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ABSTRAKT

Serinracemasa je enzym, ktery za pomoci kofaktoru pyridoxal-5'-fosfatu preménuje
L-serin na D-serin. D-serin se podili na aktivaci N-methyl-D-aspartatovych receptorti pro
glutamat — klicovych receptort zajisSt'ujicich pfenos nervového vzruchu v savéim mozku.
Dysfunkce zminénych receptori miize vést k rlznym neuropatologiim, jako je
schizofrenie, mozkova ischemie, neurodegenerativni onemocnéni ¢i epilepsie.
Serinracemasa se proto stava slibnym farmaceutickym cilem pro 1é¢eni téchto chorob.
V této praci byly charakterizovany tfi monoklonalni protilatky proti lidské serinracemase a
nejlepsi z nich byla vyuzita pro detekci tohoto enzymu v resekovanych vzorcich lidskych
epileptickych tkénich metodou Western blot. Pro spravnou interpretaci vysledki byla
nasledné ovéfena piesnost zpracovani a analyzy jednotlivych vzork. Nakonec byla
méfena aktivita lidské serinracemasy pomoci L-serin-O-sulfatu, substratu s doposud

nejvyssi zndmou afinitou.

KLICOVA SLOVA: serinracemasa, D-serin, epilepsie

ABSTRACT

Serine racemase is a pyridoxal-5’-phosphate dependent enzyme that converts L-serine to
D-serine. D-serine is a recognized physiological co-agonist of N-methyl-D-aspartate type
of glutamate receptors — key receptors that participate in the neurotransmission in the
mammalian brain. Dysfunction of these receptors has been implicated in several
neuropathologies, including schizophrenia, brain ischemia, neurodegenerative disorders
and epilepsy. Serine racemase is thus a promising pharmaceutical target in these diseases.
In this study, three anti-human serine racemase monoclonal antibodies were characterized
and the best one was used for the Western blot detection of the enzyme in resected human
epileptic tissues. For better interpretation of the results, accuracy of the tissue processing,
the protein concentration determination and the Western blot quantification were verified.
Finally, the activity of human serine racemase was determined with the L-serine-O-sulfate,

the substrate with the highest-affinity to this enzyme. (Thesis in Czech)

KEY WORDS: serine racemase, D-serine, epilepsy
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1.UVOD

Serinracemasa (SR) (EC 5.1.1.18) je cytosolarni enzym, ktery za pomoci kofaktoru
pyridoxal-5’-fosfatu pfeménuje L-serin na racemat. Jeji aktivitu zvySuji bivalentni kationty
(Mgz+, ca*, Mn2+) a ATP. Objeveni serinracemasy u savcil je pomérné novou zalezitosti.
Dlouhou dobu se totiz piedpokladalo, ze se D-aminokyseliny ve vysSich organismech
vibec nevyskytuji a k hledani enzymu syntetizujiciho tyto slouceniny proto nebyl divod.
Studie provedené za poslednich tficet let zminénou hypotézu nejen vyvratily, ale zaroven
piiSly se zajimavym zjiSténim, Zze nckteré D-aminokyseliny jsou pro savéi télo
nepostradatelné.

Mezi dilezit¢ D-enantiomery aminokyselin patii i D-serin, ktery spolu s dalSim
neurotransmiterem glutamatem aktivuje N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory a
podili se tak na pfenosu nervového vzruchu. Uvedené receptory maji v centralni nervové
soustave celou fadu funkci, pricemz klicova je jejich tloha pii formovani paméti a uceni.
Nadmérna stimulace téchto receptorti miize vést az k bunééné smrti, coz je Casto spojeno s
neurodegenerativnimi nebo neuropsychickymi onemocnénimi. Z tohoto divodu se hledaji
zpusoby, kterymi by §lo hyperaktivitu N-methyl-D-aspartatovych receptortt ovliviiovat.
Jednou z moznosti miize byt pravé vyuziti serinracemasy jako cile terapeutického zasahu.
Utinné a specifické inhibitory tohoto enzymu by totiz zpusobily snizeni produkce
D-serinu, coz by mohlo vést ke sniZeni stimulace zminénych receptorti.

O dysfunkci NMDA receptorti se hovoii i v ptipadé epilepsie. Timto onemocnénim
trpi asi 1 — 5 % populace. Existuje mnoho riznych druhi epilepsii, jejichz spoleénym
znakem je, ze epileptické zachvaty vznikaji opakované a bez zjevné piiCiny. V soucasné
dobé je k dispozici celad fada 1éciv, diky kterym se pacienti pfi dodrZovani pfedepsanych
zasad mohou zapojit do béZného Zivota. N€kdy ovSem lécba témito antiepileptiky nezabira.
Jedinym moznym feSenim je poté chirurgické odstranéni epileptogenniho loziska. Tento
zakrok ale nemlZe podstoupit kazdy, ¢imZ vznikd urcité procento nemocnych, jejichz
epileptické zachvaty nelze Zadnym zplsobem zmirnit. Aby bylo mozné pomoci i témto
pacientim, musi byt nejprve zcela objasnéna molekuldrni podstata zminéné nemoci.

Jednim z dil¢ich krokl v tomto zkoumani je také studium exprese serinracemasy.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Serinracemasa

2.1.1. Objev serinracemasy

Jesté v nedavné minulosti bylo obecné uznavano, Ze zatimco pro bakterie jsou
D-aminokyseliny nepostradatelné [1], vyssi organismy tyto slouceniny viibec nepotiebuji.
Bylo tedy velkym pifekvapenim, kdyz se koncem osmdesatych let 20. stoleti podafilo
zminéné D-enantiomery aminokyselin detekovat v savéim téle [2]. Neptedpokladalo se ale,
Zze by vném mohly vznikat de novo a plnit néjakou vyznamnou fyziologickou funkci.
Naopak se pfitomnost D-aminokyselin ve vy$S§im organismu vysvétlovala jejich piijmem
zZ potravy a endogenni mikroflory [3].

V roce 1992 pftisli Hashimoto a kol. se studii, v niz upozorniovali na neekan¢ velké
mnozstvi D-serinu v centralné nervové soustavé (CNS) mysi [4]. Podle experimentt
provedenych jiz diive Oldendorfem vSak tato aminokyselina nemohla pochazet ze
zminénych vnéjsich zdroju [5]. Autor totiz zjistil, Ze pro neutralni aminokyseliny, jako je
praveé serin, neni hematoencefalicka bariéra propustna. Pivod D-serinu byl tedy znacné
nejasny. Jeho zjisténi se ale zdalo byt dulezité, protoze uz v roce 1988 Kleckner a
Dingledine naznacili, Ze by tento D-enantiomer serinu mohl hrat duleZitou roli pfi
nervovém prenosu v CNS savcu [6]. V roce 1997 Dunlop a kol. publikovali praci, v niz za
zdroj D-serinu v mozku oznacili L-serin. Vyslovili zaroven hypotézu, ze konverzi L-serinu
na D-serin by, po vzoru fady bakteridlnich racemas pieménujicich L-aminokyselin
najejich enantiomery, mohla katalyzovat néjaka specifickd racemasa [7]. Tento
pfedpoklad zahy potvrdili Wolosker a kol., kterym se po zpracovani Sedesati krysich
mozkl a nékolikakrokové purifikaci podatilo identifikovat a charaktizovat enzym, jenz

skute¢né L-serin na D-serin pfeménoval, serinracemasu [8].

2.1.2. Enzymové vlastnosti serinracemasy

Zatimco prvotni dikaz o existenci serinracemasy VvV savéim téle byl proveden na
krysach [8], které se dale pouzivaji pfedev§im na in vivo experimenty, vétSina soucasnych
in vitro pokust je zaméfena na mysi a lidskou serinracemasu. Vzhledem k tomu, ze

aminokyselinové sekvence jednotlivych orthologiti se pfili§ nelisi (sekvenéni identita okolo



90 %, viz kap. 2.1.3.4.) a jejich enzymové vlastnosti se zdaji byt velmi podobné (piimé
srovnani bylo zatim provedeno pouze u mysi a lidské serinracemasy, viz kap. 2.1.3.4.),
jsou informace uvedené v této kapitola zobecnény tak, aby se daly aplikovat na vSechny tfi

studované modely serinracemasy.

2.1.2.1. Enzymova aktivita

Serinracemasa (SR) katalyzuje pfeménu L-serinu na D-serin a opa¢né (obr. 1).

H,N H H NH,
Ho.__A__OH > Ho A__OH

O @)

L-serin D-serin

Obr.1: Vzajemna preména L-serinu na D-serin katalyzovana serinracemasou. Velikost Sipek

schematicky znazoriuje katalytickou uc¢innost SR pro jednotlivé reakce.

Porovnanim Michaelisovych konstant obou substrati, které jsou uvedeny v Tab. 1,
zjistime, ze afinita SR k L-serinu je nékolikrat vétsi nez k D-serinu. L-serin navic
predstavuje 70 — 98 % celkového serinu v organismu [9]. Lze tedy pfedpokladat, Ze ve

fyziologickych podminkach probiha pfeména prednostné zleva doprava (viz obr.1.).

Tab. 1: Kinetické parametry racemizace jednotlivych orthologii serinracemasy. Data prevzata z
[8, 10, 11].

Kwm
krysi SR | mysi SR | lidskd SR
L-Ser - D-Ser | 9,8 mM 3,8 mM 4,1 mM
D-Ser > L-Ser | 60mM | 145mM | 10,8 mM

REAKCE

Aktivni formou SR v roztoku je homodimer [12]. pH optimum tohoto enzymu lezi
Vv nefyziologické zésadité oblasti (pH 8-9) a teplota, pii které SR vykazuje nejvétsi
katalytické schopnosti, ma hodnotu 37 °C [8].

Kromé racemizacni aktivity m& SR téz aktivitu elimina¢ni [13]. Pfi hledani

inhibitort SR bylo totiz zjisténo, Ze v prostiedi tohoto enzymu je L-serin-O-sulfat



degradovan na pyruvat, sulfat a amoniak (viz obr. 2), pfiCemz tato reakce je 500x rychlejsi

nez racemizace L-serinu na D-serin.

NH; H,0
l
“O0OCCHCH,0S805 ; “"OOCCCH;+NH; +S0O;~

I
0

L-serin- O-sulfit pyruvat
Obr. 2: Eliminace L-serin-O-sulfatu katalyzovana serinracemasou. Prevzato a upraveno z [13].

Pozdé¢ji bylo riznymi skupinami zjisténo, ze timto zptisobem preménuje SR nékolik
dalSich aminosloucenin a jejich derivati (viz Tab. 2), z nichz nékteré se na rozdil od

L-serin-O-sulfatu pfirozené vyskytuji v Zivych organismech [10, 12, 14].

Tab.2: Piehled sloucenin, které jsou SR eliminovany na prislu§né produkty. Vedlejsi produkty
téchto reakci (tzn. amoniak, chlor atp.) nejsou uvedeny. Pozn.: za fyziologickych podminek je pfevazna
vétsina karboxylovych skupin ve své deprotonizované podobé. V zivém organismu se tedy nevyskytuji

kyseliny, ale vyskytuji se zde jen jejich soli.

SUBSTRAT PRODUKT
HN H e
HO ” OH OH
H3C ’
0o 0
L-serin kyselina pyrohroznova
H NH; Q
HO : OH OH
HaC |
o o}
D-serin kyselina pyrohroznova
OH O o
HsC OH Hsc/\ﬂ/kw
H,N o)
L-threonin kyselina 2-oxobutanova




SUBSTRAT PRODUKT

COOH 0]
HNw | WOH OH
H Sl HO
COOH © ©
kyselina . ,
L-threo-3-hydroxyasparagova kyselina oxaloctova
O 0]
Cl/ﬁ)k OH e /LH/OH
HoN C|)
B-chlor-L-alanin kyselina pyrohroznova

Z Tab.2 (str.4 a 5) je zfejmé, ze SR katalyzuje téz reakce, pii kterych vznika
pyruvat z L-serinu ¢i D-serinu. O fyziologickém vyznamu této skutecnosti se vSak
spekuluje. Je velmi nepravdépodobné, Ze by produkce pyruvatu serinracemasou hrala roli
v energetickém metabolismu. Mnozstvi pyruvatu, které vznikne touto cestou, totiz
predstavuje méné nez 0,1 % mnozstvi, jez je za stejny ¢as syntetizovano béhem glykolyzy
[15]. Jako jediné vysvétleni dualni aktivity SR se tak zatim jevi prace Foltynové a kol.,
ktera poukazuje na moznou regulaci intracelularni koncentrace D-Serinu souhrou
racemizacni a eliminacni reakce [16]. Nelze vSak ani vyloucit, Ze je elimina¢ni aktivita SR

pouze pozustatkem evoluce [17].

2.1.2.2. Kofaktory a aktivatory

Nezbytnym kofaktorem pro katalytickou aktivitu SR je pyridoxal-5’-fosfat (PLP).
V jeho nepiitomnosti ztraci SR schopnost pfeménovat jak L-serin na D-serin tak L-serin na
pyruvat [8,13]. Ovéfeni, ze SR skutecné patii do skupiny enzymi vazajicich PLP,
poskytla aminokyselinova sekvence tohoto enzymu, kterou na zakladé sekvence mMRNA
urcili Wolosker a kol. [18]. Pro vSechny enzymy vazajici PLP je totiz charakteristicka
vysoce konzervovana oblast v jejich aktivnim misté, jeZ slouzi k vazbé PLP. Sté€zejni je
ptitomnost lysinu, jehoz e-aminoskupina tvoii s pyridoxal-5'-fosfatem Schiffovu bazi

(viz obr. 3, str. 6) [19].



Obr. 3: Schiffova baze mezi PLP a lysinem vazanym v aktivnim centru PLP-enzymu. Ptevzato

a upraveno z [20].

In vitro experimenty na rekombinantni SR navic poukazaly na celou fadu dalsich
kofaktorti a aktivatori tohoto enzymu. Katalytickou schopnost SR vyrazné zvysuji
bivalentni kationty Ca®*, Mn** a Mg”" a fada nukleotidii (ATP, ADP, GTP, UTP, CTP a
dalsi) [12, 14, 21, 22], z nichz nejuéinnéjsi je ATP. Pii aktivaci SR touto slouc¢eninou vsak
nedochazi k jeji hydrolyze na ADP a fosfat. Jedna se tedy pouze o alosterickou regulaci

zminéného enzymu.

2.1.2.3. Inhibitory

V souvislosti s moznym vyuzitim serinracemasy jako potencialniho terapeutického
cile (vice viz kap. 2.2.4.4.) se mnoho védeckych skupin snazi najit latky, které by efektivné
inhibovaly racemizac¢ni aktivitu SR. Do soucasné doby bylo testovano velké mnoZstvi

riznych sloucenin, z nichZ vétsina jsou derivaty a analogy substrata [10, 13, 15, 21, 23].

Tab.3: Nejucinnéjsi kompetitivni inhibitory SR. Data ptevzata z [10, 23].
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Jako inhibitory se chovaji i malé peptidy, jejichZ strukturni podobnost s pfirozenym
substratem SR L-serinem je minimalni [24]. Zatim nejucinnéj$i kompetitivni inhibitory
maji inhibi¢ni konstanty v fadech uM (viz Tab.3, str. 6 a 7).

Vyrazna inhibice SR byla pozorovéna u latek interagujicich s PLP, jako jsou napf.
hydroxylamin, hydrazin a jejich derivaty [23]. Tyto slou¢eniny ov§em stejné dobte inhibuji
1 ostatni PLP-enzymy. Kdyby se ale jejich vhodnou modifikaci podatilo dokazat, aby k
reakci s PLP dochazelo az v aktivnim misté enzymu, mohla by se jejich specifita vyrazné
zvysit. Zarovei by tyto inhibitory mohly byt i zna¢né efektivni.

Prozatim je ale vyvoj specifickych a vysoce G¢innych inhibitort SR malo Uspé&sny.
Nové moznosti v tomto sméru nabizi vyfeSena 3D struktura savéi SR (konkrétné lidské a
krysi). Ta byla po mnohaletém usili fady védeckych skupin publikovana v lednu letosniho
roku Smithem a kol. [25]. Na zaklad¢ znalosti 3D struktury SR bude mozné navrhovat
latky, které budou komplementarni k aktivnimu centru tohoto enzymu a budou tak s velkou
efektivitou branit ptistupu substratu. Doufejme, ze tento tzv. rational drug design povede
k zisku takového inhibitoru SR, ktery bude v budoucnu v piipadé potieby medicinalné

vyuzitelny.

2.1.3. Lidska serinracemasa (hSR)
2.1.3.1. Obecny avod

Gen pro hSR je lokalizovan na 17. chromozomu v oblasti 179q13.3 a obsahuje
8exonl, z nichz jeden neni po transkripci pirekladdan do aminokyselinové
sekvence [26, 27]. Kompletni ¢cDNA ma 1020 nukleotidli, které koduji protein
s 340 aminokyselinami o celkové molekulové hmotnosti 36 566 Da. Byla vsak jiz

identifikovana i hSR s molekulovymi hmotnostmi 42 kDa, 62 kDa a 80 kDa. Tato



skutecnost se vysvétluje existenci n€kolika sestfihovych variant hnRNA a moznymi post-

transla¢nimi Gpravami hSR [28].

2.1.3.2. Distribuce v lidském téle

Distribuce hSR v organismu byla ur¢ena pomoci mapovani exprese jejiho genu na
urovni mRNA a proteinu. Pfitomnost daného proteinu ve tkani se urcuje zejména dvéma
imunochemickymi metodami — Western blotem a imunohistochemii. Naopak pro
zjistovani vyskytu mRNA existuje cela tada zpasobu. I pfesto byly pro lidskou
serinracemasu doposud vyuzity jen dva — Northern blot a sekvenace ESTs (z angl.
expressed sequence tags), kratkych sekvenci (pfiblizné 300-600 nukleotidi) cDNA, které
Ize ziskat reversni transkripci mRNA.

EST profil hSR dostupny v databazi UniGene na webovych strankach NCBI [29]
poukazuje na piitomnost mRNA pro lidskou serinracemasu Vv brzliku, cévni sténé, déloze,
hltanu, hrtanu, jatrech, krvi, kostech, ledvinach, lymfatickych uzlinach, o¢ich, mocovém
méchyfi, mozku, nadledvinkdch, plicich, prostaté, prsni zldze, srdci, slinivce, stfevech,
svalech, §titné zlaze, ustech, varlatech a zaludku. (aktualni ke dni 20.4.2010)

Northern blot, ktery provedli Xia a kol., prokazal vyskyt 2,6 kb velké mRNA
kodujici hSR v mozku. Jatra, ledviny, svaly a srdce obsahovaly transkripty o tfech
velikostech — 1,6 kb, 2,6 kb a 4,5 kb. Zadny signal nebyl patrny v brzliku, plicich, slezing
a strevech [28].

Metodou Western blot nasli autofi hSR v ledvinach, mozku a srdci [28]. Ledviny
asrdce poskytovaly signaly o velikostech 62 a 80 kDa. Mozek zase obsahoval hSR
0 molekulovych hmotnostech 42 a 62 kDa [28].

Vzhledem k tomu, Ze se distribuci hSR v lidském téle doposud zabyvaly jen zminéné
dveé préace, neni nesoulad v jejich vysledcich zarazejici. Pon€kud piekvapiva je ovSem
neshoda analyz metodami Northern blot a Western blot. Kazdd mRNA by totiz zpravidla
méla mit v dané tkani ji odpovidajici protein. Analyza vzorkd mozku, ve kterém se
vyskytoval transkript pouze o jedné velikosti, vSak pomoci Western blotu prokazala
ptitomnost dvou hSR o riznych molekulovych hmotnostech. VVzorky ledvin a srdce naopak
obsahovaly proteiny o dvou velikostech namisto pfedpokladanych tii. Pro vysvétleni téchto

nesrovnalosti a upfesnéni lokalizace hSR tak bude nutno provést jesté fadu dalSich studii.



2.1.3.3. Lokalizace v buiikach centralni nervové soustavy

Ptitomnost SR v lidském mozku je jiz prokazana jak na urovni mRNA, tak na Grovni
proteinu (kap. 2.1.3.2.). Prace feSici distribuci SR v jednotlivych typech bunék CNS byly
zatim uskuteénény pouze na mysich a krysach. Vysledky vSak nejsou zcela jednoznacné.
Zatimco nékteré publikace mluvi o expresi SR pouze v gliovych buikéach [30], jiné
nevylucuji pfitomnost tohoto enzymu ani v neuronech [31]. Objevily se jiz dokonce
| zpravy, ze pravé neurony jsou hlavnim zdrojem SR v mozku [32]. Na informace o piesné

lokalizaci SR v burnikach CNS savct si tak budeme muset jesté pockat.

2.1.3.4. Srovnani lidské serinracemasy s mysim a krysim orthologem

Vyvoj a testovani novych 1é¢iv ¢i in vivo pokusy jsou na lidech nepfipustné. Z tohoto
diavodu je potieba hledat vhodnou zvifeci alternativu a krysi 1 my$i modely se v ptipadé
zkoumani SR zdaji byt ideédlni. Lidska serinracemasa méa 89% aminokyselinovou identitu
s mysi a 92% identitu s krysi serinracemasou. Pfimé srovnani enzymovych vlastnosti bylo
zatim provedeno pouze u mysi a lidské serinracemasy [11] (viz kap. 2.1.2.). Jejich
rekombinantni formy byly exprimovany v bakteriich E.coli a nasledné porovnavany
z riznych katalytickych hledisek, pficemz pozorovany byly jen dva vyraznéjsi rozdily.

Za prvé, na rozdil od hSR nebyla mys$i SR (mSR) schopna eliminovat D-serin na
pyruvat. Za druhé, inhibitory testované na obou enzymech byly ve vSech piipadech
ucinngjsi pii racemizacnich reakcich katalyzovanych hSR. Celkové vSak z této studie
vyplynulo, ze vyuziti mSR pro testovani potencialnich inhibitord a dalsi tcely je

mozné [11].



2.2. D-serin

2.2.1. Obecné vlastnosti serinu

Serin, systematickym nazvem Kkyselina 2-amino-3-hydroxypropanova, je hydrofilni
aminokyselina o sumarnim vzorci C3H;NO;3; a relativni molekulové hmotnosti 105,09.
V burice se pii fyziologickém pH 7,3 vyskytuje v podobé amfiontu. Jeho izoelektricky bod
ma hodnotu 5,68.

Serin obsahuje jedno stereogenni centrum (atom uhliku v a-poloze), existuje tedy ve
dvou enantiomernich formach: L- a D-. Jednotlivé stereoizomery se neli§i svymi

fyzikalnimi ani chemickymi vlastnostmi, kazdy vSak plni jinou biologickou funkci.

2.2.2. Vyskyt a funkce D-serinu v savéim organismu

D-serin se v lidském téle vyskytuje prevazné v mozku, kde tvoii asi jednu ¢tvrtinu
koncentrace celkového serinu [33]. V malych mnozstvich byl téZ identifikovan ve slinach,
krevnim séru a moci [34].

Od okamziku, kdy byl D-serin poprvé detekovan v savéim téle (viz kap. 2.1.), se
zacalo spekulovat, jakou funkci by tato aminokyselina mohla v organismu mit. Diky studii
Klecknera a Dingledina (viz kap. 2.1.) byl D-serin oznaovan jako mozny koagonista
N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptorti, které se v mozku podili na vzniku a
posilovani nervovych spoju (vice viz kap. 2.2.4.). Do té doby byl vSak v této souvislosti
Zasto uvadén glycin [6]. Rada védeckych skupin se proto zaméfila na porovnavani téchto
dvou potencialnich koagonistit NMDA receptort.

Schell a kol. studovali imunohistochemickou lokalizaci D-serinu, glycinu a NMDA
receptort v krysim mozku [35]. Zatimco distribuce D-serinu korespondovala s vyskytem
NMDA receptorti téméi prefektné, distribuce glycinu s nim korelovala jen castecné.
V nekterych oblastech bohatych na NMDA receptory vSak D-serin naopak viibec
detekovan nebyl. V téchto mistech byl ale hojné€ zastoupen pravé glycin [35]. Vysledky
zminénych experimentli tedy vedly k zavéru, Ze v jednotlivych ¢astech mozku se na
potenciaci NMDA receptort podili odli$ni koagonisté.

Matsiu a kol. porovnavali schopnost D-serinu a glycinu aktivovat rekombinantni
NMDA receptory. K bunikdim expresniho systému oocyti africké zaby Xenopus laevis

pfidavali vzdy stejné mnozstvi potencialnich koagonistli a pozorovali odezvy NMDA
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receptoru. Zjistili, ze afinita D-serinu K témto receptorim je az tfikrat vétsi nez je tomu tak
u glycinu [36]. Jini autofi pracujici s odliSnymi experimentalnimi podminkami naopak
poukazuji na vyssi afinitu glycinu [37].

Mothet a kol. sledovali funkénost NMDA receptorii po enzymovém odstranéni
veskerého endogenniho D-serinu z krysich mozkovych fezti a bunéénych kultur [38].
| pfesto, ze hladina glycinu zistala nezménéna, schopnost NMDA receptorii prenaset
nervovy vzruch se vyrazné snizila. Podil D-serinu na nervovém pienosu zprostiedkovaném
NMDA receptory potvrzuje 1 zatim posledni prace feSici toto téma. V ni se Basu a kol.
zaméfili na pozorovani chovani geneticky modifikovanych mysi, které se diky
neschopnosti produkovat serinracemasu vyznacovaly snizenymi koncentracemi D-serinu
v mozku [39]. | vtomto ptipadé zistalo mnozstvi glycinu beze zmény. Navzdory tomu
byly zminéné mys$i mirné hyperaktivni, coz je typické vlastnost jedincii trpicich snizenou
funkci NMDA receptora [39].

Zatim tedy nelze jednoznacné fici, zda se pfi aktivaci NMDA receptort mohou
uplatiiovat oba dva zminéni koagonisté, nebo je pro spravnou funkci téchto receptorii

dilezity jen jeden z nich.

2.2.3. Metabolismus D-serinu

2.2.3.1. Biosyntéza D-serinu

Soucasné studie jasn¢ dokazuji, Ze D-serin vznika v savéim organismu majoritné
z L-serinu reakci katalyzovanou serinracemasou [40]. Koncentrace D-serinu v mozku je
vSak u mysi postradajicich schopnost produkovat zminény enzym (tzv. knock-out mysi)
snizena pouze z 90 %. Zbylych 10 % tedy musi mit jiny pvod.

V této souvislosti se spekuluje o zisku D-serinu z potravy (viz kap. 2.1.1.). Prvotni
pozorovani provedené Oldedorfem sice ukézaly, ze permeabilita hematoencefalické
bariéry pro D-serin je velmi mala [5], tuto skute¢nost ale v roce 2005 presveédciveé vyvratila
prace Bauera a kol. [41]. Vyuziti exogenniho D-serinu centralni nervovou soustavou se tak
zda byt vysoce pravdépodobné.

Nelze vSak ani vylou€it, ze je urCity podil D-serinu v mozku syntetizovan
alternativnimi metabolickymi drahami. Doposud byly testovany dvé moznosti — tvorba
D-serinu z fosfoserinu pomoci fosfoserinfosfatasy a vznik D-serinu béhem degradace

glycinu glycinsynthasou.
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Vyuziti fosfoserinfosfatasy (EC 3.1.3.3) bylo studovano Woodem a kol. [42]. Bylo
zjisténo, ze tento enzym sice umi syntetizovat D-serin, jako substrat ale potiebuje
D-fosfoserin. Ten se ovSem v savéim téle s nejvétsi pravdépodobnosti nevyskytuje [43].
neboli tzv. glycin Sté€pici systém (z angl. glycine cleavage system = GCS) je
multiproteinovy komplex, jehoz primarni funkci je degradovat glycin na oxid uhlicity a
amoniak [44]. Detailngj$im zkoumanim tohoto enzymového systému Iwamou a kol. se
ukazalo, ze v pfitomnosti GCS se muze glycin pfeménovat téz na D-serin [45]. Nebylo
vSak zcela objasnéno, zda syntézu D-serinu katalyzuje GCS sam ¢i ve spojeni s dalSim
enzymem (napi. serinhydroxymethyltransferasou, EC 2.1.2.1) [45]. Samoziejmé nelze ani

vyloucit, ze D-serin vznika jinou, dosud neobjevenou cestou.

2.2.3.2. Degradace D-serinu

Stejn¢ tak jako biosyntéza, i degradace D-serinu je stdle otazkou védeckého
vyzkumu. Predpokldda se ale, ze katabolismus D-serinu zajiStuje enzym zvany
D-aminokyselina:O,-oxidoreduktasa (deaminujici) (DAAO z angl. D-amino acid oxidase,
EC 1.4.3.3) [46]. Tento biokatalyzator vyzaduje pro svou aktivitu FAD a neni specificky
pouze pro D-enantiomer serinu, nybrz deaminuje vSechny neutralni D-aminokyseliny za

vzniku a-oxokyselin. Obecné schéma reakce katalyzované DAAO je zobrazeno na obr.4.
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Obr.4: Obecné schéma reakce katalyzované D-aminokyselina: O,-oxidoreduktasou

(deaminujici). Prevzato z [47].
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2.24. N-methyl-D-aspartatové receptory
2.24.1. Obecny tvod

N-methyl-D-aspartatové (NMDA) receptory jsou transmembranové ionotropni
receptory pro hlavni excitaéni neurotransmiter v CNS kyselinu glutamovou. Své jméno
ziskaly podle uméle syntetizovaného analogu této kyseliny, ke kterému jsou velmi
citlivé [48]. Z obr. 5 je patrné, Ze NMDA receptory funguji jako iontové kanaly a jsou
propustné nejen pro draselné a sodné, ale 1 vapenaté kationty. Tato permeabilita je zaroven
regulovana celou fadou chemickych sloucenin, které ptisobi na riznych vazebnych mistech

receptoru.

misto pro polyamin
misto pro misto pro Zn**

glutamat
O
Q 4 misto pro
o /koagonistu
EXTRACELULARNI | VO
CAST

"0 . "Q'
9’."’9 X
IANRN N

SOOO0O00OOON / |Lud ROOOOC
INRACELULARNI ~

CAST misto pro PCP misto pro Mg2*
Na* ca*t

Obr. 5: Schematické znazornéni NMDA receptoru. NMDA receptor je iontovy kanal propoustéjici
sodikové a vapenaté kationty dovniti buniky a draselné kationty ven z buiiky. Aby byl zminény receptor pro
tyto ionty permeabilni, musi na ném byt navazan glutamat (stl kyseliny glutamové) a jeden z koagonisti
(D-serin nebo glycin). Zaroveti musi dojit k uvolnéni hote¢natého kationtu, ktery v klidovém stavu kanal
blokuje. Funkci NMDA receptoru stimuluji specifické polyaminy a inhibuji zine¢naté ionty a fencyklidiny
(PCP) [49, 50]. Ptevzato a upraveno z [51].

Prvotnim pfedpokladem pro aktivaci NMDA receptoru je piitomnost hlavniho

agonisty (kyseliny glutamové) a koagonisty (D-Serinu ¢i glycinu, viz kap. 2.2.2.), bez
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n¢hoz nemiize dojit k otevieni iontového kanalu. Splnéni téchto podminek vSak jesté stale
nemusi vést k pfenosu signdlu. Kanal je totiz za normalniho membranového potencidlu
blokovan hofe¢natym iontem a odblokovava se pouze tehdy, kdyz dojde k CésteCné
depolarizaci neuronu [48]. Tu musi zafidit jiny kanal prostfednictvim jinych synaptickych
okruhi.

2.2.4.2. Struktura NMDA receptort

NMDA receptory jsou heterotetramery, které se skladaji ze dvou NR1 podjednotek a
dvou NR2 podjednotek. NR1 podjednotky existuji v osmi isoforméch a obsahuji vazebné
misto pro koagonistu (D-serin ¢i glycin, viz kap. 2.2.2.). Naopak podrodina NR2 sestava ze
¢tyt strukturné odliSnych podjednotek oznacenych NR2A-NR2D a je zodpovédna za
navazani kyseliny glutamové. Rizné kombinace zminénych podjednotek vedou k riznym
heteromernim NMDA receptorim, které se lisi svou prostupnosti, citlivosti na hofe¢naty
ion ¢i farmakologickym profilem [37].

Soucasné studie uvadéji existenci téZ NR3 podjednotek, které mohou v nékterych
oblastech mozku nahradit NR2 podjednotky. Substituce jedné NR3 za jednu NR2 pak
zpiisobi vyrazné sniZeni permeability receptoru pro Ca?* ionty [52]. Velmi piekvapujici
vlastnosti ale maji predev§im receptory ve sloZzeni NR1/NR3. Ty totiz ztraci afinitu ke
kyselin¢ glutamové 1 k NMDA a jako excita¢ni neurotransmiter vyuzivaji glycin, pfi¢emz

D-serinem jsou inhibovany [53].

2.2.4.3. Funkce NMDA receptoru

Hlavni funkci NMDA receptorti je jejich zapojeni do tzv. dlouhodobé potenciace
(zangl. long-term potentiation, LTP), ktera je jednou z molekularnich podstat uceni a
paméti. LTP je dlouhodobé zvySeni postsynaptické odpovedi na kratkou vysokofrekvenéni
presynaptickou stimulaci [48]. Mechanismus vzniku LTP je znazornén na obr. 6 (str. 15).

Na dlouhodobé potenciaci se kromé NMDA receptorti podili t¢éZ AMPA receptory
(jméno podle a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propionové kyseliny, ktera AMPA
receptor dokaze aktivovat), dal$i ionotropni receptory pro kyselinu glutamovou (vice viz
kap. 2.3.2.). Vyliti tohoto neurotransmiteru z presynaptické bunky do synaptické Stérbiny
odstartuje signalni kaskadu, jiz vysledkem je zvySeni poctu AMPA receptort
V postsynaptické membrané a zvétSeni jejich citlivosti pro kyselinu glutamovou, coz vede

k posileni nervového spoje mezi participujicimi neurony [50].
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Obr. 6: Mechanismus vzniku dlouhodobé potenciace. Kyselina glutamova (Glu) uvolnéna
z presynaptického neuronu se vaze na NMDA (zkratka z angl. N-methyl-D-aspartate) a AMPA (zkratka
z angl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) receptory postsynaptického dendritu. Diky
aktivaci AMPA receptorii dochazi k depolarizaci membrany dendritu a uvolnéni Mg? iontu z NMDA kanélu.
To umozni Ca?* iontim protékat skrz NMDA receptor a navézat se na kalmodulin (CaM). Tento komplex
nasledné aktivuje Ca?*-kalmodulinkinasu II (CaM kII), ktera ovliviiuje AMPA receptory, a to dvéma riiznymi
zpusoby. Bud’ fosforyluje receptor jiz ptitomny v postsynaptické membrang, ¢imz zvysi jeho vodivost pro
Na"* ionty, nebo podpoii pohyb nové nasyntetizovaného AMPA receptoru do synaptické membrany. Zvysena
koncentrace Ca®* zaroveni umozni uvolnéni retrogradnich poslii (RP), ktefi zptsobi dlouhodobé uvoliiovani

kvant glutamatu z presynaptického neuronu. Pfevzato a upraveno z [48].

LTP se projevuje v riznych ¢astech nervového systému. Za poslednich tiicet let byla
podrobné studovédna na Sirokém spektru zvifecich modell, mySi a opic nevyjimaje. Az
soucasné studie vyuZzivajici neinvazivni techniky umoziuji alespont omezené zkoumani i na
lidech. Ukazuje se ale, Ze se molekularni mechanismy LTP mezi jednotlivymi savci pftilis

nelisi [54].
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2.2.4.4. Neuropatologie zptisobena dysfunkci NMDA receptoria

Bylo popsano mnoho nemoci spojenych s dysfunkci NMDA receptori. SniZzena
aktivita téchto receptorii byla pozorovéana u schizofrenie. Naopak zvySena aktivita NMDA
receptorti hraje roli v neuropatologii pii mozkové ischemii, epilepsii, polyneuropatii,
amyotropni laterdlni sklerdze, roztrousené skleréze, Alzheimerove chorobé, Parkinsonové
nemoci, Huntingtonové chorobé a dalsich [37, 55].

Navzdory tomu, ze se jednotlivé nemoci spojené s hyperfunkci NMDA receptorti
svymi pfiznaky vyrazné lisi, jejich molekularni podstata je alespon c¢astecné shodna.
Dusledkem nadmérné stimulace NMDA receptort je totiz zvySeni jejich permeability, coz
vede k masivnimu toku Ca®* jontii do buniky. Vysoka intracelularni koncentrace Ca’" jonti
poté zpusobi aktivaci proteas, nukleas a fosfolipas, které zacnou Sté€pit rtizné bunécné
struktury. To ma za nasledek bud’ nevratné poskozeni bunky, nebo dokonce jeji smrt [50].

Vyvoj latek snizujicich hyperaktivitu NMDA receptori je proto velmi dilezity.
Soucasny védecky vyzkum je zaméfen predevSim na takové slouceniny, které pusobi
pfimo na NMDA receptory. RozliSuji se tfi druhy téchto antagonistdl — kompetitivni
antagonisté nasedajici na vazebné misto agonisty ¢i koagonisty, nekompetitivni alosterické
inhibitory ovliviiujici kterékoli jiné extracelularni misto NMDA receptort a blokatory
NMDA receptort vazajici se do iontového kanalu. Uéinky celé fady zminénych sloucenin
byly studovéany na zvifecich modelech a diky pozitivnim vysledkiim se zacaly provadét i
klinické testy. Ty vSak nebyly ve vétSin€ ptipadl uspésné. Pouzité 1éky totiz bud’ piiznaky
dané choroby skoro viibec nezmiriiovaly, nebo naopak snizovaly aktivitu NMDA receptort
témeér tplné a zpisobovaly tak nezadouci vedlejsi ucinky [55].

Vyuziti NMDA receptorti jako cilii terapeutického zasahu je tedy doposud spise
neuspésné. Proto je potfeba hledat alternativni cesty, kterymi by se stimulace zminénych
receptort dafila ovliviiovat. V tomto ohledu se pravé serinracemasa zda byt nadéji. Jeji
selektivni inhibici by totiz mohlo dojit k tbytku D-serinu v CNS, coZ by mohlo vést ke

sniZeni permeability NMDA receptort.
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2.2.5. D-serin v neuropatologii

Vzhledem Kk tomu, Ze se D-serin podili na pfenosu nervového vzruchu
zprosttedkovaného NMDA receptory, piedpokladd se jeho role i v neuropatologiich
zpusobenych dysfunkci téchto receptorti. Zminénd domnénka byla zatim potvrzena v
ptfipad¢ schizofrenie, Alzheimerovy choroby, amyotropni lateralni sklerdézy, mozkové
ischemie a epilepsie [33, 34, 56]. Velmi prostudovana je piedevsim schizofrenie.

V roce 1998 prisli Tsai a kol. s poznatkem, ze pfidanim D-serinu do antipsychotik
slouzicich pro 1é¢bu schizofrenie se priznaky typické pro tuto chorobu vyrazné zmirni [57].
Roli D-serinu ve zminéném onemocnéni poté na pocatku 21. stoleti potvrdilo hned nékolik
publikaci. Autofi v nich sledovali koncentraci D-serinu V cerebrospinalni tekutiné a
krevnim séru u pacientl postizenych schizofrenii a u zdravych jedinct, pfi¢emz ve vSech
piipadech byla hladina D-serinu u nemocnych vyrazné nizsi [58, 59]. Zda je tento trend
zpusoben snizenou aktivitou SR jako syntetického enzymu D-serinu, zvySenou aktivitou
DAAO jako enzymu degradujiciho D-serin, ¢i né¢im Uplné jinym, je otazkou dalSiho
védeckého vyzkumu. Na toto téma jiz sice existuje n¢kolik praci, vysledky v nich dosazené

jsou ale ¢asto nejednoznaéné a leckdy si i odporuji [56].
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2.3. Epilepsie

2.3.1. Definice epilepsie a jeji epidemiologie

Epilepsie je onemocnéni projevujici se opakovanym vyskytem zachvatl, které se
objevuji bez zjevné priCiny [60, 61]. Epilepticky zachvat je nespecifickd reakce na
drazdéni centralniho nervového systému, charakterizovany poruchami védomi, kieemi,
mimovolnimi pohyby, vegetativnimi projevy a poruchou paméti [61,62]. Vznik
veék, nadmérnd konzumace alkoholu, nedostatek spanku, fyzicka vycerpanost, uzivani
nckterych 1€kt (napft. antidepresiv, antipsychotik a jinych), mechanické poskozeni mozku,
atd. [60].

Pravdépodobnost, Ze se béhem 80 let zivota objevi alesponi jeden epilepticky
zachvat, je témér 10 % [61]. Jak jiz vyplyva z definice epilepsie, vyskyt takového zachvatu
zdaleka nemusi vést k rozvoji tohoto onemocnéni. I piesto epilepsii trpi az 5 % populace,
pficemz nejcastéji jsou postizeni muzi a déti. U vice nez poloviny piipadi détskych
epilepsii vSak dojde béhem dospivani k Uplnému vymizeni zachvati. Naopak nékteré
epilepsie mohou vzniknout az v prib&hu puberty a ty poté pietrvavaji az do dospélosti.

Zvyseny vyskyt epileptickych zachvatt je téz pozorovan u osob starSich Sedesati let [60].

2.3.2. Molekularni podstata epilepsie

Molekularni podstata epileptickych zachvatl jeSté neni zcela objasnéna. Predpoklada
se ale, Ze zvySenou drazdivost centralni nervové soustavy zplisobuje nerovnovaha mezi
inhibici a excitaci na synaptické urovni [61]. Pfenos nervového vzruchu pomoci
excitanich neurotransmiterii totiz musi byt regulovan, coz zajiStuji prav€ inhibi¢ni
neurotrasmitery.

Hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v CNS je kyselina y-aminomaselnd, ktera
aktivuje GABA (zkratka z angl. y-amino butyric acid) receptory [48]. Tyto receptory jsou
dvojiho typu — iontové kanaly (tzv. GABAA receptory) a receptory spojené s G-proteiny
(tzv. GABAGg receptory) [48] (viz obr. 7, str. 19).
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Obr. 7: Schéma obou typi GABA receptorii. GABA, receptory jsou iontové kanaly propustné pro
Cl" ionty. Naopak GABAg receptory jsou metabotropni a pies heterodimerni (2 x afy) protein G zplsobuji
zvyseni vodivosti K* kanaldi a inhibici adenylatcyklasy (AC), coZz znemoZiuje syntézu cAMP, které by

aktivovalo signaliza¢ni kaskadu vedouci k otevieni Ca** kanlu. Prevzato z [48].

Zatimco stimulaci GABAA receptorll dochazi ke zvySenému toku Cl iontl do buiiky,
aktivace GABAg receptorii zplisobuje zvySeny tok K* iontli z builky za soucasného
omezeni vstupu Ca®" jontd do buiky. Vysledkem téchto pochodu je poté preruseni prenosu
nervového vzruchu [48].

Hlavnim excitaénim neurotransmiterem v CNS je kyselina glutamova, ktera kromé
NMDA receptoru (viz kap. 2.2.4.) aktivuje i AMPA receptory. AMPA receptory jsou
jednoduché kationové kanaly, které umoziuji tok K* iontd z buiiky a Na® iontdi do
bunky [48]. Spolu s NMDA receptory se podileji na dlouhodobé potenciaci, coz je nejspise
i jejich hlavni funkce v CNS (viz kap. 2.2.4.).

Epilepticky zachvat pravdépodobné zapficinuji jednak nedostate¢na funkce GABA
receptorti, jednak zvySend funkce NMDA a AMPA receptorti. Zkouméani molekularni
podstaty epilepsie ovSem zdaleka neni u konce. I pfesto se jiz nyni zdaji byt zminéné

receptory vhodnymi cili terapeutického zasahu (vice viz kap. 2.3.3.).
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2.3.2.1. D-serin v epilepsii

Doposud byly publikovany ¢tyfi prace, které piipousti moznou ulohu D-serinu
Vv epilepsii. Loscher a kol. 1 Singh a kol. podavali D-serin injek¢né¢ do CNS mysi, pficemz
zjistili, Ze zvySena koncentrace této aminokyseliny v mozku zpiisobuje epileptické
zachvaty [63, 64]. Xie a kol. zase pracovali s mySmi postradajicimi schopnost syntetizovat
prenase¢ malych neutralnich aminokyselin, coz vedlo k akumulaci D-serinu
Vv extracelularnim prostoru a opét epileptickym zachvatiim [65]. Zatim posledni experiment
dokazujici souvislost mezi D-serinem a epilepsii provedli Liu a kol., ktefi pfi zkoumani
histochemickych fezi mozkli mysi s indukovanou epilepsii pozorovali zvySenou

koncentraci D-serinu vedouci k hyperaktivaci NMDA receptort [66].

2.3.3. Soucasna lécba epilepsie

Vétsina soucasnych 1ékli na epilepsii (tzv. antiepileptik) byla objevena ndhodou a
jejich mechanismus ucinku byl tak dlouhou dobu neznamy. Az diky pokroku molekularné-
biologickych metod se nyni dafi cile terapeutického zasahu identifikovat (viz kap. 2.3.2.).
Pfitom se zjiStuje, ze né€kterd antiepileptika pisobi hned na dva cile najednou [67].
Naptiklad felbaméat a topiramat, Iéky vyuzivané pfi rezistentnich formach epilepsie, jsou
znamy svou schopnosti stimulovat GABA receptory. Oba navic inhibuji aktivity
glutamatovych receptori — felbamat inhibuje NMDA receptory a topiramat AMPA
receptory [67].

Pti 1é¢bé epilepsie se K jednotlivym pacientim pfistupuje individualné. Je na uvazeni
lékate, jaky z fady dostupnych léka vybere. Hlavnim voditkem jsou v tomto piipadé
pozorované priznaky a ndlez na EEG. VétSinou se ale voli mezi kyselinou valproovou
(¢1 jejimi derivaty) a karbamazepinem. Kromé cilené¢ho, pravidelného a dlouhodobého
uzivani antiepileptika je nutné dodrZovat spravnou zivotospravu. Ta zahrnuje predevSim
pravidelny rytmus spanku a zakaz jakéhokoli alkoholu. Pokud neni dosaZeno dostate¢ného
terapeutického ¢inku, je nutno pouzit jiny 1€k — zpravidla fenytoin nebo primadon. Tato
antiepileptika jsou vSak jiz pomérné toxicka a pii dlouhodobém uzivani mohou zplsobit
nezadouci vedlejsi ucinky [60, 68].

SelZe-li 1 druhy 1€k, musi 1ékat ptistoupit k indikaci vice medikamentli najednou.
Pokud se ani tak nedafi zachvaty farmakologicky kompenzovat, zacind se premyslet o

chirurgickém odstranéni epileptogenniho loZiska. Farmakorezistentni epilepsii trpi az 25 %
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nemocnych. Pouze 1/5 z nich ale spliuje veSkeré predpoklady pro epileptochirurgicky
zékrok [69]. Ostatnim neumi soucasna medicina pomoci. Doufejme proto, ze zminény
rychly rozvoj molekularné-biologickych metod bude pokracovat i nadale a brzy se tak
dockame takovych lékt, které zkvalitni zivot 1 pacientim s doposud nelécitelnou formou

epilepsie.
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3. CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

1. Ov¢tit citlivost a specifitu dostupnych monoklonalnich protilatek proti
lidské serinracemase a na zakladé ziskanych vysledkta vybrat tu
nejvhodnéjsi pro imunochemickou detekci hSR ve tkéanich epileptickych

pacientul.

2. Overit metodiku zpracovani a analyzy vzorkd mozkovych tkani ziskanych
zoperaci ve Fakultni nemocnici Motol a Vojenské nemocnici ve
StreSovicich a pfispét tak k lepsi interpretaci vysledk pfi porovnavani

obsahu serinracemasy Vv epileptickych a zdravych tkanich.
3. Pokusit se zméfit aktivitu hSR ve tkanovych lyzatech s doposud nejlepsim

substratem L-serin-O-sulfatem. V piipadé netispéchu poté provést pokusy,

které by neméfitelnost aktivity hSR vysvétlily.
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4. MATERIALY A METODY

4.1. Materialy

4.1.1. Chemikalie

1011 (0] PO UPOPR Lachema (Brno, CZ2)
ACEEONIENTT .. e e Penta (Praha, CZ)
AKIYIAMIA ..o Sigma (St. Louis, USA)
AT P e ns Sigma (St. Louis, USA)
AZIA SOANY .ot Penta (Praha, CZ)
dihydrogenfosforecnan draselny.........c.cccooveririiiienieiinic e Lachema (Brno, CZ)
DNPH (dinitrofenylhydrazin) ..........ccccooviiiiiineneiescseseseeeens Fluka (Buchs, Svycarsko)
dodecylSUIfat SOANY ....vevvviviiiiiiieiee e Sigma (St. Louis, USA)
DTT (dithiOtreitol) ...oc.ooviieiiieieeeee e Sigma (St. Louis, USA)
BENANONL.....c s Penta (Praha, CZ)
FDAA (1-fluoro-2-4-dinitrofenyl-5-L-alanin amid), Marfeyho ¢inidlo............ccccceevviivernnnnee.
............................................................................. Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
GIYCEION . Penta (Praha, CZ)
GIYCIN (e Duchefa (Haarlem, Nizozemsko)
HEPES (kyselina N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonova]).........ccccoecvvivrvrnnnnns
........................................................................................................... Sigma (St. Louis, USA)
hydrogenfosforenan SOdNY ...........ccovveiiiiiiieiieieniesee e Lachema (Brno, CZ)
hydrogenuhli€itan draselny............cccooveiviiiiiiiiiiiis e Lachema (Brno, CZ)
hydroxXid draselny .........coccoviiiiiiiiice e Penta (Praha, CZ)
hydroXid SOANY ....ccveiiiiiiiiiee e Penta (Praha, CZ)
L-erythro-hydroXyaspartat..........cococeveieninesienienie s Wako(Osaka, Japonsko)
ChIOTid ROTEENALY ... Lachema (Brno, CZ)
ChIOMTA SOANY ... e Lachema (Brno, CZ)
ISODULYI-L-CYSTRIN ....cvvvocvcee ettt Fluka (Buchs, Svycarsko)
KySelina DOTItA.......ccueeiiiiiieiie e USB (Cleveland, USA)
kyselina ChIOTIStA .........eoiieiiiieiiei e Penta (Praha, CZ)
kyselina chloroVOdiKOVA .........coiiiiiiiiiiicie e Penta (Praha, CZ)
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KYSEIINA OCTOVA ..ottt Penta (Praha, CZ)

KYSEIINA SITOVA ... Penta (Praha, CZ)
2-merkaptoethanol ..o Sigma (St. Louis, USA)
MELNANOL..... ..ot e Penta (Praha, CZ)
N,N'-methylen-bis(akrylamid)...........ccccccooiininiiiii e, USB (Cleveland, USA)
octan sodny, trinydrat .........cooviiiiiii Penta (Praha, CZ)
OPA (ortho-ftaldialdehyd) ..........cooveviiiieiiiecece e Sigma (St. Louis, USA)
PEroX0diSiran AMONNY........cc.eiverreereieerreeeeseesreeeeseesseeeeseesseaeenns Serva (Heidelberg, SRN)
PLP (pyridoxal-5"-fosSfat) .......cccoveriieiieiieiiesiee e Sigma (St. Louis, USA)
L-SEriN, D-SEITN ..c.eiiiiiii e Sigma (St. Louis, USA)
L-Serin-O-Sulfat .........cccouriiiriiiiii i Bachem (Bubendorf, Svycarsko)
TBA (hydroxid tetrabutylamonny) ..........cccceevevverienreerieneneneseseeneenns Sigma (St. Louis, USA)
TEA (triethanolamin).........ccoceiiiiiiieeee e Sigma (St. Louis, USA)
TEMED (tetramethylethylendiamin) ............cccocoevvvvverererrerenennnnn. Fluka (Buchs, Svycarsko)
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) ...........ccccoccvieiieiciiicceenn, USB (Cleveland, USA)
TWEEN 20,0ttt et sre e USB (Cleveland, USA)
TATON X-100. .0 i Serva (Heidelberg, SRN)

4.1.2. Piistroje
blotovaci pfistroj: Trans-Blot SD, Bio-Rad (Hercules, USA)

CCD kamera: LAS-3000 CCD Camera, Fujifilm (Tokyo, Japonsko)
centrifugy: Biofuge Pico, Heraeus Instruments (Hanau, SRN)
Centifuge 5415R, Eppendorf (Hamburg, SRN)
homogenizatory: Disperser T10 basic, IKA (Staufen, SRN)
TissueLyser Il, QIAGEN (Diisseldorf, SRN)
HPLC:
- pfistroje: Alliance HPLC High Throughput, Waters (Milford, USA)
Rapid Resolution LC Series 1200, Agilent (Santa Clara, USA)
- detektory: Dual Wavelength Absorbance Detector, Waters (Milford,USA)
1200 Series Fluorescence Detector, Agilent (Santa Clara, USA)
laboratorni vahy: AE 163, Mettler (Greifensee, Svycarsko)

EK-400H, A&D Engineering, Inc. (San Jose, USA)
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pH-metr: 9450 pH meter, Unicam (Cambridge, UK)

sonikator: Soniprep 150, Sanyo (Tokyo, Japonsko)
spektrofotometr: GENios, Tecan (Mannedorf, Svycarsko)
termostaty: Grant Instruments Ltd. (Shepreth, UK)

Thermomix BU, B.Braun (Melsungen, SRN)
vertikalni polyakrylamidova elektroforéza: Sigma (St. Louis, USA)

4.1.3. Programy
BLAST: National Center of Biotechnology Information
Image Quant: TotalLab Ltd (Newcastle, UK)

Microsoft Office Excel 2007: Microsoft (Redmond, USA)

4.1.4. Ostatni

Blocker Casein........cccccovevvivciicie e Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
bromfenolova MOdF..........coooiiiiiiiiieee Sigma (St. Louis, USA)
BSA (hovézi sérovy albumin).........ccccceeverveiiniecnienennene Imuna (Sari§ské Michal'any, SK)
centrifugaéni nadobky s filtrem ................. Amicon, Millipore Corporation (Billerica, USA)
Coomassie Brilliant Blue G-250..........ccccceviiieiieiecc e Serva (Heidelberg, SRN)

..................................................................................................... Roche (Basilej, Svycarsko)
chemoluminiscenc¢ni substrat WestFemto ........... Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
kolony HPLC:

~ACQUITY UPLC BEH Ci5(2,1x100 mm), &astecky napIng 1,7 ptim.......ovvvvveerrrerrrneeens
................................................................................................. Agilent (Santa Clara, USA)

- Symmetry Cyg (4,6x250 mm), ¢astecky napIng 5 pm.......c.cceneene. Waters (Milford,USA)
mikrotitracni desticka, 96 jamek............ccccoeviriiiinnnnn Koh-i-noor (Ceské Budgjovice, CZ)
monoklonalni protilatka proti B-aktinU.........cccoccevvveniiiniinniieneee, Sigma (St. Louis, USA)
nerezova ocelova Kulicka..........c.cooviiiiiiiiiii, QIAGEN (Diisseldorf, SRN)
sekundarni protilatka (kozi protilatka proti mySimu séru konjugovana s kienovou
PErOXIAASOU)....vveivrieieeciie et Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
SDS MAIKEE ...ttt Serva (Heidelberg, SRN)
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4.2. Metody

4.2.1. Homogenizace tkané

Roztoky:
pufr A: 50mM TEApH 7,4
5mM NaCl
1% Triton X-100
Complete Mini, EDTA free, Protease inhibitor cocktail tablets
(1 tableta na 10ml pufru)
Postup:

Ze zmrazen¢ho vzorku tkdné byl ufiznut pfiméteny kousek, ktery byl pieveden do
1,Sml ¢i 2ml plastové mikrozkumavky. Byl pfidan 1 ml pufru A a tkan byla
homogenizovana bud’ homogenizérem Disperser T10 a sonikatorem, nebo pouzitim pouze
homogenizatoru TissueLyser II (vice viz. kap. 4.2.1.1. a 4.2.1.2.). Homogenat byl
centrifugovan (16100xg, 60 min, 4°C) a supernatant pienesen do nové mikrozkumavky.
Dtive bylo zjisténo, ze D-serin i serinracemasa jsou timto postupem beze zbytku
pfevedeny do roztoku, dale se tedy pracovalo jen se supernatantem (tzv. tkanovym
lyzatem). Peleta byla dvakrat promyta 0,5 ml 50mM TEA, centrifugovana a zamraZena pro
ptipadnou analyzu pomoci SDS-PAGE (vice viz kap. 4.2.5.).

4.2.1.1. Homogenizace pomoci homogenizatoru Disperser T10 basic a sonikatoru

Nuz homogenizatoru byl umistén do mikrozkumavky s tkani a pufrem A. Pfistroj byl
K nejvyssi rychlosti 6 (30000 otacek za minutu). Pfi této rychlosti byla tkan ponechana
homogenizovat asi 5 s. Smés byla nasledn¢ umisténa na led. Poté byly vzorky sonikovany
30sa opét umistény na led. Homogenat byl dale zpracovavan dle postupu uvedeného

v kap. 4.2.1.

4.2.1.2. Homogenizace pomoci homogenizatoru TissueLyser II
Do 2ml mikrozkumavky obsahujici tkan a pufr A byla vlozena nerezova ocelova

kuli¢ka, mikrozkumavka byla uzaviena a vlozena do homogenizatoru TissueLyser II.
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Vzorek byl homogenizovan 2-5 minut pii frekvenci 30 Hz. Homogenat byl dale

zpracovavan dle postupu uvedeného v kap. 4.2.1.

4.2.2. Piiprava tkanovych lyzati pro méreni koncentrace D-serinu

Pro méfeni koncentrace D-serinu ve tkanovych lyzatech pomoci RP-HPLC byla
nezadouci ptfitomnost rozpustnych proteinti. Pro jejich odstranéni z roztoku byly vyuzivany
dva postupy — srazeni proteint z roztoku nebo ultrafiltrace. Nasledna RP-HPLC analyza
byla provadéna Radkem Souckem z UOCHB AV CR.

4.2.2.1. Srazeni proteint z roztoku

K 50 ul tkanového lyzatu bylo piidano 50 pl 1,875M HCIO,4 a smés byla dukladné
promichana automatickou pipetou. Poté bylo ptidano 50 ul 1,875M KOH (pro
zneutralizovani kyseliny). Roztok byl centrifugovan (16100xg, 20 min, 4°C), supernatant

prenesen do nové mikrozkumavky a zamrazen pro pozdé¢jsi RP-HPLC analyzu.

4.2.2.2. Ultrafiltrace

Do ultrafiltra¢ni centrifuga¢ni nadobky s filtrem tvofenym celulosou a s limitem
propustnosti 3 kDa (Amicon, Millipore Corporation, USA) bylo pipetou pieneseno 500 pl
tkadnového lyzatu. Nadobka byla umisténa do mikrozkumavky a centrifugovana (13000xg,
20 min, 4°C). Retenat o objemu pfiblizné¢ 100 ul byl nasledné pienesen do nové

mikrozkumavky a zamraZen pro pozd¢jsi RP-HPLC analyzu.

4.2.3. Zpracovani bunék HEK293

Pro pokusy byly pouzivany dva druhy bunék HEK293 (bunécné linie odvozena
z lidskych embryonalnich ledvinovych bunék) — buiiky exprimujici mSR (HEK+) a buniky
postradajici schopnost exprimovat mSR (HEK-). Transfekce bunék vektorem obsahujicim
DNA kodujici mSR byla jiz diive provedena v nasi laboratofi Cyrilem Batfinkou a Kvidem
StiiSovskym. Nartst, sklizeni a promyti bunék HEK+ 1 HEK— obstarala Jana Starkova.

Ke zmrazenému sedimentu bunék byl ptidan 1 ml pufru A (viz kap. 4.2.1.) a bunky
byly homogenizovany pomoci homogenizatoru TissueLyser Il (viz kap. 4.2.1.2.). Nasledn¢
byl homogenat centrifugovan (16100xg, 2 hod., 4°C) a supernatant (tzv. bunéény lyzat)

ptenesen do nové mikrozkumavky.
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4.2.4. Stanoveni celkové koncentrace proteint

Koncentrace proteinu byla stanovena metodou podle Bradfordové. Pro kalibraci byla
pouzita kalibra¢ni fada standardu hovéziho serumalbuminu (bovine serum albumine,
BSA).

Do 96 jamek mikrotitraéni desticky Koh-i-noor (Ceské Budgjovice, CZ) bylo
pipetovano 160 ul vody. Do jamek Al a A2 bylo pifidino 160 ul roztoku BSA o0
koncentraci 50 pg/ml a vzniklé smési byly dikladné promichany multikanalovou pipetou.
Tim vznikl roztok BSA o koncentraci 25 pug/ml, z néhoz bylo multikandlovou pipetou
odebrano 160 pl do jamek B1 a B2. Nésledné byly vzniklé smési opét promichany. Timto
zpusobem bylo fedéno do té doby, nez byly ziskdny roztoky standardu o koncentracich 25;

12,5; 6,25; 3,13; 1,57 a 0,78 pg/ml (ptfesné rozmisténi vzorki na desticce viz Tab. 4).

Tab. 4: RozloZeni vzorkii na 96-ti jamkové desti¢ce Koh-i-noor. Jednotlivé vzorky jsou oznaéeny
zkratkami VZ1 — VZ8. Cisla uvedena pod zkratkami znazoriuji relativni koncentrace proteinii v daném
roztoku. Pivodni roztok vzorku mél vzdy relativni koncentraci rovnou 100. Kromé standardu je tedy mozné
na jedné desti¢ce méfit az 8 ruznych vzorku, pficemz od kazdého Ize v ramci kalibra¢ni kiivky ziskat az Sest

hodnot koncentraci proteint.

1 2 3 2 5 6 7 8 9 0 | 11 | 12
A st? BZSSA vzi|vz1|vz2 | vz2|vzs|vzs|vza|vza|vzs | vzs
20 | 20| 20 | 20| 20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20
pg/ml | pg/ml
BSA | BSA

Bl 125 | 125 VZ1 | VZ1|VZ2 | VZ2 |VZ3 | VZ3 |VZ4 | VZ4 | VZ5 | VZ5

pg/ml | pg/ml
BSA | BSA
C]J] 625 | 625
pg/ml | pg/ml

VZ1 | VZ1|VZ2 | VZ2 |VZ3 | VZ3 |VZ4 | VZ4 | VZ5 | VZ5
0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8

5 2512‘ 'zsié vzi|vzi|vz2|vz2|vzs|vzs|vza|vza|vzs | vzs
' A3 1 016 | 016 | 016 | 016 | 016 | 016 | 016 | 016 | 016 | 0.16
pg/ml | pg/ml
BSA | BSA

VZ1 |VZ1|VZ2 | VZ2 |VZ3 | VZ3 |VZ4 |VZ4 | VZ5 | VZ5

B 157 | 157 5032 | 0,032 | 0,032 | 0032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,032

pg/ml | pg/ml
BSA | BSA
F] 0,78 | 0,78
pg/ml | pg/ml

VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ7 | VZT7 | VZ7 | VZ7 | VZ7
0,032 | 0,16 0,8 4 20 0,032 | 0,16 0,8 4 20

VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ6 | VZ7 | VZ7 | VZ7 | VZ7 | VZ7

G | voda | voda 0032 016 | 08 4 20 | 0032 | 016 | 08 4 20

VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8 | VZ8

H | voda | voda | jq35 | 016 | 08 4 20 | 0032 016 | 0,8 4 20
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Do jamek A3-A12 a dale F6,G6,F12,G12 a H6,H12 bylo pipetovano 40 pl vzorki a
vzniklé smési byly dikladné promichany multikandlovou pipetou. 40 pl téchto roztokt
bylo poté stejnou pipetou preneseno do nasledujicich jamek (pfesné rozmisténi vzorkd na
desticce viz Tab. 4, str. 28). Vzniklé smési byly opét promichany a v fedéni bylo
pokrac¢ovano do té doby, nez bylo ziskano 5 riznych koncentraci kazdého vzorku.

Poté bylo do vsech jamek ptidano 40 ul Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad)
aroztoky byly dukladné¢ promichany multikandlovou pipetou. Nasledné byly zméfeny
absorbance vzniklych smési pfi 595 nm na spektrofotometrické ¢tecce GENios (Tecan) a
koncentrace pfisluSejici jednotlivym hodnotdm téchto absorbanci byly vyhodnoceny

v programu Magellan (Tecan).

4.2.5. Vertikdlni elektroforéza v denaturujicim polyakrylamidovém

gelu (SDS-PAGE)

Roztoky:
separacni gel (12%): 2,5 ml 1,5M Tris (pH 8,8)
2,73 ml 44% akrylamidové smési: 42,8 g akrylamid
1,2 g N’",N’-bisakrylamid
56 ml destilované vody
100 pl 10% (w/v) SDS
doplnéno destilovanou vodou do 10 ml
10 pl TEMED
100 pl 10% (w/v) APS

zaosttovaci gel (5%): 1,25 ml 1M Tris (pH 6,8)

0,75 ml 44% akrylamidové smési: 42,8 g akrylamid
1,2 g N’,N’"-bisakrylamid
56 ml destilované vody

50 ul 10% (w/v) SDS

doplnéno destilovanou vodou do 5 ml

10 ul TEMED

50 pl 10% (w/v) APS
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vzorkovy pufr (6x): 10,5 ml 1M Tris (pH 6,8)
9 g glycerol
3gSDS
4,8 ml 2-merkaptoethanol
3,6 mg bromfenolova modt

doplnéno destilovanou vodou do 10ml

elektrodovy pufr (5x): 15,19 Tris
94 g glycin
59 SDS

900 ml destilovana voda (vysledné pH 8,8 nebylo upravovano)

Postup:

Mezi sestavena skla pro vertikalni elektroforézu (Sigma) bylo nalito pfiblizné 3,6 ml
roztoku pro separacni gel a ptevrstveno etanolem. Po ztuhnuti gelu byl zbyly etanol vylit,
volny prostor vyplachnut destilovanou vodou a vysusen kouskem filtraéniho papiru.
Nasledné byl az po okraj skel nalit zaostfovaci gel, do kterého byl vnofen hieben pro
vzorkové jamky. Po ztuhnuti tohoto gelu byl hieben vyjmut a skla pfemisténa do pfistroje
pro vertikalni elektroforézu (Sigma), jehoz horni i dolni komora byla naplnéna
elektrodovym pufrem (zfedénym v poméru 1:4 s destilovanou vodou). Vzduchové bubliny,
které se vytvorily mezi skly obsahujici gel, byly odstranény injek¢ni stiikackou.

Vzorky byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 5:1, denaturovany asi
pétiminutovymi varem na vodni 1azni a naneseny na gel. Po zapnuti aparatury se proteiny
V nich obsazené rozdélily podle svych relativnich molekulovych hmotnosti. Separace
proteinti probihala ptiblizné¢ 90 min pfi konstantnim napéti 130 V v zaostfovacim gelu a
150 V v separa¢nim gelu. Detekce proteini byla provedena bud’ barvenim Commassie
Briliant Blue a naslednym odbarvovanim 10% kyselinou octovou, nebo pfenosem na

nitrocelulosovou membranu a naslednou imunodetekei.
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4.2.6. Metoda elektropfenosu proteini na nitrocelulosovou

membranu (Western Blot)

Roztoky:
blotovaci pufr: 192 mM glycin
25 mM Tris-HCI
10% (v/v) metanol
0,1% (w/v) SDS
PBS: 137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM NazHPO4
1,8 MM KH,PO,4
upraveno na pH 7,4
vyvolavaci smés: chemiluminiscencni substrat pro kifenovou peroxidasu (horseradish
peroxidase, HRP) WestFemto, Thermo Fisher Scientific
Postup:

Gel z ukoncené elektroforézy byl spolu s nitrocelulosovou membranou a ¢tyimi
filtra¢nimi papiry ekvilibrovan ve 100 ml blotovaciho pufru po dobu asi 5 min. Na anodu
blotovaciho pfistroje (Bio-Rad) byly poté umistény dva filtraéni papiry, nasledovaly
nitrocelulosovd membrana, gel a opét dva filtracni papiry. Pfipadné vzduchové bubliny
byly odstranény valcovanim zkumavkou s rovnymi Okraji a blotovaci pfistroj byl uzavien.
Ptenos proteini probihal 15 min pfi konstantnim napéti 15 V.

Po ukonceni pfenosu byla nitrocelulosovd membrana piemisténa do lazné se
4 ml roztoku ¢istého mlécného kaseinu (Casein Blocker, Thermo Fisher Scientific), kde
byla ponechana po dobu 0,5 — 3 hodin. Nasledn¢ byla ptidana primarni protilatka — 2C2.1
(supernatant, celkova koncentrace proteini 110 mg/ml) a 3B7.1 (supernatant, celkova
koncentrace proteini 140 mg/ml) v poméru 1:20, BD (250 pg/ml) a anti [-aktin
(koncentrace nebyla vyrobcem uvedena) v poméru 1:100 (vice o jednotlivych primarnich
protilatkach viz kap. 5.1.). S touto protilatkou byla membréna inkubovana pii laboratorni

teplot¢ pres noc. Druhy den byla membrana promyvana v PBS + 0,05% Tween-20
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3x10 min. Poté byly opét piidany 4 ml Casein Blockeru a 2 pl 10x ziedéné sekundarni
protilatky (kozi protildtka proti mySimu séru konjugovana s kienovou peroxidasou,
Thermo Fisher Scientific). Inkubace probihala pfi laboratorni teploté ptiblizn¢ 2 hodiny.
Nasledné byla membrana znovu promyta v PBS + 0,05% Tween-20 3x10 min. Nakonec
byla membrana 5 min inkubovana v 750 pl vyvolavaci smési, osusena filtraénim papirem a
vloZena do prihledné félie. Chemiluminiscence byla métfena na pftistroji LAS-3000 CCD

Camera (Fujifilm, Japonsko).

4.2.7. Méreni aktivity SR
4.2.7.1. Aktivita hSR ve tkanovém lyzatu (L-serin-O-sulfat jako substrat)

Roztoky:

reakéni pufr: 250 mM HEPES, pH 8
25 uM PLP
2,5 mM MgCl,
125 mM DTT
2,5mM ATP

derivatizacni ¢inidlo: 0,3 g DNPH
1,5 ml 96% H,SO,
7,5 ml etanolu
2,2 ml vody

mobilni faze A: 50 mM TBA
upraveno na pH 4,3 nasycenym roztokem CH3COOH

mobilni faze B: metanol

promyvaci roztok pro nastiikovou jehlu: 50% metanol

Aktivitn7 reakce:

Do kazdé 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetovano 40 pl reakéniho pufru a
50 pl tkanového lyzatu. Do vicka mikrozkumavky bylo pipetovano bud’ 5 pl 100 mM
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L-serin-O-sulfatu (LSOS) a 5 ul HPLC vody, nebo 5 ul 100 MM LSOS a 5 ul 20 mM
L-erythro-3-hydroxyaspartatu (inhibitor), nebo 10 ul vody. Celkovy objem reakéni smési
¢inil vzdy 100 pl. Reakce byly zahajeny centrifugaci (0xg — 8000xg, 10s, laboratorni
teplota), inkubovany ve vodni lazni pti 37°C 15 hodin, zastaveny 20 ul 2M HCIO4 a poté
opét centrifugovany (16100xg, 5 min, laboratorni teplota). Pro zneutralizovani kyseliny
bylo pifidano 20 pul 2M KOH a smés byla zamrazena pro pozd¢jsi analyzu. Jako kontroly

slouzily stejné€ pfipravené roztoky, u nichz byla misto 50 pl tkdnového lyzatu ptfidana voda.

Prekolonova derivatizace:

Smés byla vyjmuta z mraziciho boxu a centrifugovana (16500xg, 5 min, laboratorni
teplota). Mezi tim bylo derivatizaéni ¢inidlo 10x ziedéno 50% (v/v) MeOH ve vodé
a pipetovano po 25 ul do novych 1,5ml mikrozkumavek. Nasledné bylo ptidano 25 ul
vzorku a 450 pl 50% (v/v) MeOH ve vodé. Smés byla dikladné promichana a ponechana
5 minut stat pii laboratorni teploté. Pied aplikaci na RP-HPLC byly vzorky centrifugovany
(16100xg, 10 min, 4°C) a 400 ul supernatantu bylo poté pieneseno do novych
mikrozkumavek bez vicek. Z divodu rychlého rozkladu produktd bylo vzdy

derivatizovano max. 30 vzorkd.

Analyza reak¢nich smesi pomoci HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC):

Vzorky byly analyzovany pomoci pfistroje Alliance HPLC (Waters) a detektoru
Dual Wavelength Absorbance Detector (Waters). Pred vlastnim méfenim byla kolona
(Symmetry Cig, 4,6x250 mm, rozmér CasteCek naplné 5 um, Waters) ekvilibrovana pii
prutoku 1 ml/min startovni smési (60% mobilni faze A, 40% mobilni faze B). V programu
Alliance (Waters) byly nastaveny vSechny potfebné parametry analyzy. Pti typickém
méfeni bylo 50 ul vzorku analyzovano pii pratoku 1 ml/min a gradientu 65 — 85 % mobilni
faze B (1 % za minutu). Délka eluce jednoho vzorku trvala 32 min. Produkty déleni byly

detekovany absorpci pii 366 nm.
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4.2.7.2. Aktivita mSR v bunééném lyzatu (L-serin jako substrat)

Roztoky:

reak¢ni puft: 250 mM HEPES, pH 8
25 uM PLP
2,5 mM MgCl,
125 mM DTT
2,5mM ATP

derivatiza¢ni ¢inidlo: 10 mg Marfeyho ¢inidla (1-fluoro-2-4-dinitrofenyl-5-L-alanin

amid, FDAA, Thermo Fisher Scientific) v 1 ml acetonu

mobilni faze A: 50 mM kyselina octova

upraveno na pH 4,4 nasycenym roztokem NaOH

mobilni fize B: metanol

promyvaci roztok pro nastiikovou jehlu: 50% (v/v) metanol ve vod¢

Aktivitn/ reakce:
Postupovalo se analogicky podle postupli popsanych v kap. 4.2.7.1. Misto
50 pl tkédnového lyzatu se do reakéni smési pridavalo 50 pl bunééného lyzatu a misto

100 mM LSOS se jako substrat pouzival 100 mM L-serin.

Prekolonova derivatizace:

Smés byla vyjmuta z mraziciho boxu a centrifugovana (16500xg, 5 min, laboratorni
teplota). Mezi tim bylo do novych 1,5ml mikrozkumavek pipetovano 5 ul 1 M KHCO:s.
Nasledné bylo ptidano 10 pl vzorku a 25 pl roztoku Marfeyho €inidla, ¢imz vznikl zluté
zabarveny roztok. Reakce byly inkubovany ve 45°C 45 min. Béhem této doby
doslo k barevné zméné smeési na oranzovou. Zastavenim reakce 5 ul 2M HCI se roztok
opét zbarvil do zluta. Nakonec bylo piidano 405 pul 50% (v/v) MeOH ve vodé. Pred
aplikaci na RP-HPLC byly vzorky centrifugovany (16100xg, 10 min, 4°C) a 300 ul

supernatantu bylo poté pteneseno do novych mikrozkumavek bez vicek.
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Analyza reak¢nich smesi pomoci HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC):

Byl pouzit stejny piistroj a detektor jako je uveden v kap. 4.2.7.1. Kolona
(Symmetry Cig Column, 4,6 x 250 mm, rozmér ¢asteGek naplné 5 um, Waters) byla
ekvilibrovana pfi priatoku 1 ml/min startovni smési (65 % mobilni faze A, 35 % mobilni
faze B). V programu Alliance (Waters) byly nastaveny vsechny potfebné parametry
analyzy. Pfi typickém méfeni bylo 50 pl vzorku analyzovano pfi pratoku 1 ml/min a
stdlém sloZeni mobilni faze (65 % mobilni faze A, 35 % mobilni faze B). Délka eluce

jednoho vzorku trvala 20 min. Produkty déleni byly detekovany absorpci pti 340 nm.

4.2.7.3. Aktivita mSR v Zivych burikich HEK293
Roztoky:
boratovy pufr: 0,4M kyselina borita

upraveno na pH 9,0 nasycenym roztokem NaOH

derivatiza¢ni ¢inidlo: 10mg/ml OPA
10mg/ml isobutyl-L-cystein

50% (v/v) acetonitril ve vodé

mobilni faze A: 9,66 g octan sodny, trihydrat
0,24 ml kyselina octova
nékolik kapek azidu sodného
doplInéno vodouna 1 |

upraveno na pH 6,0 nasycenym roztokem NaOH nebo CH3COOH

mobilni faze B: 100% acetonitril

Prace s busikami

Experimenty byly provadény v nasi laboratofi Janou Jirdskovou. Bunky HEK+ i
HEK-— byly nechany rtst v 6-ti jamkové desti¢ce (Koh-i-noor, Ceské Budgjovice, CZ) do
75% konfluence (medium mélo objem asi 1 ml). Nasledn¢ bylo vzdy do dvou jamek
ptidano bud’ 20 ul 100mM L-serinu a 20 pl vody, nebo 20 pul 100mM L-serinu a 20 pl
100mM L-erythro-3-hydroxyaspartatu. Bunky v poslednich dvou jamkach slouzily jako
kontrolni, protoze k nim bylo ptidano pouze 40 pl vody. Po tfech dnech bylo medium
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odsadto a pomoci ultrafiltrace byly odstranény nezadouci vysokomolekularni latky

(viz kap. 4.2.2.2).

Analyza reak¢nich smesi pomoci HPLC na reverzni fazi (RP-HPLC):

Analyza byla provedena Radkem Soutkem z UOCHB AV CR pomoci pfistroje
Rapid Resolution LC Series 1200 (Agilent) a detektoru 1200 Series Fluorescence Detector,
(Agilent). Pro separaci byla vyuzita kolona ACQUITY UPLC BEH Cjg (2,1x100 mm,
rozmér ¢asteek naplné 1,7 um, Agilent), ktera byla ekvilibrovana pii prutoku 0,5 ml/min
startovni smési (94 % mobilni faze A, 6 % mobilni faze B). V pfistroji probihala téz
prekolonova derivatizace, kdy bylo smichano 0,7 ul boratového pufru, 0,1 pl vzorku a
0,2 pul derivatizacniho ¢inidla a pfed vlastni nastiikem bylo 2 minuty vyckéno. Typicka
analyza byla provadéna pii prutoku 0,5 ml/min a gradientu 6 — 13 % mobilni faze B (2 %
za minutu). Délka eluce jednoho vzorku trvala 10 min. Produkty déleni byly detekovany

fluorescenci (excitace pfi 334 nm, emise pii 443 nm).
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5. VYSLEDKY

5.1. Charakterizace primarnich protilatek

K dispozici byly tii monoklonalni protilatky proti serinracemase — dvé s oznacenim
2C2.1 a 3B7.1 vyrobené v Laboratofi molekularni imunologie UMG AV CR a jedna
komeréné dostupna od firmy BD Biosciences (v dalsim textu oznafovana jako BD).
Zatimco protilatky 2C2.1 a 3B7.1 byly pfipraveny proti denaturované lidské serinracemase
(hSR), protilatka BD je ur¢ena pro imunodetekci mysi serinracemasy (mSR). Podle udaje
vyrobce je ale jeji epitop v oblasti mezi 127. a 248. aminokyselinou mSR. Vzhledem
K tomu, ze ma tato sekvence s hSR 90% identitu (zjisténo v programu BLAST), rozhodli

jsme se vyzkouset i tuto protilatku.

5.1.1. Citlivost protilatek

Pro urceni detekéniho limitu jednotlivych protilatek byly pouZzity rekombinantni

proteiny hSR a mSR, které byly pfipraveny v nasi laboratoti v bakteriich E.coli.

hSR mSR

) R ol T

-_e .

2C2.1

100 50 10 5 1+ 05

3B7.1 '2
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o | mm—— :
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Obr. 8: Porovnani citlivosti jednotlivych protilatek viici rekombinantni hSR a mSR. Vzorky
(mSR nebo hSR) byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pfeneseny na nitrocelulosovou membranu
a detekovany piislusnou protilatkou (2C2.1, 3B7.1 nebo BD) (kap. 4.2.6.). Cisla znazoriiuji mnozstvi

proteinu (v ng), ktera byla nanesena do jednotlivych drah.
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Z obr. 8 (str. 37) je patrné, Ze nejvétsi citlivost viici hSR ma protilatka 2C2.1, jejiz
detek¢ni limit je 0,1 — 0,2 ng. Vici mSR je nejcitlivéjsi protildtka BD s detekénim limitem
0,8 ng. Stanoveni mSR protilatkou 2C2.1 a hSR protilatkou BD naopak neni pfili§ vhodné,
Vv téchto piipadech jsou totiz detek¢ni limity velmi vysoké. Protilatka 3B7.1 ma piiblizné
stejnou citlivost pro oba studované proteiny. Jeji detek¢ni limity jsou pro hSR 5 ng a pro
mSR 1 ng.

5.1.2. PfibliZna lokalizace epitopu protilatky 2C2.1

Doposud nezname piesny epitop ani jedné ze studovanych monoklonalnich
protilatek proti serinracemase. Provedené pokusy ovSem poukédzaly na pfibliznou
lokalizaci epitopu protilatky 2C2.1. Jak jiz bylo uvedeno v kap. 5.1.1., rekombinantni hSR
byla ptipravena v bakteriich E.coli Katetinou Purchartovou a Terezou Emmerovou
v prubéhu pokrocilych praktik z biochemie. Béhem purifikace zminéného proteinu se

nepodafilo odstranit degrada¢ni produkt o velikosti ptiblizné 30 kDa (viz obr. 9).

1 2 kDa 3
- —
100
e}
50
s 37 37kDa
‘:30 kDa
! &

Obr.9: Vysledek purifikace hSR provedené Katefinou Purchartovou a Terezou

Emmerovou. Vzorky byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a detekovany barvenim Commasie Briliant Blue
(kap. 4.2.5.). Drahy: 1 — bunéény lyzat pred purifikaci (max. mnozstvi na drahu); 2 — standard hSR (2 pg);
3 — vysledny roztok hSR po purifikaci (max. mnozstvi na drahu). Béhem purifikace se nepodatilo ziskat Cisty
protein, kromé& hSR o molekulové hmotnosti 37 kDa obsahoval finalni roztok i degrada¢ni produkt o

ptiblizné molekulové hmotnosti 30 kDa (viz dréha 3).
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Analyzou tohoto produktu N-koncovou proteinovou sekvenaci a hmotnostni
spektrometrii se zjistilo, ze se jedna o protein s aminokyselinovou sekvenci hSR bez
C-terminalniho konce (chybi 24 aminokyselin). Zatimco protilatky BD a 3B7.1 tento
degradac¢ni produkt rozpoznavaji, protilatka 2C2.1 nikoli (viz obr. 8, str. 37). Domnivame

se tedy, ze epitop protilatky 2C2.1 je lokalizovéan pravé na C-terminalnim konci hSR.

5.1.3. Specifita protilatek

Specifita jednotlivych protildtek byla ovéfena pomoci lyzati bunc€k exprimujicich
(HEK+) a neexprimujicich (HEK-) mysi serinracemasu (kap.4.2.3.) metodou
elektropienosu proteint (kap. 4.2.5. a 4.2.6.). Na gel bylo vzdy naneseno tolik vzorku, aby

celkové mnoZzstvi proteintl na jednu drahu ¢inilo 70 pg.

2C2.1 3B7.1 BD

1 2 3 4 kbDa 1 2 3 4 kba 1 2 3 4 kDa

~

Obr. 10: Porovnani specifity jednotlivych protilatek proti serinracemase. Vzorky byly rozdéleny
pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pieneseny na nitrocelulosovou membranu a detekovany pfislusnou
protilatkou (2C2.1, 3B7.1 nebo BD) (kap. 4.2.6.). Drahy: 1 — rekombinantni hSR (10 ng); 2 — rekombinantni
mSR (10 ng), 3 — lyzaty bunék HEK293 exprimujici mSR (celkové mnozstvi proteinu v draze 70ug);
4 — lyzaty bunék HEK293 neexprimujicich mSR (celkové mnozstvi proteinu v draze 70pg).
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Z obr. 10 (str. 39) je patrné, Ze protilatka 3B7.1 rozpoznava krom¢é mSR (37 kDa) téz
neznamé proteiny o pribliznych molekulovych hmotnostech 50 kDa, 75 kDa a 90 kDa.
Aplikaci protilatky BD je viditelny pouze signal v oblasti molekulové hmotnosti 37 kDa,
ktery néalezi mSR. Protilatka 2C2.1 poté rozpozndva mSR (37 kDa) a protein o piiblizné
molekulové hmotnosti 30 kDa. Zajimavy vysledek poskytuje tato protilatka v ptipadé
lyzatu bunék HEK-, protoze zde detekuje protein o molekulové hmotnosti 37 kDa.
Vzhledem k tomu, ze bunky HEK- postradaji schopnost exprimovat mysi SR, pfitomnost
mSR Ize vylouéit. MuzZze se ovSem jednat o lidskou SR. Bylo totiz prokazano, ze se
Vv ledvinach (a tedy i v embryonalnich bunkach ledvin) hSR vyskytuje [28].

Predpoklad, ze protilatka 2C2.1 rozpoznavéa skutecné hSR a nikoli né&jaky jiny
protein o stejné molekulové hmotnosti, podporuje n€kolik dalSich skute¢nosti. Za prvé,
protilatka 2C2.1 je vici hSR vysoce citliva (kap. 5.1.1.), je proto schopna detekovat i velmi
mald mnozstvi proteinu. Za druhé, aminokyselinova sekvence oblasti hSR obsahujici
epitop protilatky 2C2.1 (viz kap. 5.1.2.) byla vlozena do programu BLAST. Nebyl vSak
nalezen jediny protein s molekulovou hmotnosti 37 kDa, ktery by mél s touto sekvenci
alespon Castenou identitu. Za tfeti, béhem méfeni aktivit mSR (vice viz kap. 5.3.2.)
u bun¢k HEK?293 se zjistilo, ze i bunky HEK— produkuji urcité mnozstvi D-serinu. Ten by
ale nemonhl vznikat, kdyby nebyla pfitomna serinracemasa. Za ¢tvrté, na gel bylo naneseno
takového mnozstvi lyzatu bun¢k HEK—, aby byla protilatka 3B7.1 schopna hSR detekovat
(jeji citlivost viici hSR je totiz nizsi nez je tomu tak u protilatky 2C2.1, viz kap. 5.1.1.). Po
elektroptenosu proteint byl poté skute¢né viditelny signal v oblasti molekulové hmotnosti
37 kDa.

Po provedenych experimentech byly protilatky vyzkouSeny téz na vzorcich
resekované mozkové tkané pacienta s farmakorezistentni epilepsii, ktery byl operovan na
spolupracujicim pracovisti Fakultni nemocnice Motol, oddéleni détské neurologie (odbér
vzorkli z pacientii byl schvalen Etickou komisi FN Motol). Vysledky pokusu jsou
znazornény na obr. 11 (str. 41). Protilatky BD a 3B7.1 rozpoznavaly hSR o molekulové
hmotnosti 37 kDa jen velmi slabé. Po aplikaci protilatky 3B7.1 byly opét patrné signaly
v oblastech molekulovych hmotnostni 50 kDa, 75 kDa a 90 kDa. Stejné tak, jako Vv pfipadé
pokusti s buiikami HEK293, rozpoznavala protilatka 2C2.1 hSR (37 kDa) a protein
0 molekulové hmotnosti asi 30 kDa. Vsechny tfi protilatky navic detekovaly protein

0 ptiblizné molekulové hmotnosti 25 kDa.
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2C2.1 3B7.1 BD anti B-aktin

1 2 3 kba

Obr. 11: Imunochemicka analyza vzorki resekované mozkové tkané pacienta
s farmakorezistentni epilepsii. VVzorky byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel (celkové mnozstvi
proteinii na jednu drahu ¢inilo vzdy 70 pg), rozdéleny pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pfeneseny na
nitrocelulosovou membranu a detekovany pfislusnou protilatkou (2C2.1, 3B7.1, BD nebo anti (-aktin)
(kap. 4.2.6.). Jednotlivé drahy obsahuji vzorky pacienta pod kdédovym oznafenim: draha 1 — ANKO?2,
draha 2 — ANKO3, draha 3 — ANKO4.

Pro kvantifikaci serinracemasy V jednotlivych vzorcich je potfeba vztahnout jeji
mnozstvi k ur¢itému vnitinimu standardu. Tim byl zvolen B-aktin. Bylo proto poticba
ovétit téz specifitu protilatky proti B-aktinu (v textu oznaCovana jako anti [-aktin).
Zobr. 11 je ziejmé, ze tato protilatka rozpoznava kromé B-aktinu (43 kDa) i protein o
piiblizné molekulové hmotnosti 25 kDa.

Obr. 12 (str. 42) znazornuje vysledky po aplikaci protilatek proti hSR i B-aktinu
zaroven. Pokud porovname obr. 11 a obr. 12, dojdeme k zavéru, Ze vSechny zminéné
protilatky rozpoznavaji krom¢ svych antigenli i stejny 25 kDa protein. Jednd se tedy

pravdépodobné o n&jakou nespecifickou interakci s jinym bunécnym proteinem.
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2C2.1 3B7.1 BD

Obr.12: Imunochemicka analyza vzorki resekované mozkové tkané pacienta

s farmakorezistentni epilepsii S vyuzitim B-aktinu jako vnitfniho standardu. Vzorky byly
naneseny na 12% polyakrylamidovy gel (celkové mnozstvi proteini na jednu drahu &inilo vzdy 70 pg),
rozdéleny pomoci SDS-PAGE (kap.4.2.5.), pfeneseny na nitrocelulosovou membranu a detekovany
protilatkou proti hSR i B-aktinu zaroven (2C2.1 a anti -aktin nebo 3B7.1 a anti -aktin nebo BD a anti

B-aktin) (kap. 4.2.6.). Jednotlivé drahy obsahuji vzorky pacienta pod kodovym oznaenim:
draha 1 — ANKO2, draha 2 — ANKO3, draha 3 — ANKO4.

5.2. Zpracovani a analyza vzorku tkani - pfesnost pouzitych

metod

Vzorky byly ziskany zoperaci provedenych ve Fakultni nemocnici Motol a
Vojenské nemocnici ve StieSovicich. Pacienti byli operovani z divodu netspéchu
farmakologické 1é¢by. Operace spocivala v odstranéni epileptogenniho loziska, pii¢emz
okrajoveé Casti této tkan€ vétSinou epilepsii zasazeny nebyly (rozliSeni epileptické tkdné€ od
tkané zdravé bylo provedeno bezprostiedné po kazdé operaci patologem doc. MUDr.
Josefem Zamecénikem, Ph.D.). Aby bylo mozné posoudit, zda se v obsahu serinracemasy
1181 epilepticka tkan od tkané epilepsii nezasazené, bylo nutné ovéfit presnost pouzivanych
metod. Za timto G¢elem byl jeden ze vzorku pacienta pod kédovym ozna¢enim ONTA

zpracovan paralelné Ctytikrat (ptivodni vzorek byl rozd€len na ¢tyfi dil¢i vzorky, které byly
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zpracovany a analyzovany popsanym zpusobem — kap. 4.2.1., 4.2.4., 4.2.5., 4.2.6.). Po
elektropfenosu proteinti na nitrocelulosovou membranu, imunodetekci protilatkami proti
B-aktinu a hSR (protilatkou 2C2.1) a nasledné kvantifikaci signald v programu Image
Quant by mél byt pomér mnozstvi hSR/B-aktin v jednotlivych paralelné¢ zpracovanych
vzorcich konstantni. Z obr. 13 je ovSem ziejmé, ze tomu tak neni. Proto jsme se rozhodli

zjistit, v jakém kroku zpracovani a analyzy vzorku tato chyba vznika.
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paralelné zpracované vzorky z pavodniho vzorku
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Obr. 13: Imunochemicka analyza paralelné zpracovanych vzorkii mozkové tkané pacienta
pod kodovym oznacenim ONTAL. Vzorek ONTA1 byl rozdélen na &tyfi dil&i vzorky s oznagenim 1, 2,
3 a 4, které byly homogenizovany homogenizatorem Disperser T10 a sonikovany (kap. 4.2.1.1.). Po
centrifugaci byla v jednotlivych supernatantech zméiena celkova koncentrace proteind (kap. 4.2.4). Nésledné
byly vzorky smiseny se vzorkovym pufrem a na 12% polyakrylamidovy gel bylo naneseno takové mnoZzstvi
vzniklych roztoki, aby celkové mnozstvi proteinil na jednu drahu c¢inilo 50 pg. Vzorky byly rozdéleny
pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pfeneseny na nitrocelulosovou membranu a detekovany protilatkou proti
hSR i B-aktinu zaroveni (2C2.1 a anti B-aktin) (kap. 4.2.6.). Signaly hSR a B-aktinu byly poté analyzovany

v programu Image Quant a ziskané hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Office Excel 2007.
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5.2.1. Porovnani jednotlivych zptasobii homogenizace tkané

Pro zji$téni Gc¢innosti jednotlivych zptisobi homogenizace tkané (kap. 4.2.1.) byl
vyuzit vzorek pacienta pod kdédovym oznaCenim TEFE, ktery byl rozd€len na nékolik
dil¢ich vzorkd. Ty byly poté homogenizovany bud’ homogenizatorem Disperser T10
a sonikatorem, nebo pouze homogenizatorem TissueLyser Il (2 minuty nebo 5 minut). Po
centrifugaci byly pelety proplachnuty, rozsuspendovany v 1ml pufru A (kap.4.2.1)
a nasledn¢ analyzovany pomoci elektropienosu proteinti (kap. 4.2.5.). Bylo zjisténo, Ze
K nejucinnéjsi homogenizaci tkan¢ dochazi pti pouziti homogenizatoru TissueLyser I, ve
kterém se vzorky homogenizuji 5 minut (obr. 14). Naopak b&hem ostatnich zptsobu
homogenizace zistava Casto velké mnozstvi serinracemasy i B-aktinu v nerozpustné ¢asti,

¢imz dochdzi k netiplnému pievedeni proteind do roztoku.
1 2 3 4 5

- —-—

Obr. 14: Porovnani jednotlivych zptisobti homogenizace tkané. Vzorek pacienta pod kédovym

6 '7_' 8 9 10 11 12
o - . s < P-aktin
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3 7 - l

ozna¢enim TEFE byl rozdélen na Sest dil¢ich vzorki, které byly homogenizovany bud’ homogenizatorem
Disperser T10 a sonikatorem (kap. 4.2.1.1.), nebo homogenizatorem TissuLyser Il 2 nebo 5 minut
(kap. 4.2.1.2.). Po centrifugaci bylo 30 ul supernatantti smiseno se vzorkovym pufrem. Pelety byly promyty
2x 0,5ml 50mM TEA a rozpustény ve vzorkovém pufru. VSechny vzorky (tzn. supernatanty i rozpusténé
pelety) byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel v maximalnim mozném mnozZstvi, rozdéleny pomoci
SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pfeneseny na nitrocelulosovou membranu a detekovany protilatkou proti hSR
i B-aktinu zaroven (2C2.1 a anti B-aktin) (kap. 4.2.6.). Drahy: 1,3 — supernatanty vzniklé zpracovanim dvou
vzorki homogenizatorem Disperser T10 a sonikatorem; 2,4 — pelety piislusejici supernatantim 1 a 3;
5,7 — supernatanty vzniklé zpracovanim dvou vzorkt homogenizatorem TissuLyser II po dobu 5ti minut;
6,8 — pelety prislusejici supernatantim 5 a 7; 9,11 — supernatanty vzniklé zpracovanim dvou vzorkl

homogenizatorem TissuLyser Il po dobu dvou minut; 10,12 — pelety pfislusejici supernatantim 9 a 11.
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5.2.2. Piesnost stanoveni celkové koncentrace proteint

Postup stanoveni celkové koncentrace proteinti ve vzorku je uveden v kap. 4.2.4.
Tento krok je dilezity pro nanaseni vzork na SDS gel. Aby se totiz obsah serinracemasy
V jednotlivych vzorcich dal porovnéavat, musi byt v kazd¢ draze stejné celkové mnozstvi
proteinti. Opakovanym méfenim supernatantu vzniklého zpracovanim vzorku (kap. 4.2.1.)
mozkové tkédné pacienta pod kodovym oznacenim MAKY bylo ziskdno 10 hodnot.
ZTab. 5 je ziejmé, ze tyto hodnoty se v nékterych piipadech vyrazné lisi. | koeficient

variability 17 % svéd¢i o zna¢né nepiesnosti zvolené metody.

Tab.5: Hodnoty celkové koncentrace proteini naméfené v supernatantu vzniklého

zpracovanim vzorku mozkové tkané pacienta pod kédovym oznacenim MAKY.

koncentrace aritmeticky | smérodatna cV
proteint pramér odchylka (%]
[mg/ml] [mg/mi] [mg/ml]
14,65 | 10,61
9,16 9,52
15,51 | 10,89 11,5 1,9 17,0
10,90 | 11,52
10,49 | 11,24

5.2.3. Pfesnost elektropfenosu proteintt (Western Blotu) a nasledné

kvantifikace v programu Image Quant

Pro urceni presnosti elektropienosu proteinii (Western Blotu) a nésledné kvantifikace
v programu Image Quant byla nejprve do jednotlivych drah v SDS gelu nanédSena Ctyfi
rizna mnozstvi rekombinantni hSR (2,5 ng, 5 ng, 7,5 ng, 10 ng). Po vyneseni zavislosti
sily signdlu zméfeného programem Image Quant na mnozZstvi tohoto proteinu byla
pozorovana linearita jen s minimalnimi odchylkami.

Nasledné byl analyzovan vzorek pacienta pod kodovym oznacenim MAKY. Do
jednotlivych drah v SDS gelu byla tentokrat nanaSena Ctyfi riznd mnozstvi celkovych
proteint (12,5 pg, 25 ug, 50 ug, 100 ug). Vysledky tohoto pokusu jsou znazornény na
obr. 15 — 17 (str. 46 a 47). Z obr. 16 (str. 46) je patrné, ze pokud se vynese zavislost sily

signalu hSR nebo B-aktinu zméteného v programu Image Quant na celkovém mnoZstvi
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proteint, je tato zavislost pfiblizné linearni. Pomér mnozstvi hSR/B-aktin v jednotlivych

drahach by ov§em mél byt konstantni, coz obr. 17 (str. 47) nepotvrzuje.

p-aktin

hSR

Obr. 15: Imunochemicka analyza vzorku pacienta pod kédovym oznacenim MAKY
nanaSeného ve ¢tyfech riznych mnoZstvich. Vzorek byl nanesen na 12% polyakrylamidovy gel
v takovém mnozstvi, aby celkové mnozstvi proteintt v draze bylo 12,5 ug (draha 1), 25 pg (draha 2),
50 pg (draha 3) a 100 pg (draha 4). Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), pfeneseny na

nitrocelulosovou membranu a detekovany protilatkou proti hSR i B-aktinu zaroven (2C2.1 a anti -aktin)

(kap. 4.2.6.).
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Obr. 16: Zavislost sily signalu hSR (B-aktinu) na celkovém mnoZstvi proteini. Signaly hSR a

B-aktinu z obr. 15 byly analyzovany v programu Image Quant a ziskané hodnoty byly zpracovany
v programu Microsoft Office Excel 2007.
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Obr. 17: Pomér signali hSR/B-aktin ziskanych imunochemickou analyzou vzorku pacienta

pod kédovym oznacenim MAKY nanaSeného ve ¢tyfech riznych mnozZstvich. Signaly z obr. 15
byly analyzovany v programu Image Quant a ziskané hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Office
Excel 2007.

5.3. Aktivita serinracemasy

Pomoci elektropienosu proteintt (kap. 4.2.5.a24.2.6.) jsme nejprve porovnali
mnozstvi serinracemasy v jednotlivych lyzatech — tkdniovém (lyzat vznikly zpracovanim
vzorku mozkové tkdn€ pacienta) a bunécném HEK+ (lyzéat vznikly homogenizaci bun¢k

tkanové kultury HEK293 exprimujicich mSR).

hSR 10 ng TL mSR 10 ng BL

Obr. 18: Porovnani mnoZstvi hSR v lyzatu vzniklého zpracovanim vzorku mozkové tkané
pacienta (tzv. tkafovém lyzatu) a mSR v lyzatu vzniklého homogenizaci bunék tkanové
kultury HEK293 exprimujicich mSR (tzv. bunééném HEK+ lyzatu). Na 12% polyakrylamidovy
gel bylo naneseno 10 ng rekombinantni hSR (hSR 10 ng), 3 pl tkafiového lyzatu (TL), 10 ng rekombinantni
mSR (MSR 10 ng) a 3 pl bun&éného lyzatu (BL). Po rozdéleni pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.5.) byly vzorky
pfeneseny na membranu a detekovany piislusnou monoklondlni protilatkou — rekombinantni hSR spolu s TL

protilatkou 2C2.1 a rekombinantni mSR spolu s BL protilatkou 3B7.1 (kap. 4.2.6.).
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Na gel byl vzdy nanaSen stejny objem tkanového lyzatu (zahusténého 5x pomoci
ultrafiltrace s membranami s limitem propustnosti 30 kDa, kap.4.2.2.2.) i bunécného
HEK+ lyzatu a dale 10 ng rekombinantni hSR a mSR. Proteiny ve tkanovém lyzatu a
rekombinantni hSR byly nésledné detekovany pomoci protilatky 2C2.1, zatimco proteiny v
bunééném HEK+ lyzatu a rekombinantni mSR pomoci protilatky 3B7.1. Z obr. 18 (str. 47)

je zfejmé, ze se SR vyskytuje v obou lyzatech v ptiblizn€ stejném mnozstvi.

5.3.1. Aktivita lidské serinracemasy

Jiz dfive se v nasi laboratofi pomoci dostupnych metod nepodaiilo zméfit aktivitu
hSR ve tkanovych lyzatech s L-serinem, pfirozenym substratem SR. Proto jsme se rozhodli
vyzkouset zatim nejlepsi substrat serinracemasy, L-serin-O-sulfat. Vzdy byly provadény tii
druhy reakci — negativni kontrola, kdy byl inkubovan pouze samotny lyzat (5x zahustény),
aktivitni reakce, kdy byl inkubovan lyzat (5x zahu$tény) s L-serin-O-sulfatem, a
inhibovana reakce, kdy byl inkubovan lyzat (5x zahustény) s L-serin-O-sulfatem a zatim
nejucinnéj$im inhibitorem SR, L-erythro-3-hydroxyaspartatem (kap. 4.2.7.1.). Nasledné
byla pomoci RP-HPLC métena koncentrace pyruvatu ve vzorcich. Pro dikaz, Ze béhem
inkubace nemtize dochazet k samovolnému rozpadu L-serin-O-sulfatu, jsme tuto
slouc¢eninu nechali inkubovat také pouze v reakénim pufru (bez pfidaného enzymu &i
tkanového lyzatu).

Porovnanim chromatogrami negativni kontroly se vzorky z aktivitni a inhibované
reakce bylo zjisténo, ze béhem inkubace tkafiového lyzatu s L-serin-O-sulfatem (poptipadé
s L-serin-O-sulfatem a L-erythro-3-hydroxyaspartatem) vzniklo pomérné velké mnozstvi
pyruvatu. Detekovand koncentrace této latky se ovSem v pfipadé¢ inhibované a
neinhibované reakce pfili§ neliSila. Pfeménu L-serin-O-sulfatu na pyruvat tak
pravdépodobné katalyzoval jiny enzym nez serinracemasa (nejspise serindehydratasa,

EC 4.3.1.17). Ani pomoci L-serin-O-sulfatu se tedy aktivitu hSR zmé&fit nepodatilo.

5.3.2. Aktivita my$i serinracemasy
Aktivitu mSR jsme méfili dvéma rtiznymi zptisoby — v médiu tkanové kultury bunck
HEK293 exprimujicich (HEK+) i neexprimujicich (HEK-) mSR a lyzatu vzniklého

homogenizaci téchto bunck (tzv. bunééném lyzatu).
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K Zivym bunkam (HEK+ i HEK—) byl pfidavan L-serin a po nékolika dnech bylo
odebrano medium, ve kterém byla pomoci RP-HPLC méfena koncentrace D-serinu
(kap. 4.2.7.3.). Bylo zjisténo, ze produkce D-serinu je u bunék HEK+ vyrazné vyssi nez
ubunék HEK-. Vysvétleni schopnosti bun¢k HEK- D-serin syntetizovat je uvedeno
v kap. 5.1.3. Pro kontrolu byly provedeny téz inkubace bunék HEK+ s L-serinem
a inhibitorem SR L-erythro-3-hydroxyaspartatem. Hladina D-serinu v mediu obsahujicim
inhibitor byla pak skute¢né¢ nizsi nez v piipadé neinhibované inkubace.

Stanoveni aktivity mSR v bunééném lyzatu bylo provadéno stejnym zplisobem jako
meéfeni aktivity hSR v tkanovém lyzatu (viz kap. 4.2.7.2.). Misto L-serin-O-sulfatu byl
ovSem pouzivan L-serin. Pomoci RP-HPLC byla tedy nasledné stanovovana koncentrace
D-serinu, pficemz rozdil v mnozstvi této slouceniny ve vzorcich negativni kontroly a

aktivitni reakce nebyl pozorovan.

5.4. Analyza resekovanych vzorkiti mozkovych tkani

jednotlivych pacienta

Vzorky byly ziskdny z operaci za asistence doc. Pavla Krska, Ph.D. ve Fakultni
nemocnici Motol a doc. Petra Marusice, Ph.D. ve Vojenské nemocnici ve StieSovicich. Jak
jiz bylo uvedeno, pacienti byli operovani z divodu neuspéchu farmakologické 1é¢by.
Operace spocivala v odstranéni epileptogenniho loziska, pficemz okrajové Casti této tkané
veétSinou epilepsii  zasaZzeny nebyly (rozliSeni epileptické tkdn€é od tkané zdravé
bylo provedeno bezprostiedné po kazdé operaci patologem doc. MUDr. Josefem
Zameénikem, Ph.D.).

Doposud bylo zpracovano a analyzovano 56 vzorki od 20ti détskych pacientt a 91
vzorkti od 18ti dospé€lych pacienti. Vyrazny rozdil v mnozstvi D-serinu ¢i v expresi
serinracemasy (zjistované metodou elektropfenosu proteint, kap.4.2.5.a4.2.6.) mezi
mozkovou tkani postizenou epilepsii a mozkou tkani epilepsii nezasazenou vSak zatim

pozorovan nebyl.
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6. DISKUZE

6.1. Charakterizace primarnich protilatek

Pro detekci serinracemasy (SR) pomoci elektroptenosu proteinti byly k dispozici tti
protilaitky — dvé s oznacenim 2C2.1 a 3B7.1 vyrobené v Laboratoii molekularni
imunologie UMG AV CR a jedna komeréné dostupna od firmy BD Biosciences. Jejich
citlivost jsme ovéfili na rekombinantnich formach mysi SR (mSR) a lidské SR (hSR),
pricemz jsme zjistili, ze nejcitlivéjsi viaci hSR je protilatka 2C2.1 a nejcitlivéjsi viici mSR
je podle ocekavani komeréné dostupna protilitka od firmy BD Biosciences
(viz obr. 8, str. 37).

Diky provedenym experimentim se zaroveil podafilo ptiblizné lokalizovat epitop
protilatky 2C2.1 a to na C-konci hSR. Ve frakci, ktera byla po expresi a purifikaci
rekombinantni hSR pouzivana pro zminéné pokusy, se totiz kromé¢ hSR 0 molekulové
hmotnosti 37 kDa vyskytoval i jeji degrada¢ni produkt o molekulové hmotnosti 30 kDa.
Ten byl protildtkami 3B7.1 a BD rozpoznavéan, protilaitkou 2C2.1 ovSem nikoli
(viz kap. 5.1.2.).

Kromé citlivosti byly protilatky testovany i z hlediska specifity. K tomuto Gcelu jsme
pouzili nejprve lyzaty bunék HEK293 (exprimujicich i neexprimujicich mysi
serinracemasu) a nasledné i resekované vzorky mozkovych tkani pacientt. Zjistili jsme, Ze
protilatka BD je viici mSR vysoce specificka. Protilatky 2C2.1 a 3B7.1 vSak rozpoznavaji
kromé& hSR a mSR o molekulové hmotnosti 37 kDa i proteiny jinych velikosti (viz obr. 10,
str. 39 a obr. 11, str. 41). Zda se jedna o sestfihové varianty serinracemasy, ¢i jde o uplné
jiné proteiny, zatim neni mozno rozhodnout. Pro jejich identifikaci bude zapotiebi bud’
provést imunoprecipitaci s naslednou analyzou vysrazenych proteini N-koncovou
sekvenaci a hmotnostni spektrometrii, nebo zmapovat epitopy jednotlivych protilatek a

porovnat jejich sekvence s proteinovymi databazemi.

6.2. Piesnost pouzitych metod

Jednim ze zplsobli zkoumani exprese urcitého proteinu je zjiStovani jeho mnozstvi
v dané tkéni. Pro tento ucel lze vyuzit metodu elektroptenosu proteinti. Aby byly dosazené
vysledky interpretovatelné, musi byt zkoumany protein pii homogenizaci tkané zcela

pfeveden do roztoku a na polyakrylamidovy gel musi byt nasledné nanaSeno vzdy stejné
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celkové mnozstvi proteini. Nedodrzeni téchto dvou skuteCnosti miize vést k velké
experimentalni chybé. Z tohoto duvodu jsme se rozhodli jednotlivé kroky zpracovani a
analyzy vzorkl ovéfit.

Bylo zjisténo, ze diive pouzivany zplusob homogenizace tkané (pomoci
homogenizatoru Disperser T10 a sonikatoru) neni vzdy stoprocentné u¢inny, coz mtize byt
jeden ze zdroji chyb pfi porovnani obsahu serinracemasy v paralelné¢ zpracovanych
vzorcich (viz kap. 5.2.). Pouzitim homogenizatoru TissueLyser II 1ze dosdhnout téméf
dokonalého pievodu proteinu do roztoku (viz obr. 14, str. 44). Pro uplnou homogenizaci by
bylo zapotiebi homogenizovat vzorek jesté delsi dobu (naptiklad 10 minut).

Opakované méfeni koncentrace proteind v jednom vzorku ukazalo, Ze metoda dle
Bradfordové je velmi neptfesna (viz tab. 5, str.45). Vzniklé chyby lze vsak eliminovat
vhodné zavedenym vnitinim standardem. Tim musi byt protein, ktery je ve vSech bunikach
zastoupen v pfiblizné stejném mnozstvi. Vztahneme-li poté k takovému proteinu mnozstvi
serinracemasy Ve vzorku, ziskame jeji relativni zastoupeni v jedné bunice. V nasem piipadé
byl zvolen B-aktin, protoze je pro tyto ucely bézné pouzivan [70]. Pravé zde l1ze ovsem
hledat zdroj chyb. Vzorky byly totiz zna¢né heterogenni a nebylo tak mozné zajistit
konstantni zastoupeni neuronti a glii. V kap. 2.1.3.3. bylo uvedeno, Ze distribuce
serinracemasy v jednotlivych bufikaich CNS jesté neni zcela znama. Pokud by tedy
napiiklad bylo mnozstvi tohoto enzymu v neuronech vyssi nez v gliich, byl by pomér

Nejvétsi chyby v meéfeni vznikaji pravdépodobné pii samotném elektropienosu
proteind a jejich néasledné kvantifikaci v programu Image Quant. Z dosazenych vysledki
vyplyvé, ze pouze tadovy rozdil mezi mnozstvim serinracemasy v mozkové tkani
postizené epilepsii  a mozkové tkani epilepsii nezasazené je signifikantni
(viz obr. 17, str. 47).

Pro méteni mnozstvi daného proteinu ve vzorku existuji i jiné metody, napt. ELISA
¢1 imunohistochemie. Tyto metody jsou sice piesnéjs$i neZ metoda Western blot, na naSe
experimenty se vsak aplikovat nemohou. Protilatka 2C2.1 totiz neni dostate¢n¢ specificka
(minimalné s jednim bunénym proteinem o molekulové hmotnosti asi 25 kDa interaguje
nespecificky, viz obr. 11, str. 41 a obr. 12, str. 42). Jejim pouzitim by tudiz nebylo méfeno
zastoupeni pouze hSR, ale i jinych proteinti. Pro sledovani mensich nez fadovych rozdilt

by tudiz bylo zapotiebi vyrobit protilatku jinou, rozpoznavajici vyhradné hSR.
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6.3. Aktivita serinracemasy

Protoze se V nasi laboratofi v minulosti nepodafilo zméfit aktivitu hSR v lyzatu
vzniklém homogenizaci vzorku mozkové tkané pacienti (tzv. tkadnovém lyzatu) pomoci
ptirozeného substratu L-serinu (Jana Jiraskova, nepublikovana data), rozhodli jsme se
vyzkouset substrat S nejvyssi znamou afinitou L-serin-O-sulfat. Ani v tomto piipadé vsak
nebyla aktivita hSR pozorovéana. Pozadovany produkt pyruvat sice vznikal, tuto reakci ale
katalyzoval jiny enzym — nejspiSe serindehydratasa (viz kap. 5.3.1.).

Otazkou tedy bylo, pro¢ se aktivita hSR v tkanovém lyzatu nedafi zméfit. Jednou
Z pii¢in by mohla byt ztrata katalytické G€innosti béhem zpracovani tkané€. Tato moznost
vSak neni piili§ pravdépodobna. Kdyby totiz dochazelo béhem homogenizace k denaturaci
proteini, nemohla by byt ve vzorcich pozorovana aktivita enzymu pieméiujiciho
L-serin-O-sulfat na pyruvat. Pravdépodobnéjsi se proto zda byt skutecnost, ze je hSR ve
vzorku pfitomna v piili§ nizké koncentraci a produkuje tak jen velmi malé mnozstvi
D-serinu nebo pyruvatu (dle pouzitého substratu), které neni mozné pomoci zvolené
analytické metody zméfit. Spravnost této domnénky potvrzuji experimenty provedené na
bunkach tkanové kultury HEK293 exprimujicich mSR. Stejny objem bunééného lyzatu
pfipraveného z téchto bun€k obsahoval srovnatelné mnozstvi mSR, jako obsahoval
tkanovy lyzat hSR (viz obr. 18, str. 47). OvSem ani v piipadé bunécného lyzatu se po
patnactihodinové inkubaci s L-serinem nepodafilo D-serin detekovat. V mediu téchto
bunék pifed homogenizaci byla ale po aplikaci L-serinu pozorovana zvySena hladina
D-serinu, ¢imz byla aktivita mSR prokazana (viz kap. 5.3.2.). Nepfitomnost zminéné
aktivity v lyzatu tak musi byt zplsobena nedostatecnou koncentraci Serinracemasy

V reakéni smési.

6.4. Analyza resekovanych vzorkii mozkovych tkani

jednotlivych pacienta

Na zakladé jiz publikovanych vysledkl nékolika skupin pracujicich s mysSimi
modeli, které ptipoustély moznou tlohu D-serinu v epilepsii (viz kap. 2.3.2.1.), jsme se
rozhodli ovéfit tuto skutecnost na vzorcich resekovanych mozkovych tkani pacient

s farmakorezistentni epilepsii, ktefi byli operovani bud’ ve Fakultni nemocnici Motol,
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odd¢leni détské neurologie, nebo ve Vojenské nemocnici ve StieSovicich (odbér vzorkd z
pacientli byl schvalen Etickou komisi FN Motol).

Ukaézali jsme, ze vzhledem k chybé¢ stanoveni by rozdily mezi epileptickou a zdravou
tkani (rozliseni epileptické tkan¢ od tkan¢ zdravé bylo provedeno bezprostfedné po kazdé
operaci patologem doc. MUDr. Josefem Zamecnikem, Ph.D.) musely byt alesponl fadové,
abychom je mohli povazovat za signifikantni (viz kap. 5.2. a 6.2.). Takové rozdily jsme ale
nepozorovali. Vstupni hypothesa, ze se v obsahu serinracemasy bude epilepticka tkan od
tkané epilepsii nezasazené lisit, se tedy zatim nepotvrdila.

Nelze vyloucit, ze molekularni podstata farmakorezistentni epilepsie je odlisna od
molekularni podstaty farmakologicky 1écitelné epilepsie. V takovém piipadé by totiz

skute¢né nemusel byt zddny rozdil v mnoZstvi serinracemasy pozorovan.
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7.ZAVER

1. Byly shrnuty dostupné informace o sav¢i serinracemase, pii¢emz pozornost byla

vénovana piedevsim lidskému orthologu zminéného enzymu.

2. Byla popsana funkce pfirozeného produktu lidské serinracemasy D-Serinu

Vv organismu.

3. Stru¢né bylo pojednano o epilepsii s diirazem na jeji molekuldrni podstatu.

4. Byla ovétena citlivost a specifita dostupnych monoklonalnich protilatek proti
lidské serinracemase. Pro analyzu tkani byla vybrana protilatka s oznacenim

2C2.1.

5. Byly provéifeny jednotlivé kroky zpracovani a analyzy vzorkti mozkovych tkani
pacientt s farmakorezistetni epilepsii, pti¢emz bylo zjisténo, ze chyba stanoveni

muze byt az desitky procent.

6. Aktivitu hSR se ve tkanovych lyzatech zméfit nepodafilo. Duvodem je
pravdépodobné piili§ nizka koncentrace a katalyticka G¢innost tohoto enzymu ve

vzorcich.

7. Zvolenou analytickou metodou nebylo prokazano, Ze by se mozkova tkan
postizena epilepsii od mozkové tkané epilepsii nezasazené v mnoZstvi

serinracemasy ¢i D-serinu vyznamné lisila.
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8.SEZNAM ZKRATEK

ADP, ATP
AMPA
APS
BLAST
BSA
CaM
CaM kIl
CCD
cDNA
CNS
CTP

Da
DAAO

DNA
DNPH
DTT
E.coli
EC
EDTA
ESTs
FAD
FDAA
GABA
GCS
Glu
GTP
HEK
HEK+
HEK-
HEPES

adenosindifosfat, adenosintrifosfat
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionova kyselina
peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

z angl. Basic Local Alignment Search Tool

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
kalmodulin (z angl. calmodulin)

kalmodulinkinasa Il

z angl. charge-coupled device

kodujici DNA (z angl. coding DNA)

centrdlni nervova soustava

cytidintrifosfat

daltony

D-aminokyselina:O,-oxidoreduktasa (deaminujici)

(z angl. D-amino acid oxidase)

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)
dinitrofenylhydrazin

dithiotreitol

Escherichia coli

z angl. Enzyme Commision

ethylendiamintetraoctova kyselina

z angl. expressed sequence tags

flavinadenindinukleotid

1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanin amid (Marfeyho ¢inidlo)
kyselina y-aminomaselna (z angl. y-aminobutyric acid)
glycin $tépici systém (z angl. glycine cleavage system)
kyselina glutamova

guanosintrifosfat

lidské embryonalni buniky (z angl. human embryonic kidney cells)
lidské embryonalni buiiky exprimujici mSR

lidské embryonalni buiiky neexprimujici mSR

kyselina N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonova]
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hnRNA
hSR
kDa

Ki

Km
LSOS
LTP
MRNA
mSR
NCBI
NMDA
OPA
PAGE

PLP
RNA
RP
RP-HPLC

SDS

SR

TBA

TEA

TEMED

Tris

uTP
UOCHB AV CR

UMG AV CR

viv

wiv

heteronuklearni RNA (z angl. heterogeneous nuclear RNA)
lidska serinracemasa (z angl. human serine racemase)

1000 Daltona (z angl. kilo Daltons)
Inhibi¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

L-serin-O-sulfat
dlouhodoba potenciace (z angl. long-term potentiation)
mediatorova RNA
mysi serinracemasa

z angl. National Center of Biotechnology Information
N-methyl-D-aspartat

ortho-ftaldialdehyd

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide
gel electrophoresis)

pyridoxal-5’-fosfat
ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

retrogradni posel
vysokotlaka kapalinovéa chromatografie s reverzni fazi

(z angl. reverse phase high performance liquid chromatography)
dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulphate)
serinracemasa
hydroxid tetrabutylamonny
triethanolamin

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
uridintrifosfat

Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské
republiky

Ustav molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky
objem kapalné latky v kone¢ném objemu roztoku (z angl. volume
for volume)

hmotnost rozpusténé latky v kone¢ném objemu roztoku

(z angl. weight for volume)
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