ml, metanol 40 ml, destilovan§ voda 50 ml  

 

Isobutanol nas ĨtenĨ vodou : 

 

ZmiesaġaŠ isobutanol s ultraļistou vodou 

 

Pufer A pre purifik§ciu : 

 

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 30 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM (Mr=510,62) 

pH 7,4 (HCl) 

 

 

 



 

 

37 
 

Pufer B pre purifik§ciu : 

 

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 60 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM, pH 7,4 (HCl) 

 

Pufer C pre purifik§ciu : 

 

25 mM Tris, 250 mM NaCl, 500 mM imidazol, 20% glycerol, 0,19 mM DDM, pH 7,4 (HCl) 

 

PremĨvac² puf er 0,1% TBS-T : 

 

TBS pufr 1000 ml , Tween 20 1 ml 

 

ResuspendaļnĨ puf er pre solubiliz§ciu a purifik§ciu : 

 

0,1 M Fosf§tovĨ pufer zmieġanĨ s 0,05 M KCl a 20% glycerolom rozpusten® 

v destilovanej vode 

 

ResuspendaļnĨ puf er  pre meranie aktivity :  

 

ResuspendaļnĨ pufer pre solubiliz§ciu a purifik§ciu, 5 mM NADPH, pufr 

 

Roztok akrylamidu :  

 

 30% akrylamid (AA) + 0,8% bis-akrylamid (bis-AA) rozpustenĨ v destilovanej vode  

 

Roztok NAD(P)H ï kofaktor DHRS7B ï meranie aktivity :  

 

5 mM NAD(P)H rozpustenĨ v 10 mM NaOH 

 

Roztok ketotif ®nu pre meranie aktivity :  

 

5 mM ketotif®n v 96% etanole 

 

Solubili zaļnĨ puf er:  

 

50 mM Tris a 300 mM NaCl rozpustenĨ v destilovanej vode 
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TBS puf er 10x : 

 

Tris 24,0 g, NaCl 88,0 g, destilovan§ voda 1000 ml ,pH upravena konc. HCl na hodnotu 

7,6 

 

TBS ï  1x T puf er : 

 

100ml 10x z§sobnĨ TBS pufer doplniŠ do 1000 ml ultraļistou vodou, 1,0 ml TWEEN 20 

 

Ust§Ŏovaļ : 

 

Fomafix 15 ml, ultraļist§ voda 75 ml 

 

VĨmennĨ puf er : 

 

50mM NaHPO4.12H2O, 25mM KCl, 20% glycerol, pH 7,4 (H3PO4) 

 

VĨvojka : 

 

Fomadon LQN 6 ml , ulttraļist§ voda 84 ml 

 

VzorkovĨ puf er pre elektrofor ®zu :  

 

Destilovan§ voda 1,2 ml , 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 5,0 ml , Glycerol 3,4 ml, SDS 1,0 g  

0,5 % BFB 0,4 ml 

 

VzorkovĨ puf er s 2-merkaptoetanolom :  

 

50 Õl 2- merkaptoetanolu v 1 ml vzorkov®ho pufra 
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4.2  Metodika  

 

4.2.1 Screening ¼ļinnosti detergentov na solubiliz§ci DHRS7B z Sf9 

mikroz·mov  

Pred samotnou solubiliz§ciou bolo potrebn® pripraviŠ pufre, ktor® vytvorili 

vhodn® prostredie pre solubiliz§ciu detergent+enzĨm. 2% roztoky detergentov ï C12E8, 

Igepal CA- 630, Triton X-100, DDM, OG, CHAPS, Digitonin ï  boli pripraven® narieden²m 

so solubilizaļnĨm pufrom. Sf9 mikroz·my s DHRS7B (5,49 mg/ml) boli vybrat® 

z mrazniļky a n§sledne boli zmieġan® s resuspendaļnĨm pufrom a so z§sobnĨmi 

roztokmi detergentov v troch pomeroch (1:1, 1:2, 1:3) s dodrģanĨm objemom 100 Õl 

(tab.1). 

 
 

TabuŎka 2: Pr²prava roztokov detergentu s  DHRS7B zmieġan²m s 

resuspendaļnĨm  (RP) a solubilizaļnĨm pufrom (SP) v troch  pomeroch . 

 
 

 
          
 

Takto pripraven® ependorfky s roztokmi detergentov sa nechali 45 min¼t na rot§tore 

v chladiacom boxe. Pridala sa k n²m aj ependorfka s kontrolnou vzorkou, ktor§ 

obsahovala vġetky zloģky okrem detergentu. Po 45 min¼tach sa obsah 100 Õl preniesol 

z ependorfiek do ultracentrifugaļnĨch sk¼maviek. Vzorky boli centrifugovane 60 min¼t 

pri ot§ļkach 36 000 rpm a teplote 4ÁC. Po uplynut² jednej hodiny a presunut² sk¼maviek 

na Ŏad sa z kaģdej sk¼mavky odobral supernatant pre Ņalġie experimenty, a to pre 

elektrofor®zu (viz kap.4.4.2) a stanovenie enzĨmovej aktivity (viz kap.4.2.5).  

 

 

 

 DHRS7B + 
Resusp.pufr 

Detergent + 
Solubil.pufr 

1:1 18,2 Õl + 31,8 Õl 5Õl + 45Õl 

1:2 18,2 Õl + 31,8 Õl 10Õl + 40Õl 

1:3 18,2 Õl + 31,8 Õl 15Õl + 35Õl 

Kontroln§ vzorka 18,2 Õl + 31,8 Õl 50Õl  Sol.pufr 
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4.2.2  SDS polyakrylamidov§ g®lov§ elektrofor®za (SDS ï PAGE) 

 
Vzorky boli zmieġan® vzorkovĨm pufrom merkaptoetanolu (10 Õl 

merkaptoethanol na 200 Õl vzorkov®ho pufru) v pomere 1:4 a doplnen® do rovnak®ho 

objemu destilovanou vodou. N§sledne sa zohriali pri 95ÁC po dobu 4 min¼t.  

 

4.2.2.1 Pr²prava g®lov pred elektrofor®zu 

 

Na prevedenie elektrofor®zy bolo najprv potrebn® pripraviŠ 1,5 mm 

polyakrylamidovĨ g®l. G®l bol nalievanĨ medzi elektroforetick® a krycie skl§, ktor® bolo 

pred jeho pr²pravou nutn® umyŠ vodou a jarou, destilovanou vodou a liehometanolom, 

a aģ po d¹kladnom vyschnut² sa umiestnili do nalievacieho stojanu. Pre separ§ciu 

prote²nov bol pouģitĨ 12,5% separaļnĨ a 4% zaostrovac² g®l (Tab. 3). TEMED a 10% 

APS boli pridan® do roztoku g®lu tesne pred zaļiatkom polymeriz§cie. Tento roztok bol 

d¹kladne premieġanĨ.  

 
 
TabuŎka 3: Zloģenie 10% separaļn®ho a 4% zaostrovacieho g®lu. 

 

 
SeparaļnĨ g®l 1,5mm 
(12,5%) 

Zaostrovac² g®l 1,5mm 
(4%) 

ddH2O 6,4 ml  
 

3,3 ml  
 

0,5 M Tris - HCl 

pH 6,8 

- 
 

1,25ml 
 

1,5 M Tris - HCl 

pH 8,8 

5ml 
 

- 
 

10% SDS 100Õl 
 

50Õl 
 

30% akrylamid  8,4 ml  
 

500Õl 
 

Pred zaļiatkom do 
roztoku 

      

10% APS 200Õl 
 

100 Õl 
 

TEMED 10Õl 
 

5Õl 
 

 

Ako prvĨ bol naliaty roztok pre separaļnĨ g®l medzi skl§ viac ako do 

polovice, a zvyġok aģ po vrch skla sa prevrstvil isobutanolom. 40 min¼t prebiehala 

polymeriz§cia, potom sa isobutanol zlial a na jeho miesto sa nalial roztok pre zaostrovac² 

g®l. DoŔ sa vloģil hrebienok na vytvorenie jamiek pre aplik§ciu vzoriek a nechal sa st§Š 

90 min¼t. 
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Obr§zok 17:  Nan§ġanie vzoriek do jamiek g®lu pomocou 

automatickej pipety . StuhnutĨ g®l medzi sklami, vloģenĨ do elektroforetickej 

cely, ktorej priestor vypŌŔa elektr·dovĨ pufer (Alberts et al., 2005). 

 

4.2.2.2 Priebeh elektrofor®zy 

 

Zatuhnut® g®ly sa vybrali zo stojanov a vloģili do elektroforetickej cely, ktor§ 

sa naplnila 1x zriedenĨm elektr·dovĨm pufrom, ktor®ho hladina prekrĨvala vrch skla. Do 

prvej jamky sa nanieslo 5 Õl markeru molekulovĨch hmotnost², a do Ņalġ²ch jamiek boli 

nanesen® pripraven® vzorky. Pr§zdne jamky sa doplnili rovnakĨm mnoģstvom 

vzorkov®ho pufru ako bol v upravenĨch vzork§ch. Cela sa vloģila do elektroforetickej 

n§doby a dolial sa elektr·dovĨ pufer do n§doby, aj do vn¼tornej cely (Obr. 17). Po 

uzavret² syst®mu sa cel® zariadenie pripojilo k napªtiu. Elektrofor®za prebiehala 20 

min¼t pri 100 V v zaostrovacom g®le a pre delenie v separaļnom g®le sa napªtie zvĨġilo 

na 200 V po dobu 75min. 

 

Po skonļen² elektrofor®zy sa g®ly vybrali, odstr§nil sa vrchnĨ zaostrovac² g®l 

a separaļnĨ g®l bol buŅ pouģitĨ pre western blotting (4.2.3) alebo ponorenĨ na 30 min¼t 

do fixaļn®ho roztoku. P§rkr§t sa premyl destilovanou vodou a poļas noci sa ponechal 

vo farbive Blue Silver. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 




































































