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ABSTRAKT 

Serinracemasa je enzym, který za pomoci kofaktoru pyridoxal-5´-fosfátu přeměňuje         

L-serin na D-serin. D-serin se podílí na aktivaci N-methyl-D-aspartátových receptorů pro 

glutamát – klíčových receptorů zajišťujících přenos nervového vzruchu v savčím mozku. 

Dysfunkce zmíněných receptorů můţe vést k různým neuropatologiím, jako je 

schizofrenie, mozková ischemie, neurodegenerativní onemocnění či epilepsie. 

Serinracemasa se proto stává slibným farmaceutickým cílem pro léčení těchto chorob. 

V této práci byly charakterizovány tři monoklonální protilátky proti lidské serinracemase a 

nejlepší z nich byla vyuţita pro detekci tohoto enzymu v resekovaných vzorcích lidských 

epileptických tkáních metodou Western blot. Pro správnou interpretaci výsledků byla 

následně ověřena přesnost zpracování a analýzy jednotlivých vzorků. Nakonec byla 

měřena aktivita lidské serinracemasy pomocí L-serin-O-sulfátu, substrátu s doposud 

nejvyšší známou afinitou. 

 

KLÍČOVÁ 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) 
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11..  ÚÚVVOODD  

Serinracemasa (SR) (EC 5.1.1.18) je cytosolární enzym, který za pomoci kofaktoru 

pyridoxal-5´-fosfátu přeměňuje L-serin na racemát. Její aktivitu zvyšují bivalentní kationty 

(Mg
2+

, Ca
2+

, Mn
2+

) a ATP.  Objevení serinracemasy u savců je poměrně novou záleţitostí. 

Dlouhou dobu se totiţ předpokládalo, ţe se D-aminokyseliny ve vyšších organismech 

vůbec nevyskytují a k hledání enzymu syntetizujícího tyto sloučeniny proto nebyl důvod. 

Studie provedené za posledních třicet let zmíněnou hypotézu nejen vyvrátily, ale zároveň 

přišly se zajímavým zjištěním, ţe některé D-aminokyseliny jsou pro savčí tělo 

nepostradatelné.  

Mezi důleţité D-enantiomery aminokyselin patří i D-serin, který spolu s dalším 

neurotransmiterem glutamátem aktivuje N-methyl-D-aspartátové (NMDA) receptory a 

podílí se tak na přenosu nervového vzruchu. Uvedené receptory mají v centrální nervové 

soustavě celou řadu funkcí, přičemţ klíčová je jejich úloha při formování paměti a učení. 

Nadměrná stimulace těchto receptorů můţe vést aţ k buněčné smrti, coţ je často spojeno s 

neurodegenerativními nebo neuropsychickými onemocněními. Z tohoto důvodu se hledají 

způsoby, kterými by šlo hyperaktivitu N-methyl-D-aspartátových receptorů ovlivňovat. 

Jednou z moţností můţe být právě vyuţití serinracemasy jako cíle terapeutického zásahu. 

Účinné a specifické inhibitory tohoto enzymu by totiţ způsobily sníţení produkce            

D-serinu, coţ by mohlo vést ke sníţení stimulace zmíněných receptorů. 

O dysfunkci NMDA receptorů se hovoří i v případě epilepsie. Tímto onemocněním 

trpí asi 1 – 5 % populace. Existuje mnoho různých druhů epilepsií, jejichţ společným 

znakem je, ţe epileptické záchvaty vznikají opakovaně a bez zjevné příčiny. V současné 

době je k dispozici celá řada léčiv, díky kterým se pacienti při dodrţování předepsaných 

zásad mohou zapojit do běţného ţivota. Někdy ovšem léčba těmito antiepileptiky nezabírá. 

Jediným moţným řešením je poté chirurgické odstranění epileptogenního loţiska. Tento 

zákrok ale nemůţe podstoupit kaţdý, čímţ vzniká určité procento nemocných, jejichţ 

epileptické záchvaty nelze ţádným způsobem zmírnit. Aby bylo moţné pomoci i těmto 

pacientům, musí být nejprve zcela objasněna molekulární podstata zmíněné nemoci. 

Jedním z dílčích kroků v tomto zkoumání je také studium exprese serinracemasy. 
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22..  TTEEOORREETTIICCKKÁÁ  ČČÁÁSSTT  

22..11..  SSeerriinnrraacceemmaassaa    

22..11..11..  OObbjjeevv  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Ještě v nedávné minulosti bylo obecně uznáváno, ţe zatímco pro bakterie jsou        

D-aminokyseliny nepostradatelné [1], vyšší organismy tyto sloučeniny vůbec nepotřebují. 

Bylo tedy velkým překvapením, kdyţ se koncem osmdesátých let 20. století podařilo 

zmíněné D-enantiomery aminokyselin detekovat v savčím těle [2]. Nepředpokládalo se ale, 

ţe by v něm mohly vznikat de novo a plnit nějakou významnou fyziologickou funkci. 

Naopak se přítomnost D-aminokyselin ve vyšším organismu vysvětlovala jejich příjmem 

z potravy a endogenní mikroflory [3].  

V roce 1992 přišli Hashimoto a kol. se studií, v níţ upozorňovali na nečekaně velké 

mnoţství D-serinu v centrálné nervové soustavě (CNS) myší [4]. Podle experimentů 

provedených jiţ dříve Oldendorfem však tato aminokyselina nemohla pocházet ze 

zmíněných vnějších zdrojů [5]. Autor totiţ zjistil, ţe pro neutrální aminokyseliny, jako je 

právě serin, není hematoencefalická bariéra propustná. Původ D-serinu byl tedy značně 

nejasný. Jeho zjištění se ale zdálo být důleţité, protoţe uţ v roce 1988 Kleckner a 

Dingledine naznačili, ţe by tento D-enantiomer serinu mohl hrát důleţitou roli při 

nervovém přenosu v CNS savců [6]. V roce 1997 Dunlop a kol. publikovali práci, v níţ za 

zdroj D-serinu v mozku označili L-serin. Vyslovili zároveň hypotézu, ţe konverzi L-serinu 

na D-serin by, po vzoru řady bakteriálních racemas přeměňujících L-aminokyselin 

na jejich enantiomery, mohla katalyzovat nějaká specifická racemasa [7]. Tento 

předpoklad záhy potvrdili Wolosker a kol., kterým se po zpracování šedesáti krysích 

mozků a několikakrokové purifikaci podařilo identifikovat a charaktizovat enzym, jenţ 

skutečně L-serin na D-serin přeměňoval, serinracemasu [8].  

 

22..11..22..  EEnnzzyymmoovvéé  vvllaassttnnoossttii  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Zatímco prvotní důkaz o existenci serinracemasy v savčím těle byl proveden na 

krysách [8], které se dále pouţívají především na in vivo experimenty, většina současných 

in vitro pokusů je zaměřena na myší a lidskou serinracemasu. Vzhledem k tomu, ţe 

aminokyselinové sekvence jednotlivých orthologů se příliš neliší (sekvenční identita okolo 
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90 %, viz kap. 2.1.3.4.) a jejich enzymové vlastnosti se zdají být velmi podobné (přímé 

srovnání bylo zatím provedeno pouze u myší a lidské serinracemasy, viz kap. 2.1.3.4.), 

jsou informace uvedené v této kapitola zobecněny tak, aby se daly aplikovat na všechny tři 

studované modely serinracemasy. 

 

22..11..22..11..  EEnnzzyymmoovváá  aakkttiivviittaa  

Serinracemasa (SR) katalyzuje přeměnu L-serinu na D-serin a opačně (obr. 1).  

 

 

 

Obr.1: Vzájemná přeměna L-serinu na D-serin katalyzovaná serinracemasou. Velikost šipek 

schematicky znázorňuje katalytickou účinnost SR pro jednotlivé reakce. 

 

Porovnáním Michaelisových konstant obou substrátů, které jsou uvedeny v Tab. 1, 

zjistíme, ţe afinita SR k L-serinu je několikrát větší neţ k D-serinu. L-serin navíc 

představuje 70 – 98 % celkového serinu v organismu [9]. Lze tedy předpokládat, ţe ve 

fyziologických podmínkách probíhá přeměna přednostně zleva doprava (viz obr.1.). 

 

Tab. 1: Kinetické parametry racemizace jednotlivých orthologů serinracemasy. Data převzata z 

[8, 10, 11]. 

REAKCE 
KM 

krysí SR myší SR lidská SR 

L-Ser  D-Ser 9,8 mM 3,8 mM 4,1 mM 

D-Ser  L-Ser 60 mM 14,5 mM 10,8 mM 

 

Aktivní formou SR v roztoku je homodimer [12]. pH optimum tohoto enzymu leţí 

v nefyziologické zásadité oblasti (pH 8-9) a teplota, při které SR vykazuje největší 

katalytické schopnosti, má hodnotu 37 C [8].  

Kromě racemizační aktivity má SR téţ aktivitu eliminační [13]. Při hledání 

inhibitorů SR bylo totiţ zjištěno, ţe v prostředí tohoto enzymu je L-serin-O-sulfát 
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degradován na pyruvát, sulfát a amoniak (viz obr. 2), přičemţ tato reakce je 500  rychlejší 

neţ racemizace L-serinu na D-serin.  

 

 

 

Obr. 2: Eliminace L-serin-O-sulfátu katalyzovaná serinracemasou. Převzato a upraveno z [13]. 

 

Později bylo různými skupinami zjištěno, ţe tímto způsobem přeměňuje SR několik 

dalších aminosloučenin a jejich derivátů (viz Tab. 2), z nichţ některé se na rozdíl od        

L-serin-O-sulfátu přirozeně vyskytují v ţivých organismech [10, 12, 14].  

 

Tab.2: Přehled sloučenin, které jsou SR eliminovány na příslušné produkty. Vedlejší produkty 

těchto reakcí (tzn. amoniak, chlor atp.) nejsou uvedeny. Pozn.: za fyziologických podmínek je převáţná 

většina karboxylových skupin ve své deprotonizované podobě. V ţivém organismu se tedy nevyskytují 

kyseliny, ale vyskytují se zde jen jejich soli. 

 

SUBSTRÁT PRODUKT 

  

L-serin kyselina pyrohroznová 

  

D-serin kyselina pyrohroznová 

  

L-threonin kyselina 2-oxobutanová 
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SUBSTRÁT PRODUKT 

  

kyselina  

L-threo-3-hydroxyasparagová 
kyselina oxaloctová 

  

-chlor-L-alanin kyselina pyrohroznová 

 

Z Tab. 2 (str. 4 a 5) je zřejmé, ţe SR katalyzuje téţ reakce, při kterých vzniká 

pyruvát z L-serinu či D-serinu. O fyziologickém významu této skutečnosti se však 

spekuluje. Je velmi nepravděpodobné, ţe by produkce pyruvátu serinracemasou hrála roli  

v energetickém metabolismu. Mnoţství pyruvátu, které vznikne touto cestou, totiţ 

představuje méně neţ 0,1 % mnoţství, jeţ je za stejný čas syntetizováno během glykolýzy 

[15]. Jako jediné vysvětlení duální aktivity SR se tak zatím jeví práce Foltynové a kol., 

která poukazuje na moţnou regulaci intracelulární koncentrace D-serinu souhrou 

racemizační a eliminační reakce [16]. Nelze však ani vyloučit, ţe je eliminační aktivita SR 

pouze pozůstatkem evoluce [17].  

  

22..11..22..22..  KKooffaakkttoorryy  aa  aakkttiivvááttoorryy  

Nezbytným kofaktorem pro katalytickou aktivitu SR je pyridoxal-5´-fosfát (PLP). 

V jeho nepřítomnosti ztrácí SR schopnost přeměňovat jak L-serin na D-serin tak L-serin na 

pyruvát [8, 13]. Ověření, ţe SR skutečně patří do skupiny enzymů vázajících PLP, 

poskytla aminokyselinová sekvence tohoto enzymu, kterou na základě sekvence mRNA 

určili Wolosker a kol. [18]. Pro všechny enzymy vázající PLP je totiţ charakteristická 

vysoce konzervovaná oblast v jejich aktivním místě, jeţ slouţí k vazbě PLP. Stěţejní je 

přítomnost lysinu, jehoţ -aminoskupina tvoří s pyridoxal-5´-fosfátem Schiffovu bázi 

(viz obr. 3, str. 6) [19].  
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Obr. 3: Schiffova báze mezi PLP a lysinem vázaným v aktivním centru PLP-enzymu. Převzato 

a upraveno z [20]. 

 

In vitro experimenty na rekombinantní SR navíc poukázaly na celou řadu dalších 

kofaktorů a aktivátorů tohoto enzymu. Katalytickou schopnost SR výrazně zvyšují 

bivalentní kationty Ca
2+

, Mn
2+

 a Mg
2+ 

a řada nukleotidů (ATP, ADP, GTP, UTP, CTP a 

další) [12, 14, 21, 22], z nichţ nejúčinnější je ATP. Při aktivaci SR touto sloučeninou však 

nedochází k její hydrolýze na ADP a fosfát. Jedná se tedy pouze o alosterickou regulaci 

zmíněného enzymu. 

 

22..11..22..33..  IInnhhiibbiittoorryy  

V souvislosti s moţným vyuţitím serinracemasy jako potenciálního terapeutického 

cíle (více viz kap. 2.2.4.4.) se mnoho vědeckých skupin snaţí najít látky, které by efektivně 

inhibovaly racemizační aktivitu SR. Do současné doby bylo testováno velké mnoţství 

různých sloučenin, z nichţ většina jsou deriváty a analogy substrátů [10, 13, 15, 21, 23].  

 

Tab.3: Nejúčinnější kompetitivní inhibitory SR. Data převzata z [10, 23]. 

 

NÁZEV VZOREC Ki μM  

kyselina malonová 

 

71 ± 16 
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NÁZEV VZOREC Ki μM  

kyselina 

L-erythro-3-

hydroxyasparagová 
 

43 ± 7 

-hydroxamát kyseliny 

L-asparagové 

 

100 ± 25 

 

Jako inhibitory se chovají i malé peptidy, jejichţ strukturní podobnost s přirozeným 

substrátem SR L-serinem je minimální [24]. Zatím nejúčinnější kompetitivní inhibitory 

mají inhibiční konstanty v řádech μM (viz Tab.3, str. 6 a 7). 

Výrazná inhibice SR byla pozorována u látek interagujících s PLP, jako jsou např. 

hydroxylamin, hydrazin a jejich deriváty [23]. Tyto sloučeniny ovšem stejně dobře inhibují 

i ostatní PLP-enzymy. Kdyby se ale jejich vhodnou modifikací podařilo dokázat, aby k 

reakci s PLP docházelo aţ v aktivním místě enzymu, mohla by se jejich specifita výrazně 

zvýšit. Zároveň by tyto inhibitory mohly být i značně efektivní.  

Prozatím je ale vývoj specifických a vysoce účinných inhibitorů SR málo úspěšný. 

Nové moţnosti v tomto směru nabízí vyřešená 3D struktura savčí SR (konkrétně lidské a 

krysí). Ta byla po mnohaletém úsilí řady vědeckých skupin publikována v lednu letošního 

roku Smithem a kol. [25]. Na základě znalosti 3D struktury SR bude moţné navrhovat 

látky, které budou komplementární k aktivnímu centru tohoto enzymu a budou tak s velkou 

efektivitou bránit přístupu substrátu. Doufejme, ţe tento tzv. rational drug design povede 

k zisku takového inhibitoru SR, který bude v budoucnu v případě potřeby medicinálně 

vyuţitelný. 

 

22..11..33..  LLiiddsskkáá  sseerriinnrraacceemmaassaa  ((hhSSRR))  

22..11..33..11..  OObbeeccnnýý  úúvvoodd  

Gen pro hSR je lokalizován na 17. chromozomu v oblasti 17q13.3 a obsahuje 

8 exonů, z nichţ jeden není po transkripci překládán do aminokyselinové 

sekvence [26, 27]. Kompletní cDNA má 1020 nukleotidů, které kódují protein 

s 340 aminokyselinami o celkové molekulové hmotnosti 36 566 Da. Byla však jiţ 

identifikována i hSR s molekulovými hmotnostmi 42 kDa, 62 kDa a 80 kDa. Tato 
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skutečnost se vysvětluje existencí několika sestřihových variant hnRNA a moţnými post-

translačními úpravami hSR [28].  

 

22..11..33..22..  DDiissttrriibbuuccee  vv  lliiddsskkéémm  ttěěllee  

Distribuce hSR v organismu byla určena pomocí mapování exprese jejího genu na 

úrovni mRNA a proteinu. Přítomnost daného proteinu ve tkáni se určuje zejména dvěma 

imunochemickými metodami – Western blotem a imunohistochemií. Naopak pro 

zjišťování výskytu mRNA existuje celá řada způsobů. I přesto byly pro lidskou 

serinracemasu doposud vyuţity jen dva – Northern blot a sekvenace ESTs (z angl. 

expressed sequence tags), krátkých sekvencí (přibliţně 300-600 nukleotidů) cDNA, které 

lze získat reversní transkripcí mRNA.  

EST profil hSR dostupný v databázi UniGene na webových stránkách NCBI [29] 

poukazuje na přítomnost mRNA pro lidskou serinracemasu v brzlíku, cévní stěně, děloze, 

hltanu, hrtanu, játrech, krvi, kostech, ledvinách, lymfatických uzlinách, očích, močovém 

měchýři, mozku, nadledvinkách, plicích, prostatě, prsní ţláze, srdci, slinivce, střevech, 

svalech, štítné ţláze, ústech, varlatech a ţaludku. (aktuální ke dni 20.4.2010) 

Northern blot, který provedli Xia a kol., prokázal výskyt 2,6 kb velké mRNA 

kódující hSR v mozku. Játra, ledviny, svaly a srdce obsahovaly transkripty o třech 

velikostech – 1,6 kb, 2,6 kb a 4,5 kb. Ţádný signál nebyl patrný v brzlíku, plicích, slezině 

a střevech [28].  

Metodou Western blot našli autoři hSR v ledvinách, mozku a srdci [28].  Ledviny 

a srdce poskytovaly signály o velikostech 62 a 80 kDa. Mozek zase obsahoval hSR 

o molekulových hmotnostech 42 a 62 kDa [28]. 

Vzhledem k tomu, ţe se distribucí hSR v lidském těle doposud zabývaly jen zmíněné 

dvě práce, není nesoulad v jejich výsledcích zaráţející. Poněkud překvapivá je ovšem 

neshoda analýz metodami Northern blot a Western blot. Kaţdá mRNA by totiţ zpravidla 

měla mít v dané tkáni jí odpovídající protein. Analýza vzorků mozku, ve kterém se 

vyskytoval transkript pouze o jedné velikosti, však pomocí Western blotu prokázala 

přítomnost dvou hSR o různých molekulových hmotnostech. Vzorky ledvin a srdce naopak 

obsahovaly proteiny o dvou velikostech namísto předpokládaných tří. Pro vysvětlení těchto 

nesrovnalostí a upřesnění lokalizace hSR tak bude nutno provést ještě řadu dalších studií. 
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22..11..33..33..  LLookkaalliizzaaccee  vv  bbuuňňkkáácchh  cceennttrráállnníí  nneerrvvoovvéé  ssoouussttaavvyy  

Přítomnost SR v lidském mozku je jiţ prokázána jak na úrovni mRNA, tak na úrovni 

proteinu (kap. 2.1.3.2.). Práce řešící distribuci SR v jednotlivých typech buněk CNS byly 

zatím uskutečněny pouze na myších a krysách. Výsledky však nejsou zcela jednoznačné. 

Zatímco některé publikace mluví o expresi SR pouze v gliových buňkách [30], jiné 

nevylučují přítomnost tohoto enzymu ani v neuronech [31]. Objevily se jiţ dokonce 

i zprávy, ţe právě neurony jsou hlavním zdrojem SR v mozku [32]. Na informace o přesné 

lokalizaci SR v buňkách CNS savců si tak budeme muset ještě počkat. 

 

22..11..33..44..  SSrroovvnnáánníí  lliiddsskkéé  sseerriinnrraacceemmaassyy  ss  mmyyššíímm  aa  kkrryyssíímm  oorrtthhoollooggeemm  

Vývoj a testování nových léčiv či in vivo pokusy jsou na lidech nepřípustné. Z tohoto 

důvodu je potřeba hledat vhodnou zvířecí alternativu a krysí i myší modely se v případě 

zkoumání SR zdají být ideální. Lidská serinracemasa má 89% aminokyselinovou identitu 

s myší a 92% identitu s krysí serinracemasou. Přímé srovnání enzymových vlastností bylo 

zatím provedeno pouze u myší a lidské serinracemasy [11] (viz kap. 2.1.2.). Jejich 

rekombinantní formy byly exprimovány v bakteriích E.coli a následně porovnávány 

z různých katalytických hledisek, přičemţ pozorovány byly jen dva výraznější rozdíly. 

Za prvé, na rozdíl od hSR nebyla myší SR (mSR) schopná eliminovat D-serin na 

pyruvát. Za druhé, inhibitory testované na obou enzymech byly ve všech případech 

účinnější při racemizačních reakcích katalyzovaných hSR. Celkově však z této studie 

vyplynulo, ţe vyuţití mSR pro testování potenciálních inhibitorů a další účely je 

moţné [11]. 
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22..22..  DD--sseerriinn  

22..22..11..  OObbeeccnnéé  vvllaassttnnoossttii  sseerriinnuu  

Serin, systematickým názvem kyselina 2-amino-3-hydroxypropanová, je hydrofilní 

aminokyselina o sumárním vzorci C3H7NO3 a relativní molekulové hmotnosti 105,09. 

V buňce se při fyziologickém pH 7,3 vyskytuje v podobě amfiontu. Jeho izoelektrický bod 

má hodnotu 5,68. 

Serin obsahuje jedno stereogenní centrum (atom uhlíku v -poloze), existuje tedy ve 

dvou enantiomerních formách: L- a D-. Jednotlivé stereoizomery se neliší svými 

fyzikálními ani chemickými vlastnostmi, kaţdý však plní jinou biologickou funkci.  

 

22..22..22..  VVýýsskkyytt  aa  ffuunnkkccee  DD--sseerriinnuu  vv  ssaavvččíímm  oorrggaanniissmmuu  

D-serin se v lidském těle vyskytuje převáţně v mozku, kde tvoří asi jednu čtvrtinu 

koncentrace celkového serinu [33]. V malých mnoţstvích byl téţ identifikován ve slinách, 

krevním séru a moči [34]. 

Od okamţiku, kdy byl D-serin poprvé detekován v savčím těle (viz kap. 2.1.), se 

začalo spekulovat, jakou funkci by tato aminokyselina mohla v organismu mít. Díky studii 

Klecknera a Dingledina (viz kap. 2.1.) byl D-serin označován jako moţný koagonista      

N-methyl-D-aspartátových (NMDA) receptorů, které se v mozku podílí na vzniku a 

posilování nervových spojů (více viz kap. 2.2.4.). Do té doby byl však v této souvislosti 

často uváděn glycin [6]. Řada vědeckých skupin se proto zaměřila na porovnávání těchto 

dvou potenciálních koagonistů NMDA receptorů.  

Schell a kol. studovali imunohistochemickou lokalizaci D-serinu, glycinu a NMDA 

receptorů v krysím mozku [35]. Zatímco distribuce D-serinu korespondovala s výskytem 

NMDA receptorů téměř prefektně, distribuce glycinu s ním korelovala jen částečně. 

V některých oblastech bohatých na NMDA receptory však D-serin naopak vůbec 

detekován nebyl. V těchto místech byl ale hojně zastoupen právě glycin [35]. Výsledky 

zmíněných experimentů tedy vedly k závěru, ţe v jednotlivých částech mozku se na 

potenciaci NMDA receptorů podílí odlišní koagonisté.  

Matsiu a kol. porovnávali schopnost D-serinu a glycinu aktivovat rekombinantní 

NMDA receptory. K buňkám expresního systému oocytů africké ţáby Xenopus laevis 

přidávali vţdy stejné mnoţství potenciálních koagonistů a pozorovali odezvy NMDA 
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receptorů. Zjistili, ţe afinita D-serinu k těmto receptorům je aţ třikrát větší neţ je tomu tak 

u glycinu [36]. Jiní autoři pracující s odlišnými experimentálními podmínkami naopak 

poukazují na vyšší afinitu glycinu [37]. 

Mothet a kol. sledovali funkčnost NMDA receptorů po enzymovém odstranění 

veškerého endogenního D-serinu z krysích mozkových řezů a buněčných kultur [38]. 

I přesto, ţe hladina glycinu zůstala nezměněna, schopnost NMDA receptorů přenášet 

nervový vzruch se výrazně sníţila. Podíl D-serinu na nervovém přenosu zprostředkovaném 

NMDA receptory potvrzuje i zatím poslední práce řešící toto téma. V ní se Basu a kol. 

zaměřili na pozorování chování geneticky modifikovaných myší, které se díky 

neschopnosti produkovat serinracemasu vyznačovaly sníţenými koncentracemi D-serinu 

v mozku [39]. I v tomto případě zůstalo mnoţství glycinu beze změny. Navzdory tomu 

byly zmíněné myši mírně hyperaktivní, coţ je typická vlastnost jedinců trpících sníţenou 

funkcí NMDA receptorů [39]. 

Zatím tedy nelze jednoznačně říci, zda se při aktivaci NMDA receptorů mohou 

uplatňovat oba dva zmínění koagonisté, nebo je pro správnou funkci těchto receptorů 

důleţitý jen jeden z nich.  

 

22..22..33..  MMeettaabboolliissmmuuss  DD--sseerriinnuu  

22..22..33..11..  BBiioossyynnttéézzaa  DD--sseerriinnuu  

Současné studie jasně dokazují, ţe D-serin vzniká v savčím organismu majoritně 

z L-serinu reakcí katalyzovanou serinracemasou [40]. Koncentrace D-serinu v mozku je 

však u myší postrádajících schopnost produkovat zmíněný enzym (tzv. knock-out myši) 

sníţena pouze z 90 %. Zbylých 10 % tedy musí mít jiný původ.  

V této souvislosti se spekuluje o zisku D-serinu z potravy (viz kap. 2.1.1.). Prvotní 

pozorování provedené Oldedorfem sice ukázaly, ţe permeabilita hematoencefalické 

bariéry pro D-serin je velmi malá [5], tuto skutečnost ale v roce 2005 přesvědčivě vyvrátila 

práce Bauera a kol. [41]. Vyuţití exogenního D-serinu centrální nervovou soustavou se tak 

zdá být vysoce pravděpodobné. 

Nelze však ani vyloučit, ţe je určitý podíl D-serinu v mozku syntetizován 

alternativními metabolickými dráhami. Doposud byly testovány dvě moţnosti – tvorba    

D-serinu z fosfoserinu pomocí fosfoserinfosfatasy a vznik D-serinu během degradace 

glycinu glycinsynthasou. 
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Vyuţití fosfoserinfosfatasy (EC 3.1.3.3) bylo studováno Woodem a kol. [42]. Bylo 

zjištěno, ţe tento enzym sice umí syntetizovat D-serin, jako substrát ale potřebuje            

D-fosfoserin. Ten se ovšem v savčím těle s největší pravděpodobností nevyskytuje [43]. 

Nadějnějším doplňkovým zdrojem D-serinu se proto zdá být glycin. Glycinsynthasa 

neboli tzv. glycin štěpící systém (z angl. glycine cleavage system = GCS) je 

multiproteinový komplex, jehoţ primární funkcí je degradovat glycin na oxid uhličitý a 

amoniak [44]. Detailnějším zkoumáním tohoto enzymového systému Iwamou a kol. se 

ukázalo, ţe v přítomnosti GCS se můţe glycin přeměňovat téţ na D-serin [45]. Nebylo 

však zcela objasněno, zda syntézu D-serinu katalyzuje GCS sám či ve spojení s dalším 

enzymem (např. serinhydroxymethyltransferasou, EC 2.1.2.1) [45]. Samozřejmě nelze ani 

vyloučit, ţe D-serin vzniká jinou, dosud neobjevenou cestou. 

 

22..22..33..22..  DDeeggrraaddaaccee  DD--sseerriinnuu  

Stejně tak jako biosyntéza, i degradace D-serinu je stále otázkou vědeckého 

výzkumu. Předpokládá se ale, ţe katabolismus D-serinu zajišťuje enzym zvaný                

D-aminokyselina:O2-oxidoreduktasa (deaminující) (DAAO z angl. D-amino acid oxidase, 

EC 1.4.3.3) [46]. Tento biokatalyzátor vyţaduje pro svou aktivitu FAD a není specifický 

pouze pro D-enantiomer serinu, nýbrţ deaminuje všechny neutrální D-aminokyseliny za 

vzniku -oxokyselin. Obecné schéma reakce katalyzované DAAO je zobrazeno na obr.4.  

 

 

Obr.4: Obecné schéma reakce katalyzované D-aminokyselina:O2-oxidoreduktasou 

(deaminující). Převzato z [47]. 
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22..22..44..  NN--mmeetthhyyll--DD--aassppaarrttááttoovvéé  rreecceeppttoorryy  

22..22..44..11..  OObbeeccnnýý  úúvvoodd  

N-methyl-D-aspartátové (NMDA) receptory jsou transmembránové ionotropní 

receptory pro hlavní excitační neurotransmiter v CNS kyselinu glutamovou. Své jméno 

získaly podle uměle syntetizovaného analogu této kyseliny, ke kterému jsou velmi 

citlivé [48]. Z obr. 5 je patrné, ţe NMDA receptory fungují jako iontové kanály a jsou 

propustné nejen pro draselné a sodné, ale i vápenaté kationty. Tato permeabilita je zároveň 

regulována celou řadou chemických sloučenin, které působí na různých vazebných místech 

receptoru. 

 

 

 

Obr. 5: Schematické znázornění NMDA receptoru. NMDA receptor je iontový kanál propouštějící 

sodíkové a vápenaté kationty dovnitř buňky a draselné kationty ven z buňky. Aby byl zmíněný receptor pro 

tyto ionty permeabilní, musí na něm být navázán glutamát (sůl kyseliny glutamové) a jeden z koagonistů   

(D-serin nebo glycin). Zároveň musí dojít k uvolnění hořečnatého kationtu, který v klidovém stavu kanál 

blokuje. Funkci NMDA receptoru stimulují specifické polyaminy a inhibují zinečnaté ionty a fencyklidiny 

(PCP) [49, 50]. Převzato a upraveno z [51]. 

 

Prvotním předpokladem pro aktivaci NMDA receptoru je přítomnost hlavního 

agonisty (kyseliny glutamové) a koagonisty (D-serinu či glycinu, viz kap. 2.2.2.), bez 
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něhoţ nemůţe dojít k otevření iontového kanálu. Splnění těchto podmínek však ještě stále 

nemusí vést k přenosu signálu. Kanál je totiţ za normálního membránového potenciálu 

blokován hořečnatým iontem a odblokovává se pouze tehdy, kdyţ dojde k částečné 

depolarizaci neuronu [48]. Tu musí zařídit jiný kanál prostřednictvím jiných synaptických 

okruhů.  

 

22..22..44..22..  SSttrruukkttuurraa  NNMMDDAA  rreecceeppttoorrůů  

NMDA receptory jsou heterotetramery, které se skládají ze dvou NR1 podjednotek a 

dvou NR2 podjednotek. NR1 podjednotky existují v osmi isoformách a obsahují vazebné 

místo pro koagonistu (D-serin či glycin, viz kap. 2.2.2.). Naopak podrodina NR2 sestává ze 

čtyř strukturně odlišných podjednotek označených NR2A-NR2D a je zodpovědná za 

navázání kyseliny glutamové. Různé kombinace zmíněných podjednotek vedou k různým 

heteromerním NMDA receptorům, které se liší svou prostupností, citlivostí na hořečnatý 

ion či farmakologickým profilem [37].   

Současné studie uvádějí existenci téţ NR3 podjednotek, které mohou v některých 

oblastech mozku nahradit NR2 podjednotky. Substituce jedné NR3 za jednu NR2 pak 

způsobí výrazné sníţení permeability receptoru pro Ca
2+

 ionty [52]. Velmi překvapující 

vlastnosti ale mají především receptory ve sloţení NR1/NR3. Ty totiţ ztrácí afinitu ke 

kyselině glutamové i k NMDA a jako excitační neurotransmiter vyuţívají glycin, přičemţ 

D-serinem jsou inhibovány [53]. 

 

22..22..44..33..  FFuunnkkccee  NNMMDDAA  rreecceeppttoorrůů  

Hlavní funkcí NMDA receptorů je jejich zapojení do tzv. dlouhodobé potenciace 

(z angl. long-term potentiation, LTP), která je jednou z molekulárních podstat učení a 

paměti. LTP je dlouhodobé zvýšení postsynaptické odpovědi na krátkou vysokofrekvenční 

presynaptickou stimulaci [48]. Mechanismus vzniku LTP je znázorněn na obr. 6 (str. 15). 

Na dlouhodobé potenciaci se kromě NMDA receptorů podílí téţ AMPA receptory 

(jméno podle α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol propionové kyseliny, která AMPA 

receptor dokáţe aktivovat), další ionotropní receptory pro kyselinu glutamovou (více viz 

kap. 2.3.2.). Vylití tohoto neurotransmiteru z presynaptické buňky do synaptické štěrbiny 

odstartuje signální kaskádu, jíţ výsledkem je zvýšení počtu AMPA receptorů 

v postsynaptické membráně a zvětšení jejich citlivosti pro kyselinu glutamovou, coţ vede 

k posílení nervového spoje mezi participujícími neurony [50].  
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Obr. 6: Mechanismus vzniku dlouhodobé potenciace. Kyselina glutamová (Glu) uvolněná 

z presynaptického neuronu se váţe na NMDA (zkratka z angl. N-methyl-D-aspartate) a AMPA (zkratka 

z angl. α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) receptory postsynaptického dendritu. Díky 

aktivaci AMPA receptorů dochází k depolarizaci membrány dendritu a uvolnění Mg
2+

 iontu z NMDA kanálu. 

To umoţní Ca
2+

 iontům protékat skrz NMDA receptor a navázat se na kalmodulin (CaM). Tento komplex 

následně aktivuje Ca
2+

-kalmodulinkinasu II (CaM kII), která ovlivňuje AMPA receptory, a to dvěma různými 

způsoby. Buď fosforyluje receptor jiţ přítomný v postsynaptické membráně, čímţ zvýší jeho vodivost pro 

Na
+
 ionty, nebo podpoří pohyb nově nasyntetizovaného AMPA receptoru do synaptické membrány. Zvýšená 

koncentrace Ca
2+ 

zároveň umoţní uvolnění retrográdních poslů (RP), kteří způsobí dlouhodobé uvolňování 

kvant glutamátu z presynaptického neuronu. Převzato a upraveno z [48]. 

 

LTP se projevuje v různých částech nervového systému. Za posledních třicet let byla 

podrobně studována na širokém spektru zvířecích modelů, myší a opic nevyjímaje. Aţ 

současné studie vyuţívající neinvazivní techniky umoţňují alespoň omezené zkoumání i na 

lidech. Ukazuje se ale, ţe se molekulární mechanismy LTP mezi jednotlivými savci příliš 

neliší [54].  
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22..22..44..44..  NNeeuurrooppaattoollooggiiee  zzppůůssoobbeennáá  ddyyssffuunnkkccíí  NNMMDDAA  rreecceeppttoorrůů  

Bylo popsáno mnoho nemocí spojených s dysfunkcí NMDA receptorů. Sníţená 

aktivita těchto receptorů byla pozorována u schizofrenie. Naopak zvýšená aktivita NMDA 

receptorů hraje roli v neuropatologii při mozkové ischemii, epilepsii, polyneuropatii, 

amyotropní laterální skleróze, roztroušené skleróze, Alzheimerově chorobě, Parkinsonově 

nemoci, Huntingtonově chorobě a dalších [37, 55].  

Navzdory tomu, ţe se jednotlivé nemoci spojené s hyperfunkcí NMDA receptorů 

svými příznaky výrazně liší, jejich molekulární podstata je alespoň částečně shodná. 

Důsledkem nadměrné stimulace NMDA receptorů je totiţ zvýšení jejich permeability, coţ 

vede k masivnímu toku Ca
2+

 iontů do buňky. Vysoká intracelulární koncentrace Ca
2+

 iontů 

poté způsobí aktivaci proteas, nukleas a fosfolipas, které začnou štěpit různé buněčné 

struktury. To má za následek buď nevratné poškození buňky, nebo dokonce její smrt [50].  

Vývoj látek sniţujících hyperaktivitu NMDA receptorů je proto velmi důleţitý. 

Současný vědecký výzkum je zaměřen především na takové sloučeniny, které působí 

přímo na NMDA receptory. Rozlišují se tři druhy těchto antagonistů – kompetitivní 

antagonisté nasedající na vazebné místo agonisty či koagonisty, nekompetitivní alosterické 

inhibitory ovlivňující kterékoli jiné extracelulární místo NMDA receptorů a blokátory 

NMDA receptorů vázající se do iontového kanálu. Účinky celé řady zmíněných sloučenin 

byly studovány na zvířecích modelech a díky pozitivním výsledkům se začaly provádět i 

klinické testy. Ty však nebyly ve většině případů úspěšné. Pouţité léky totiţ buď příznaky 

dané choroby skoro vůbec nezmírňovaly, nebo naopak sniţovaly aktivitu NMDA receptorů 

téměř úplně a způsobovaly tak neţádoucí vedlejší účinky [55].  

Vyuţití NMDA receptorů jako cílů terapeutického zásahu je tedy doposud spíše 

neúspěšné. Proto je potřeba hledat alternativní cesty, kterými by se stimulace zmíněných 

receptorů dařila ovlivňovat. V tomto ohledu se právě serinracemasa zdá být nadějí. Její 

selektivní inhibicí by totiţ mohlo dojít k úbytku D-serinu v CNS, coţ by mohlo vést ke 

sníţení permeability NMDA receptorů. 
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22..22..55..  DD--sseerriinn  vv  nneeuurrooppaattoollooggiiii  

Vzhledem k tomu, ţe se D-serin podílí na přenosu nervového vzruchu 

zprostředkovaného NMDA receptory, předpokládá se jeho role i v neuropatologiích 

způsobených dysfunkcí těchto receptorů. Zmíněná domněnka byla zatím potvrzena v 

případě schizofrenie, Alzheimerovy choroby, amyotropní laterální sklerózy, mozkové 

ischemie a epilepsie [33, 34, 56]. Velmi prostudovaná je především schizofrenie. 

V roce 1998 přišli Tsai a kol. s poznatkem, ţe přidáním D-serinu do antipsychotik 

slouţících pro léčbu schizofrenie se příznaky typické pro tuto chorobu výrazně zmírní [57]. 

Roli D-serinu ve zmíněném onemocnění poté na počátku 21. století potvrdilo hned několik 

publikací. Autoři v nich sledovali koncentraci D-serinu v cerebrospinální tekutině a 

krevním séru u pacientů postiţených schizofrenií a u zdravých jedinců, přičemţ ve všech 

případech byla hladina D-serinu u nemocných výrazně niţší [58, 59]. Zda je tento trend 

způsoben sníţenou aktivitou SR jako syntetického enzymu D-serinu, zvýšenou aktivitou 

DAAO jako enzymu degradujícího D-serin, či něčím úplně jiným, je otázkou dalšího 

vědeckého výzkumu. Na toto téma jiţ sice existuje několik prací, výsledky v nich dosaţené 

jsou ale často nejednoznačné a leckdy si i odporují [56].  
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22..33..  EEppiilleeppssiiee  

22..33..11..  DDeeffiinniiccee  eeppiilleeppssiiee  aa  jjeejjíí  eeppiiddeemmiioollooggiiee  

Epilepsie je onemocnění projevující se opakovaným výskytem záchvatů, které se 

objevují bez zjevné příčiny 60, 61 . Epileptický záchvat je nespecifická reakce na 

dráţdění centrálního nervového systému, charakterizovaný poruchami vědomí, křečemi, 

mimovolními pohyby, vegetativními projevy a poruchou paměti 61, 62 . Vznik 

epileptického záchvatu ovlivňuje celá řada faktorů. Mezi nejdůleţitější patří dědičnost, 

věk, nadměrná konzumace alkoholu, nedostatek spánku, fyzická vyčerpanost, uţívání 

některých léků (např. antidepresiv, antipsychotik a jiných), mechanické poškození mozku, 

atd. 60 . 

Pravděpodobnost, ţe se během 80 let ţivota objeví alespoň jeden epileptický 

záchvat, je téměř 10 % 61 . Jak jiţ vyplývá z definice epilepsie, výskyt takového záchvatu 

zdaleka nemusí vést k rozvoji tohoto onemocnění. I přesto epilepsií trpí aţ 5 % populace, 

přičemţ nejčastěji jsou postiţeni muţi a děti. U více neţ poloviny případů dětských 

epilepsií však dojde během dospívání k úplnému vymizení záchvatů. Naopak některé 

epilepsie mohou vzniknout aţ v průběhu puberty a ty poté přetrvávají aţ do dospělosti. 

Zvýšený výskyt epileptických záchvatů je téţ pozorován u osob starších šedesáti let 60 . 

 

22..33..22..  MMoolleekkuulláárrnníí  ppooddssttaattaa  eeppiilleeppssiiee  

Molekulární podstata epileptických záchvatů ještě není zcela objasněna. Předpokládá 

se ale, ţe zvýšenou dráţdivost centrální nervové soustavy způsobuje nerovnováha mezi 

inhibicí a excitací na synaptické úrovni 61 . Přenos nervového vzruchu pomocí 

excitačních neurotransmiterů totiţ musí být regulován, coţ zajišťují právě inhibiční 

neurotrasmitery.  

Hlavním inhibičním neurotransmiterem v CNS je kyselina -aminomáselná, která 

aktivuje GABA (zkratka z angl. -amino butyric acid) receptory 48 . Tyto receptory jsou 

dvojího typu – iontové kanály (tzv. GABAA receptory) a receptory spojené s G-proteiny 

(tzv. GABAB receptory) 48  (viz obr. 7, str. 19). 
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Obr. 7: Schéma obou typů GABA receptorů. GABAA receptory jsou iontové kanály propustné pro  

Cl
- 
ionty. Naopak GABAB receptory jsou metabotropní a přes heterodimerní (2  ) protein G způsobují 

zvýšení vodivosti K
+ 

kanálů a inhibici adenylátcyklasy (AC), coţ znemoţňuje syntézu cAMP, které by 

aktivovalo signalizační kaskádu vedoucí k otevření Ca
2+

 kanálu. Převzato z 48 . 

 

Zatímco stimulací GABAA receptorů dochází ke zvýšenému toku Cl
-
 iontů do buňky, 

aktivace GABAB receptorů způsobuje zvýšený tok K
+
 iontů z buňky za současného 

omezení vstupu Ca
2+

 iontů do buňky. Výsledkem těchto pochodů je poté přerušení přenosu 

nervového vzruchu 48 . 

 Hlavním excitačním neurotransmiterem v CNS je kyselina glutamová, která kromě 

NMDA receptorů (viz kap. 2.2.4.) aktivuje i AMPA receptory. AMPA receptory jsou 

jednoduché kationové kanály, které umoţňují tok K
+
 iontů z buňky a Na

+
 iontů do 

buňky 48 . Spolu s NMDA receptory se podílejí na dlouhodobé potenciaci, coţ je nejspíše 

i jejich hlavní funkce v CNS (viz kap. 2.2.4.). 

Epileptický záchvat pravděpodobně zapříčiňují jednak nedostatečná funkce GABA 

receptorů, jednak zvýšená funkce NMDA a AMPA receptorů. Zkoumání molekulární 

podstaty epilepsie ovšem zdaleka není u konce. I přesto se jiţ nyní zdají být zmíněné 

receptory vhodnými cíli terapeutického zásahu (více viz kap. 2.3.3.). 
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22..33..22..11..  DD--sseerriinn  vv  eeppiilleeppssiiii  

Doposud byly publikovány čtyři práce, které připouští moţnou úlohu D-serinu 

v epilepsii. Löscher a kol. i Singh a kol. podávali D-serin injekčně do CNS myší, přičemţ 

zjistili, ţe zvýšená koncentrace této aminokyseliny v mozku způsobuje epileptické 

záchvaty 63, 64 . Xie a kol. zase pracovali s myšmi postrádajícími schopnost syntetizovat 

přenašeč malých neutrálních aminokyselin, coţ vedlo k akumulaci D-serinu 

v extracelulárním prostoru a opět epileptickým záchvatům 65 . Zatím poslední experiment 

dokazující souvislost mezi D-serinem a epilepsií provedli Liu a kol., kteří při zkoumání 

histochemických řezů mozků myší s indukovanou epilepsií pozorovali zvýšenou 

koncentraci D-serinu vedoucí k hyperaktivaci NMDA receptorů 66 .  

 

22..33..33..  SSoouuččaassnnáá  llééččbbaa  eeppiilleeppssiiee  

Většina současných léků na epilepsii (tzv. antiepileptik) byla objevena náhodou a 

jejich mechanismus účinku byl tak dlouhou dobu neznámý. Aţ díky pokroku molekulárně-

biologických metod se nyní daří cíle terapeutického zásahu identifikovat (viz kap. 2.3.2.). 

Přitom se zjišťuje, ţe některá antiepileptika působí hned na dva cíle najednou 67 . 

Například felbamát a topiramát, léky vyuţívané při rezistentních formách epilepsie, jsou 

známy svou schopností stimulovat GABA receptory. Oba navíc inhibují aktivity 

glutamátových receptorů – felbamát inhibuje NMDA receptory a topiramát AMPA 

receptory 67 . 

Při léčbě epilepsie se k jednotlivým pacientům přistupuje individuálně. Je na uváţení 

lékaře, jaký z řady dostupných léků vybere. Hlavním vodítkem jsou v tomto případě 

pozorované příznaky a nález na EEG. Většinou se ale volí mezi kyselinou valproovou     

(či jejími deriváty) a karbamazepinem. Kromě cíleného, pravidelného a dlouhodobého 

uţívání antiepileptika je nutné dodrţovat správnou ţivotosprávu. Ta zahrnuje především 

pravidelný rytmus spánku a zákaz jakéhokoli alkoholu. Pokud není dosaţeno dostatečného 

terapeutického účinku, je nutno pouţít jiný lék – zpravidla fenytoin nebo primadon. Tato 

antiepileptika jsou však jiţ poměrně toxická a při dlouhodobém uţívání mohou způsobit 

neţádoucí vedlejší účinky 60, 68 .  

Selţe-li i druhý lék, musí lékař přistoupit k indikaci více medikamentů najednou. 

Pokud se ani tak nedaří záchvaty farmakologicky kompenzovat, začíná se přemýšlet o 

chirurgickém odstranění epileptogenního loţiska. Farmakorezistentní epilepsií trpí aţ 25 % 
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nemocných. Pouze 1/5 z nich ale splňuje veškeré předpoklady pro epileptochirurgický 

zákrok 69 . Ostatním neumí současná medicína pomoci. Doufejme proto, ţe zmíněný 

rychlý rozvoj molekulárně-biologických metod bude pokračovat i nadále a brzy se tak 

dočkáme takových léků, které zkvalitní ţivot i pacientům s doposud neléčitelnou formou 

epilepsie. 
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33..  CCÍÍLL  PPRRÁÁCCEE  

Cílem této práce bylo: 

 

1. Ověřit citlivost a specifitu dostupných monoklonálních protilátek proti 

lidské serinracemase a na základě získaných výsledků vybrat tu 

nejvhodnější pro imunochemickou detekci hSR ve tkáních epileptických 

pacientů.  

 

2. Ověřit metodiku zpracování a analýzy vzorků mozkových tkání získaných 

z operací ve Fakultní nemocnici Motol a Vojenské nemocnici ve 

Střešovicích a přispět tak k lepší interpretaci výsledků při porovnávání 

obsahu serinracemasy v epileptických a zdravých tkáních. 

 

3. Pokusit se změřit aktivitu hSR ve tkáňových lyzátech s doposud nejlepším 

substrátem L-serin-O-sulfátem. V případě neúspěchu poté provést pokusy, 

které by neměřitelnost aktivity hSR vysvětlily. 
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44..  MMAATTEERRIIÁÁLLYY  AA  MMEETTOODDYY  

44..11..  MMaatteerriiáállyy  

44..11..11..  CChheemmiikkáálliiee  

aceton ...................................................................................................... Lachema (Brno, CZ) 

acetonitril .................................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

akrylamid ........................................................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

ATP .................................................................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

azid sodný ................................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

dihydrogenfosforečnan draselný ............................................................. Lachema (Brno, CZ) 

DNPH (dinitrofenylhydrazin) ......................................................... Fluka (Buchs, Švýcarsko) 

dodecylsulfát sodný ........................................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

DTT (dithiotreitol) ............................................................................. Sigma (St. Louis, USA) 

ethanol ......................................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

FDAA (1-fluoro-2-4-dinitrofenyl-5-L-alanin amid), Marfeyho činidlo ..................................  

 ............................................................................. Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

glycerol ....................................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

glycin .................................................................................. Duchefa (Haarlem, Nizozemsko) 

HEPES (kyselina N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N´-[2-ethansulfonová]) ...............................  

 ........................................................................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

hydrogenfosforečnan sodný .................................................................... Lachema (Brno, CZ) 

hydrogenuhličitan draselný ..................................................................... Lachema (Brno, CZ) 

hydroxid draselný ....................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

hydroxid sodný ........................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

L-erythro-hydroxyaspartát ................................................................ Wako(Osaka, Japonsko) 

chlorid hořečnatý .................................................................................... Lachema (Brno, CZ) 

chlorid sodný ........................................................................................... Lachema (Brno, CZ) 

isobutyl-L-cystein ........................................................................... Fluka (Buchs, Švýcarsko) 

kyselina boritá .................................................................................... USB (Cleveland, USA) 

kyselina chloristá ........................................................................................ Penta (Praha, CZ) 

kyselina chlorovodíková ............................................................................. Penta (Praha, CZ) 
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kyselina octová ........................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

kyselina sírová ............................................................................................ Penta (Praha, CZ) 

2-merkaptoethanol ............................................................................. Sigma (St. Louis, USA) 

methanol ...................................................................................................... Penta (Praha, CZ) 

N,N'-methylen-bis(akrylamid) ........................................................... USB (Cleveland, USA) 

octan sodný, trihydrát ................................................................................. Penta (Praha, CZ) 

OPA (ortho-ftaldialdehyd) ................................................................. Sigma (St. Louis, USA) 

peroxodisíran amonný ...................................................................... Serva (Heidelberg, SRN) 

PLP (pyridoxal-5´-fosfát) .................................................................. Sigma (St. Louis, USA) 

L-serin, D-serin .................................................................................. Sigma (St. Louis, USA) 

L-serin-O-sulfát ................................................................... Bachem (Bubendorf, Švýcarsko) 

TBA (hydroxid tetrabutylamonný) .................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

TEA (triethanolamin) ......................................................................... Sigma (St. Louis, USA) 

TEMED (tetramethylethylendiamin) .............................................. Fluka (Buchs, Švýcarsko) 

Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethan) ........................................... USB (Cleveland, USA) 

Tween 20 ............................................................................................ USB (Cleveland, USA) 

triton X-100 ...................................................................................... Serva (Heidelberg, SRN) 

 

44..11..22..  PPřřííssttrroojjee  

blotovací přístroj:  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) 

homogenizátory: Disperser T10 basic, IKA (Staufen, SRN)  

 TissueLyser II, QIAGEN (Düsseldorf, SRN) 

HPLC: 

 přístroje: 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) 

laboratorní váhy:  AE 163, Mettler (Greifensee, Švýcarsko) 

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

sonikátor:  Soniprep 150, Sanyo (Tokyo, Japonsko) 

spektrofotometr:  GENios, Tecan (Männedorf, Švýcarsko) 

termostaty:  Grant Instruments Ltd. (Shepreth, UK) 

 Thermomix BU, B.Braun (Melsungen, SRN) 

vertikální polyakrylamidová elektroforéza: Sigma (St. Louis, USA) 

 

44..11..33..  PPrrooggrraammyy  

BLAST: National Center of Biotechnology Information 

Image Quant: TotalLab Ltd (Newcastle, UK) 

Microsoft Office Excel 2007: Microsoft (Redmond, USA) 

 

44..11..44..  OOssttaattnníí  

Blocker Casein ..................................................... Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

bromfenolová modř ............................................................................ Sigma (St. Louis, USA)  

BSA (hovězí sérový albumin) ............................................. Imuna (Šarišské Michaľany, SK) 

centrifugační nádobky s filtrem ................. Amicon, Millipore Corporation (Billerica, USA) 

Coomassie Brilliant Blue G-250 ...................................................... Serva (Heidelberg, SRN) 

Complete Mini, EDTA free, Protease inhibitor cocktail tablets ..............................................   

 ..................................................................................................... Roche (Basilej, Švýcarsko) 

chemoluminiscenční substrát WestFemto ........... Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

kolony HPLC:  

 ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 100 mm), částečky náplně 1,7 µm .................................   

 ................................................................................................. Agilent (Santa Clara, USA) 

 Symmetry C18 (4,6 250 mm), částečky náplně 5 µm ..................... Waters (Milford,USA) 

mikrotitrační destička, 96 jamek .................................... Koh-i-noor (České Budějovice, CZ) 

monoklonální protilátka proti -aktinu .............................................. Sigma (St. Louis, USA) 

nerezová ocelová kulička ........................................................... QIAGEN (Düsseldorf, SRN) 

sekundární protilátka (kozí protilátka proti myšímu séru konjugovaná s křenovou   

peroxidasou) ......................................................... Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) 

SDS marker ...................................................................................... Serva (Heidelberg, SRN) 
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44..22..  MMeettooddyy  

44..22..11..  HHoommooggeenniizzaaccee  ttkkáánněě  

RRoozzttookkyy::  

pufr A: 50mM TEA pH 7,4  

 5mM NaCl 

 1% Triton X-100 

 Complete Mini, EDTA free, Protease inhibitor cocktail tablets  

 (1 tableta na 10ml pufru) 

 

PPoossttuupp::  

Ze zmraţeného vzorku tkáně byl uříznut přiměřený kousek, který byl převeden do 

1,5ml či 2ml plastové mikrozkumavky. Byl přidán 1 ml pufru A a tkáň byla 

homogenizována buď homogenizérem Disperser T10 a sonikátorem, nebo pouţitím pouze 

homogenizátoru TissueLyser II (více viz. kap. 4.2.1.1. a 4.2.1.2.). Homogenát byl 

centrifugován (16100 g, 60 min, 4 C) a supernatant přenesen do nové mikrozkumavky. 

Dříve bylo zjištěno, ţe D-serin i serinracemasa jsou tímto postupem beze zbytku 

převedeny do roztoku, dále se tedy pracovalo jen se supernatantem (tzv. tkáňovým 

lyzátem). Peleta byla dvakrát promyta 0,5 ml 50mM TEA, centrifugována a zamraţena pro 

případnou analýzu pomocí SDS-PAGE (více viz kap. 4.2.5.). 

 

44..22..11..11..  HHoommooggeenniizzaaccee  ppoommooccíí  hhoommooggeenniizzááttoorruu  DDiissppeerrsseerr  TT1100  bbaassiicc  aa  ssoonniikkááttoorruu  

Nůţ homogenizátoru byl umístěn do mikrozkumavky s tkání a pufrem A. Přístroj byl 

nastaven na nejniţší rychlost 1 (8000 otáček za minutu), která byla postupně zvyšována aţ 

k nejvyšší rychlosti 6 (30000 otáček za minutu). Při této rychlosti byla tkáň ponechána 

homogenizovat asi 5 s. Směs byla následně umístěna na led. Poté byly vzorky sonikovány 

30 s a opět umístěny na led. Homogenát byl dále zpracováván dle postupu uvedeného 

v kap. 4.2.1. 

 

44..22..11..22..  HHoommooggeenniizzaaccee  ppoommooccíí  hhoommooggeenniizzááttoorruu  TTiissssuueeLLyysseerr  IIII  

Do 2ml mikrozkumavky obsahující tkáň a pufr A byla vloţena nerezová ocelová 

kulička, mikrozkumavka byla uzavřena a vloţena do homogenizátoru TissueLyser II. 
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Vzorek byl homogenizován 2-5 minut při frekvenci 30 Hz. Homogenát byl dále 

zpracováván dle postupu uvedeného v kap. 4.2.1. 

 

44..22..22..  PPřříípprraavvaa  ttkkááňňoovvýýcchh  llyyzzááttůů  pprroo  mměěřřeenníí  kkoonncceennttrraaccee  DD--sseerriinnuu  

Pro měření koncentrace D-serinu ve tkáňových lyzátech pomocí RP-HPLC byla 

neţádoucí přítomnost rozpustných proteinů. Pro jejich odstranění z roztoku byly vyuţívány 

dva postupy – sráţení proteinů z roztoku nebo ultrafiltrace. Následná RP-HPLC analýza 

byla prováděna Radkem Součkem z ÚOCHB AV ČR. 

 

44..22..22..11..  SSrráážžeenníí  pprrootteeiinnůů  zz  rroozzttookkuu  

K 50 μl tkáňového lyzátu bylo přidáno 50 μl 1,875M HClO4 a směs byla důkladně 

promíchána automatickou pipetou. Poté bylo přidáno 50 μl 1,875M KOH (pro 

zneutralizování kyseliny). Roztok byl centrifugován (16100 g, 20 min, 4 C), supernatant 

přenesen do nové mikrozkumavky a zamraţen pro pozdější RP-HPLC analýzu. 

 

44..22..22..22..  UUllttrraaffiillttrraaccee  

Do ultrafiltrační centrifugační nádobky s filtrem tvořeným celulosou a s limitem 

propustnosti 3 kDa (Amicon, Millipore Corporation, USA) bylo pipetou přeneseno 500 μl 

tkáňového lyzátu. Nádobka byla umístěna do mikrozkumavky a centrifugována (13000 g, 

20 min, 4 C). Retenát o objemu přibliţně 100 μl byl následně přenesen do nové 

mikrozkumavky a zamraţen pro pozdější RP-HPLC analýzu. 

 

44..22..33..  ZZpprraaccoovváánníí  bbuunněěkk  HHEEKK229933  

Pro pokusy byly pouţívány dva druhy buněk HEK293 (buněčná linie odvozená 

z lidských embryonálních ledvinových buněk) – buňky exprimující mSR (HEK+) a buňky 

postrádající schopnost exprimovat mSR (HEK–). Transfekce buněk vektorem obsahujícím 

DNA kódující mSR byla jiţ dříve provedena v naší laboratoři Cyrilem Bařinkou a Kvídem 

Stříšovským. Nárůst, sklízení a promytí buněk HEK+ i HEK–  obstarala Jana Starková.  

Ke zmraţenému sedimentu buněk byl přidán 1 ml pufru A (viz kap. 4.2.1.) a buňky 

byly homogenizovány pomocí homogenizátoru TissueLyser II (viz kap. 4.2.1.2.). Následně 

byl homogenát centrifugován (16100×g, 2 hod., 4°C) a supernatant (tzv. buněčný lyzát) 

přenesen do nové mikrozkumavky. 
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44..22..44..  SSttaannoovveenníí  cceellkkoovvéé  kkoonncceennttrraaccee  pprrootteeiinnůů  

Koncentrace proteinu byla stanovena metodou podle Bradfordové. Pro kalibraci byla 

pouţita kalibrační řada standardu hovězího serumalbuminu (bovine serum albumine, 

BSA). 

Do 96 jamek mikrotitrační destičky Koh-i-noor (České Budějovice, CZ) bylo 

pipetováno 160 μl vody. Do jamek A1 a A2 bylo přidáno 160 μl roztoku BSA o 

koncentraci 50 μg/ml a vzniklé směsi byly důkladně promíchány multikanálovou pipetou. 

Tím vznikl roztok BSA o koncentraci 25 μg/ml, z něhoţ bylo multikanálovou pipetou 

odebráno 160 μl do jamek B1 a B2. Následně byly vzniklé směsi opět promíchány. Tímto 

způsobem bylo ředěno do té doby, neţ byly získány roztoky standardu o koncentracích 25; 

12,5; 6,25; 3,13; 1,57 a 0,78 μg/ml (přesné rozmístění vzorků na destičce viz Tab. 4). 

 

Tab. 4: Rozložení vzorků na 96-ti jamkové destičce Koh-i-noor. Jednotlivé vzorky jsou označeny 

zkratkami VZ1 – VZ8. Čísla uvedená pod zkratkami znázorňují relativní koncentrace proteinů v daném 

roztoku. Původní roztok vzorku měl vţdy relativní koncentraci rovnou 100. Kromě standardu je tedy moţné 

na jedné destičce měřit aţ 8 různých vzorků, přičemţ od kaţdého lze v rámci kalibrační křivky získat aţ šest 

hodnot koncentrací proteinů.  

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
BSA 

25 
μg/ml 

BSA 

25 
μg/ml 

VZ 1 

20 

VZ 1 

20 

VZ 2 

20 

VZ 2 

20 

VZ 3 

20 

VZ 3 

20 

VZ 4  

20 

VZ 4 

20 

VZ 5 

20 

VZ 5 

20 

B 
BSA 

12,5 
μg/ml 

BSA 

12,5 
μg/ml 

VZ 1 

4 

VZ 1 

4 

VZ 2 

4 

VZ 2 

4 

VZ 3 

4 

VZ 3 

4 

VZ 4 

4 

VZ 4 

4 

VZ 5 

4 

VZ 5 

4 

C 
BSA 

6,25 
μg/ml 

BSA 

6,25 
μg/ml 

VZ 1 

0,8 

VZ 1 

0,8 

VZ 2 

0,8 

VZ 2 

0,8 

VZ 3 

0,8 

VZ 3 

0,8 

VZ 4 

0,8 

VZ 4 

0,8 

VZ 5 

0,8 

VZ 5 

0,8 

D 
BSA 

3,13 
μg/ml 

BSA 

3,13 
μg/ml 

VZ 1 

0,16 

VZ 1 

0,16 

VZ 2 

0,16 

VZ 2 

0,16 

VZ 3 

0,16 

VZ 3 

0,16 

VZ 4 

0,16 

VZ 4 

0,16 

VZ 5 

0,16 

VZ 5 

0,16 

E 
BSA 

1,57 
μg/ml 

BSA 

1,57 
μg/ml 

VZ 1 

0,032 

VZ 1 

0,032 

VZ 2 

0,032 

VZ 2 

0,032 

VZ 3 

0,032 

VZ 3 

0,032 

VZ 4 

0,032 

VZ 4 

0,032 

VZ 5 

0,032 

VZ 5 

0,032 

F 
BSA 

0,78 
μg/ml 

BSA 

0,78 
μg/ml 

VZ 6 

0,032 

VZ 6 

0,16 

VZ 6 

0,8 

VZ 6 

4 

VZ 6 

20 

VZ 7 

0,032 

VZ 7 

0,16 

VZ 7 

0,8 

VZ 7 

4 

VZ 7 

20 

G voda voda 
VZ 6 

0,032 

VZ 6 

0,16 

VZ 6 

0,8 

VZ 6 

4 

VZ 6 

20 

VZ 7 

0,032 

VZ 7 

0,16 

VZ 7 

0,8 

VZ 7 

4 

VZ 7 

20 

H voda voda 
VZ 8 

0,032 

VZ 8 

0,16 

VZ 8 

0,8 

VZ 8 

4 

VZ 8 

20 

VZ 8 

0,032 

VZ 8 

0,16 

VZ 8 

0,8 

VZ 8 

4 

VZ 8 

20 
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Do jamek A3-A12 a dále F6,G6,F12,G12 a H6,H12 bylo pipetováno 40 μl vzorků a 

vzniklé směsi byly důkladně promíchány multikanálovou pipetou. 40 μl těchto roztoků 

bylo poté stejnou pipetou přeneseno do následujících jamek (přesné rozmístění vzorků na 

destičce viz Tab. 4, str. 28). Vzniklé směsi byly opět promíchány a v ředění bylo 

pokračováno do té doby, neţ bylo získáno 5 různých koncentrací kaţdého vzorku. 

Poté bylo do všech jamek přidáno 40 μl Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad) 

a roztoky byly důkladně promíchány multikanálovou pipetou. Následně byly změřeny 

absorbance vzniklých směsí při 595 nm na spektrofotometrické čtečce GENios (Tecan) a 

koncentrace příslušející jednotlivým hodnotám těchto absorbancí byly vyhodnoceny 

v programu Magellan (Tecan). 

 

44..22..55..  VVeerrttiikkáállnníí  eelleekkttrrooffoorréézzaa  vv  ddeennaattuurruujjííccíímm  ppoollyyaakkrryyllaammiiddoovvéémm  

ggeelluu  ((SSDDSS--PPAAGGEE))  

RRoozzttookkyy::  

separační gel (12%): 2,5 ml 1,5M Tris (pH 8,8) 

 2,73 ml 44% akrylamidové směsi: 42,8 g akrylamid 

      1,2 g N´,N´-bisakrylamid 

      56 ml destilované vody 

 100 μl 10% (w/v) SDS 

 doplněno destilovanou vodou do 10 ml 

 10 μl TEMED 

 100 μl 10% (w/v) APS 

 

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

 0,75 ml 44% akrylamidové směsi: 42,8 g akrylamid 

      1,2 g N´,N´-bisakrylamid 

      56 ml destilované vody 

 50 μl 10% (w/v) SDS 

 doplněno destilovanou vodou do 5 ml 

 10 μl TEMED 

 50 μl 10% (w/v) APS 
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vzorkový pufr (6 ):  10,5 ml 1M Tris (pH 6,8) 

 9 g glycerol 

 3 g SDS 

 4,8 ml 2-merkaptoethanol 

 3,6 mg bromfenolová modř 

 doplněno destilovanou vodou do 10ml 

 

elektrodový pufr (5 ): 15,1 g Tris 

 94 g glycin 

 5 g SDS 

 900 ml destilovaná voda (výsledné pH 8,8 nebylo upravováno) 

  

PPoossttuupp::  

Mezi sestavená skla pro vertikální elektroforézu (Sigma) bylo nalito přibliţně 3,6 ml 

roztoku pro separační gel a převrstveno etanolem. Po ztuhnutí gelu byl zbylý etanol vylit, 

volný prostor vypláchnut destilovanou vodou a vysušen kouskem filtračního papíru. 

Následně byl aţ po okraj skel nalit zaostřovací gel, do kterého byl vnořen hřeben pro 

vzorkové jamky. Po ztuhnutí tohoto gelu byl hřeben vyjmut a skla přemístěna do přístroje 

pro vertikální elektroforézu (Sigma), jehoţ horní i dolní komora byla naplněna 

elektrodovým pufrem (zředěným v poměru 1:4 s destilovanou vodou). Vzduchové bubliny, 

které se vytvořily mezi skly obsahující gel, byly odstraněny injekční stříkačkou.  

Vzorky byly smíchány se vzorkovým pufrem v poměru 5:1, denaturovány asi 

pětiminutovými varem na vodní lázni a naneseny na gel. Po zapnutí aparatury se proteiny 

v nich obsaţené rozdělily podle svých relativních molekulových hmotností. Separace 

proteinů probíhala přibliţně 90 min při konstantním napětí 130 V v zaostřovacím gelu a 

150 V v separačním gelu. Detekce proteinů byla provedena buď barvením Commassie 

Briliant Blue a následným odbarvováním 10% kyselinou octovou, nebo přenosem na 

nitrocelulosovou membránu a následnou imunodetekcí. 
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44..22..66..  MMeettooddaa  eelleekkttrrooppřřeennoossuu  pprrootteeiinnůů  nnaa  nniittrroocceelluulloossoovvoouu  

mmeemmbbrráánnuu  ((WWeesstteerrnn  BBlloott))  

RRoozzttookkyy::  

blotovací pufr: 192 mM glycin 

 25 mM Tris-HCl 

 10% (v/v) metanol 

 0,1% (w/v) SDS  

 

PBS:  137 mM NaCl 

 2,7 mM KCl 

 10 mM Na2HPO4 

 1,8 mM KH2PO4 

 upraveno na pH 7,4 

 

vyvolávací směs: chemiluminiscenční substrát pro křenovou peroxidasu (horseradish 

 peroxidase, HRP) WestFemto, Thermo Fisher Scientific 

  

PPoossttuupp::  

Gel z ukončené elektroforézy byl spolu s nitrocelulosovou membránou a čtyřmi 

filtračními papíry ekvilibrován ve 100 ml blotovacího pufru po dobu asi 5 min. Na anodu 

blotovacího přístroje (Bio-Rad) byly poté umístěny dva filtrační papíry, následovaly 

nitrocelulosová membrána, gel a opět dva filtrační papíry. Případné vzduchové bubliny 

byly odstraněny válcováním zkumavkou s rovnými okraji a blotovací přístroj byl uzavřen. 

Přenos proteinů probíhal 15 min při konstantním napětí 15 V. 

Po ukončení přenosu byla nitrocelulosová membrána přemístěna do lázně se 

4 ml roztoku čistého mléčného kaseinu (Casein Blocker, Thermo Fisher Scientific), kde 

byla ponechána po dobu 0,5 – 3 hodin. Následně byla přidána primární protilátka – 2C2.1 

(supernatant, celková koncentrace proteinů 110 mg/ml) a 3B7.1 (supernatant, celková 

koncentrace proteinů 140 mg/ml) v poměru 1:20, BD (250 μg/ml) a anti -aktin 

(koncentrace nebyla výrobcem uvedena) v poměru 1:100 (více o jednotlivých primárních 

protilátkách viz kap. 5.1.). S touto protilátkou byla membrána inkubována při laboratorní 

teplotě přes noc. Druhý den byla membrána promývána v PBS + 0,05% Tween-20 
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3 10 min. Poté byly opět přidány 4 ml Casein Blockeru a 2 μl 10  zředěné sekundární 

protilátky (kozí protilátka proti myšímu séru konjugovaná s křenovou peroxidasou, 

Thermo Fisher Scientific). Inkubace probíhala při laboratorní teplotě přibliţně 2 hodiny. 

Následně byla membrána znovu promyta v PBS + 0,05% Tween-20 3 10 min. Nakonec 

byla membrána 5 min inkubována v 750 μl vyvolávací směsi, osušena filtračním papírem a 

vloţena do průhledné fólie. Chemiluminiscence byla měřena na přístroji LAS-3000 CCD 

Camera (Fujifilm, Japonsko). 

 

44..22..77..  MMěěřřeenníí  aakkttiivviittyy  SSRR  

44..22..77..11..  AAkkttiivviittaa  hhSSRR  vvee  ttkkááňňoovvéémm  llyyzzááttuu  ((LL--sseerriinn--OO--ssuullffáátt  jjaakkoo  ssuubbssttrráátt))  

RRoozzttookkyy::  

reakční pufr: 250 mM HEPES, pH 8 

 25 μM PLP 

 2,5 mM MgCl2 

 12,5 mM DTT 

 2,5 mM ATP 

 

derivatizační činidlo: 0,3 g DNPH 

 1,5 ml 96% H2SO4 

 7,5 ml etanolu 

 2,2 ml vody 

  

mobilní fáze A: 50 mM TBA 

 upraveno na pH 4,3 nasyceným roztokem CH3COOH 

 

mobilní fáze B: metanol 

 

promývací roztok pro nástřikovou jehlu: 50% metanol 

 

AAkkttiivviittnníí  rreeaakkccee::  

Do kaţdé 1,5ml mikrozkumavky bylo pipetováno 40 μl reakčního pufru a 

50 μl tkáňového lyzátu. Do víčka mikrozkumavky bylo pipetováno buď 5 μl 100 mM      
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L-serin-O-sulfátu (LSOS) a 5 μl HPLC vody, nebo 5 μl 100 mM LSOS a 5 μl 20 mM        

L-erythro-3-hydroxyaspartátu (inhibitor), nebo 10 μl vody. Celkový objem reakční směsi 

činil vţdy 100 μl. Reakce byly zahájeny centrifugací (0×g – 8000×g, 10 s, laboratorní 

teplota), inkubovány ve vodní lázni při 37 C 15 hodin, zastaveny 20 μl 2M HClO4 a poté 

opět centrifugovány (16100×g, 5 min, laboratorní teplota). Pro zneutralizování kyseliny 

bylo přidáno 20 μl 2M KOH a směs byla zamraţena pro pozdější analýzu. Jako kontroly 

slouţily stejně připravené roztoky, u nichţ byla místo 50 μl tkáňového lyzátu přidána voda. 

 

PPrreekkoolloonnoovváá  ddeerriivvaattiizzaaccee::  

Směs byla vyjmuta z mrazícího boxu a centrifugována (16500×g, 5 min, laboratorní 

teplota). Mezi tím bylo derivatizační činidlo 10  zředěno 50% (v/v) MeOH ve vodě 

a pipetováno po 25 μl do nových 1,5ml mikrozkumavek. Následně bylo přidáno 25 μl 

vzorku a 450 μl 50% (v/v) MeOH ve vodě. Směs byla důkladně promíchána a ponechána 

5 minut stát při laboratorní teplotě. Před aplikací na RP-HPLC byly vzorky centrifugovány 

(16100 g, 10 min, 4 C) a 400 µl supernatantu bylo poté přeneseno do nových 

mikrozkumavek bez víček. Z důvodu rychlého rozkladu produktů bylo vţdy 

derivatizováno max. 30 vzorků. 

  

AAnnaallýýzzaa  rreeaakkččnníícchh  ssmměěssíí  ppoommooccíí  HHPPLLCC  nnaa  rreevveerrzznníí  ffáázzii  ((RRPP--HHPPLLCC))::  

Vzorky byly analyzovány pomocí přístroje Alliance HPLC (Waters) a detektoru 

Dual Wavelength Absorbance Detector (Waters). Před vlastním měřením byla kolona 

(Symmetry C18, 4,6 250 mm, rozměr částeček náplně 5 µm, Waters) ekvilibrována při 

průtoku 1 ml/min startovní směsí (60% mobilní fáze A, 40% mobilní fáze B). V programu 

Alliance (Waters) byly nastaveny všechny potřebné parametry analýzy. Při typickém 

měření bylo 50 µl vzorku analyzováno při průtoku 1 ml/min a gradientu 65 – 85 % mobilní 

fáze B (1 % za minutu). Délka eluce jednoho vzorku trvala 32 min. Produkty dělení byly 

detekovány absorpcí při 366 nm. 
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44..22..77..22..  AAkkttiivviittaa  mmSSRR  vv  bbuunněěččnnéémm  llyyzzááttuu  ((LL--sseerriinn  jjaakkoo  ssuubbssttrráátt))  

RRoozzttookkyy::  

reakční pufr: 250 mM HEPES, pH 8 

 25 μM PLP 

 2,5 mM MgCl2 

 12,5 mM DTT 

 2,5 mM ATP 

 

derivatizační činidlo: 10 mg Marfeyho činidla (1-fluoro-2-4-dinitrofenyl-5-L-alanin 

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

 

mobilní fáze A: 50 mM kyselina octová 

 upraveno na pH 4,4 nasyceným roztokem NaOH 

 

mobilní fáze B: metanol 

 

promývací roztok pro nástřikovou jehlu: 50% (v/v) metanol ve vodě 

 

AAkkttiivviittnníí  rreeaakkccee::  

Postupovalo se analogicky podle postupů popsaných v kap. 4.2.7.1. Místo 

50 μl tkáňového lyzátu se do reakční směsi přidávalo 50 μl buněčného lyzátu a místo 

100 mM LSOS se jako substrát pouţíval 100 mM L-serin. 

 

PPrreekkoolloonnoovváá  ddeerriivvaattiizzaaccee::  

Směs byla vyjmuta z mrazícího boxu a centrifugována (16500×g, 5 min, laboratorní 

teplota). Mezi tím bylo do nových 1,5ml mikrozkumavek pipetováno 5 μl 1 M KHCO3. 

Následně bylo přidáno 10 μl vzorku a 25 μl roztoku Marfeyho činidla, čímţ vznikl ţlutě 

zabarvený roztok. Reakce byly inkubovány ve 45 C 45 min. Během této doby 

došlo k barevné změně směsi na oranţovou. Zastavením reakce 5 μl 2M HCl se roztok 

opět zbarvil do ţluta. Nakonec bylo přidáno 405 μl 50% (v/v) MeOH ve vodě. Před 

aplikací na RP-HPLC byly vzorky centrifugovány (16100 g, 10 min, 4 C) a 300 µl 

supernatantu bylo poté přeneseno do nových mikrozkumavek bez víček. 
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AAnnaallýýzzaa  rreeaakkččnníícchh  ssmměěssíí  ppoommooccíí  HHPPLLCC  nnaa  rreevveerrzznníí  ffáázzii  ((RRPP--HHPPLLCC))::  

Byl pouţit stejný přístroj a detektor jako je uveden v kap. 4.2.7.1. Kolona 

(Symmetry C18 Column, 4,6 x 250 mm, rozměr částeček náplně 5 µm, Waters) byla 

ekvilibrována při průtoku 1 ml/min startovní směsí (65 % mobilní fáze A, 35 % mobilní 

fáze B). V programu Alliance (Waters) byly nastaveny všechny potřebné parametry 

analýzy. Při typickém měření bylo 50 µl vzorku analyzováno při průtoku 1 ml/min a 

stálém sloţení mobilní fáze (65 % mobilní fáze A, 35 % mobilní fáze B). Délka eluce 

jednoho vzorku trvala 20 min. Produkty dělení byly detekovány absorpcí při 340 nm. 

 

44..22..77..33..  AAkkttiivviittaa  mmSSRR  vv  žžiivvýýcchh  bbuuňňkkáácchh  HHEEKK229933  

RRoozzttookkyy::  

borátový pufr: 0,4M kyselina boritá 

 upraveno na pH 9,0 nasyceným roztokem NaOH 

 

derivatizační činidlo: 10mg/ml OPA 

10mg/ml isobutyl-L-cystein 

50% (v/v) acetonitril ve vodě 

 

mobilní fáze A: 9,66 g octan sodný, trihydrát 

0,24 ml kyselina octová 

několik kapek azidu sodného 

doplněno vodou na 1 l 

upraveno na pH 6,0 nasyceným roztokem NaOH nebo CH3COOH 

 

mobilní fáze B: 100% acetonitril 

  

PPrrááccee  ss  bbuuňňkkaammii  

Experimenty byly prováděny v naší laboratoři Janou Jiráskovou. Buňky HEK+ i 

HEK– byly nechány růst v 6-ti jamkové destičce (Koh-i-noor, České Budějovice, CZ) do 

75% konfluence (medium mělo objem asi 1 ml). Následně bylo vţdy do dvou jamek 

přidáno buď 20 µl 100mM L-serinu a 20 µl vody, nebo 20 µl 100mM L-serinu a 20 µl 

100mM L-erythro-3-hydroxyaspartátu. Buňky v posledních dvou jamkách slouţily jako 

kontrolní, protoţe k nim bylo přidáno pouze 40 µl vody. Po třech dnech bylo medium 
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odsáto a pomocí ultrafiltrace byly odstraněny neţádoucí vysokomolekulární látky 

(viz kap. 4.2.2.2). 

 

AAnnaallýýzzaa  rreeaakkččnníícchh  ssmměěssíí  ppoommooccíí  HHPPLLCC  nnaa  rreevveerrzznníí  ffáázzii  ((RRPP--HHPPLLCC))::  

 Analýza byla provedena Radkem Součkem z ÚOCHB AV ČR pomocí přístroje 

Rapid Resolution LC Series 1200 (Agilent) a detektoru 1200 Series Fluorescence Detector, 

(Agilent). Pro separaci byla vyuţita kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 100 mm, 

rozměr částeček náplně 1,7 µm, Agilent), která byla ekvilibrována při průtoku 0,5 ml/min 

startovní směsí (94 % mobilní fáze A, 6 % mobilní fáze B). V přístroji probíhala téţ 

prekolonová derivatizace, kdy bylo smícháno 0,7 µl borátového pufru, 0,1 µl vzorku a 

0,2 µl derivatizačního činidla a před vlastní nástřikem bylo 2 minuty vyčkáno. Typická 

analýza byla prováděna při průtoku 0,5 ml/min a gradientu 6 – 13 % mobilní fáze B (2 % 

za minutu). Délka eluce jednoho vzorku trvala 10 min. Produkty dělení byly detekovány 

fluorescencí (excitace při 334 nm, emise při 443 nm). 
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55..  VVÝÝSSLLEEDDKKYY  

55..11..  CChhaarraakktteerriizzaaccee  pprriimmáárrnníícchh  pprroottiilláátteekk  

K dispozici byly tři monoklonální protilátky proti serinracemase – dvě s označením 

2C2.1 a 3B7.1 vyrobené v Laboratoři molekulární imunologie ÚMG AV ČR a jedna 

komerčně dostupná od firmy BD Biosciences (v dalším textu označována jako BD). 

Zatímco protilátky 2C2.1 a 3B7.1 byly připraveny proti denaturované lidské serinracemase 

(hSR), protilátka BD je určena pro imunodetekci myší serinracemasy (mSR). Podle údaje 

výrobce je ale její epitop v oblasti mezi 127. a 248. aminokyselinou mSR. Vzhledem 

k tomu, ţe má tato sekvence s hSR 90% identitu (zjištěno v programu BLAST), rozhodli 

jsme se vyzkoušet i tuto protilátku. 

 

55..11..11..  CCiittlliivvoosstt  pprroottiilláátteekk  

Pro určení detekčního limitu jednotlivých protilátek byly pouţity rekombinantní 

proteiny hSR a mSR, které byly připraveny v naší laboratoři v bakteriích E.coli.  

 

 hSR mSR 

2C2.1 

  

3B7.1 

  

BD 

  

 

Obr. 8: Porovnání citlivostí jednotlivých protilátek vůči rekombinantní hSR a mSR. Vzorky 

(mSR nebo hSR) byly rozděleny pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na nitrocelulosovou membránu 

a detekovány příslušnou protilátkou (2C2.1, 3B7.1 nebo BD) (kap. 4.2.6.). Čísla znázorňují mnoţství 

proteinu (v ng), která byla nanesena do jednotlivých drah. 

 

   5      2     0,8   0,2    0,1   0,01 

  

 150   100   50     10      5       1 

  

  10      5      2      0,8     0,2    0,1  

 100    50     10     5      1      0,5

  

 100    50     10     5      1      0,5

  

   50      20     10      5       1     0,5
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Z obr. 8 (str. 37) je patrné, ţe největší citlivost vůči hSR má protilátka 2C2.1, jejíţ 

detekční limit je 0,1 – 0,2 ng. Vůči mSR je nejcitlivější protilátka BD s detekčním limitem 

0,8 ng. Stanovení mSR protilátkou 2C2.1 a hSR protilátkou BD naopak není příliš vhodné, 

v těchto případech jsou totiţ detekční limity velmi vysoké. Protilátka 3B7.1 má přibliţně 

stejnou citlivost pro oba studované proteiny. Její detekční limity jsou pro hSR 5 ng a pro 

mSR 1 ng. 

 

55..11..22..  PPřřiibblliižžnnáá  llookkaalliizzaaccee  eeppiittooppuu  pprroottiillááttkkyy  22CC22..11  

Doposud neznáme přesný epitop ani jedné ze studovaných monoklonálních 

protilátek proti serinracemase. Provedené pokusy ovšem poukázaly na přibliţnou 

lokalizaci epitopu protilátky 2C2.1. Jak jiţ bylo uvedeno v kap. 5.1.1., rekombinantní hSR 

byla připravena v bakteriích E.coli Kateřinou Purchartovou a Terezou Emmerovou 

v průběhu pokročilých praktik z biochemie. Během purifikace zmíněného proteinu se 

nepodařilo odstranit degradační produkt o velikosti přibliţně 30 kDa (viz obr. 9).  

 

 

 

 

Obr. 9: Výsledek purifikace hSR provedené Kateřinou Purchartovou a Terezou 

Emmerovou. Vzorky byly rozděleny pomocí SDS-PAGE a detekovány barvením Commasie Briliant Blue 

(kap. 4.2.5.). Dráhy: 1 – buněčný lyzát před purifikací (max. mnoţství na dráhu); 2 – standard hSR (2 μg);    

3 – výsledný roztok hSR po purifikaci (max. mnoţství na dráhu). Během purifikace se nepodařilo získat čistý 

protein, kromě hSR o molekulové hmotnosti 37 kDa obsahoval finální roztok i degradační produkt o 

přibliţné molekulové hmotnosti 30 kDa (viz dráha 3). 

    1     2   kDa  3      

  100 

 50 

    37 

  25 

   75 
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Analýzou tohoto produktu N-koncovou proteinovou sekvenací a hmotnostní 

spektrometrií se zjistilo, ţe se jedná o protein s aminokyselinovou sekvencí hSR bez        

C-terminálního konce (chybí 24 aminokyselin). Zatímco protilátky BD a 3B7.1 tento 

degradační produkt rozpoznávají, protilátka 2C2.1 nikoli (viz obr. 8, str. 37). Domníváme 

se tedy, ţe epitop protilátky 2C2.1 je lokalizován právě na C-terminálním konci hSR. 

 

55..11..33..  SSppeecciiffiittaa  pprroottiilláátteekk  

Specifita jednotlivých protilátek byla ověřena pomocí lyzátů buněk exprimujících 

(HEK+) a neexprimujících (HEK–) myší serinracemasu (kap. 4.2.3.) metodou 

elektropřenosu proteinů (kap. 4.2.5. a 4.2.6.). Na gel bylo vţdy naneseno tolik vzorku, aby 

celkové mnoţství proteinů na jednu dráhu činilo 70 μg.  

 

2C2.1 3B7.1 BD 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Obr. 10: Porovnání specifity jednotlivých protilátek proti serinracemase. Vzorky byly rozděleny 

pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na nitrocelulosovou membránu a detekovány příslušnou 

protilátkou (2C2.1, 3B7.1 nebo BD) (kap. 4.2.6.). Dráhy: 1 – rekombinantní hSR (10 ng); 2 – rekombinantní 

mSR (10 ng), 3 – lyzáty buněk HEK293 exprimující mSR (celkové mnoţství proteinu v dráze 70μg);            

4 – lyzáty buněk HEK293 neexprimujících mSR (celkové mnoţství proteinu v dráze 70μg). 
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Z obr. 10 (str. 39) je patrné, ţe protilátka 3B7.1 rozpoznává kromě mSR (37 kDa) téţ 

neznámé proteiny o přibliţných molekulových hmotnostech 50 kDa, 75 kDa a 90 kDa. 

Aplikací protilátky BD je viditelný pouze signál v oblasti molekulové hmotnosti 37 kDa, 

který náleţí mSR. Protilátka 2C2.1 poté rozpoznává mSR (37 kDa) a protein o přibliţné 

molekulové hmotnosti 30 kDa. Zajímavý výsledek poskytuje tato protilátka v případě 

lyzátu buněk HEK–, protoţe zde detekuje protein o molekulové hmotnosti 37 kDa. 

Vzhledem k tomu, ţe buňky HEK– postrádají schopnost exprimovat myší SR, přítomnost 

mSR lze vyloučit. Můţe se ovšem jednat o lidskou SR. Bylo totiţ prokázáno, ţe se 

v ledvinách (a tedy i v embryonálních buňkách ledvin) hSR vyskytuje [28].  

Předpoklad, ţe protilátka 2C2.1 rozpoznává skutečně hSR a nikoli nějaký jiný 

protein o stejné molekulové hmotnosti, podporuje několik dalších skutečností. Za prvé, 

protilátka 2C2.1 je vůči hSR vysoce citlivá (kap. 5.1.1.), je proto schopna detekovat i velmi 

malá mnoţství proteinu. Za druhé, aminokyselinová sekvence oblasti hSR obsahující 

epitop protilátky 2C2.1 (viz kap. 5.1.2.) byla vloţena do programu BLAST. Nebyl však 

nalezen jediný protein s molekulovou hmotností 37 kDa, který by měl s touto sekvencí 

alespoň částečnou identitu. Za třetí, během měření aktivit mSR (více viz kap. 5.3.2.)          

u buněk HEK293 se zjistilo, ţe i buňky HEK– produkují určité mnoţství D-serinu. Ten by 

ale nemohl vznikat, kdyby nebyla přítomna serinracemasa. Za čtvrté, na gel bylo naneseno 

takového mnoţství lyzátu buněk HEK–, aby byla protilátka 3B7.1 schopna hSR detekovat 

(její citlivost vůči hSR je totiţ niţší neţ je tomu tak u protilátky 2C2.1, viz kap. 5.1.1.). Po 

elektropřenosu proteinů byl poté skutečně viditelný signál v oblasti molekulové hmotnosti 

37 kDa. 

Po provedených experimentech byly protilátky vyzkoušeny téţ na vzorcích 

resekované mozkové tkáně pacienta s farmakorezistentní epilepsií, který byl operován na 

spolupracujícím pracovišti Fakultní nemocnice Motol, oddělení dětské neurologie (odběr 

vzorků z pacientů byl schválen Etickou komisí FN Motol). Výsledky pokusu jsou 

znázorněny na obr. 11 (str. 41). Protilátky BD a 3B7.1 rozpoznávaly hSR o molekulové 

hmotnosti 37 kDa jen velmi slabě. Po aplikaci protilátky 3B7.1 byly opět patrné signály 

v oblastech molekulových hmotnostní 50 kDa, 75 kDa a 90 kDa. Stejně tak, jako v případě 

pokusů s buňkami HEK293, rozpoznávala protilátka 2C2.1 hSR (37 kDa) a protein 

o molekulové hmotnosti asi 30 kDa. Všechny tři protilátky navíc detekovaly protein 

o přibliţné molekulové hmotnosti 25 kDa.  
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2C2.1 3B7.1 BD anti -aktin 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 11: Imunochemická analýza vzorků resekované mozkové tkáně pacienta 

s farmakorezistentní epilepsií. Vzorky byly naneseny na 12% polyakrylamidový gel (celkové mnoţství 

proteinů na jednu dráhu činilo vţdy 70 μg), rozděleny pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na 

nitrocelulosovou membránu a detekovány příslušnou protilátkou (2C2.1, 3B7.1, BD nebo anti -aktin) 

(kap. 4.2.6.). Jednotlivé dráhy obsahují vzorky pacienta pod kódovým označením: dráha 1 – ANKO2, 

dráha 2 – ANKO3, dráha 3 – ANKO4. 

 

Pro kvantifikaci serinracemasy v jednotlivých vzorcích je potřeba vztáhnout její 

mnoţství k určitému vnitřnímu standardu. Tím byl zvolen -aktin. Bylo proto potřeba 

ověřit téţ specifitu protilátky proti -aktinu (v textu označována jako anti -aktin). 

Z obr. 11 je zřejmé, ţe tato protilátka rozpoznává kromě -aktinu (43 kDa) i protein o 

přibliţné molekulové hmotnosti 25 kDa. 

Obr. 12 (str. 42) znázorňuje výsledky po aplikaci protilátek proti hSR i -aktinu 

zároveň. Pokud porovnáme obr. 11 a obr. 12, dojdeme k závěru, ţe všechny zmíněné 

protilátky rozpoznávají kromě svých antigenů i stejný 25 kDa protein. Jedná se tedy 

pravděpodobně o nějakou nespecifickou interakci s jiným buněčným proteinem.   

 

 

  1     2      3    kDa    1      2     3    kDa     1     2     3   kDa    1     2     3   kDa 

100 
100 

100 100 

 50  50 

 50  50 

 37  37 
 37  37 

  20 
  20 

   20   20 



42 

 

2C2.1 3B7.1 BD 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12: Imunochemická analýza vzorků resekované mozkové tkáně pacienta 

s farmakorezistentní epilepsií s využitím -aktinu jako vnitřního standardu. Vzorky byly 

naneseny na 12% polyakrylamidový gel (celkové mnoţství proteinů na jednu dráhu činilo vţdy 70 μg), 

rozděleny pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na nitrocelulosovou membránu a detekovány 

protilátkou proti hSR i -aktinu zároveň (2C2.1 a anti -aktin nebo 3B7.1 a anti -aktin nebo BD a anti       

-aktin) (kap. 4.2.6.). Jednotlivé dráhy obsahují vzorky pacienta pod kódovým označením:                      

dráha 1 – ANKO2, dráha 2 – ANKO3, dráha 3 – ANKO4.  

 

55..22..  ZZpprraaccoovváánníí  aa  aannaallýýzzaa  vvzzoorrkkůů  ttkkáánníí  ––  ppřřeessnnoosstt  ppoouužžiittýýcchh  

mmeettoodd  

Vzorky byly získány z operací provedených ve Fakultní nemocnici Motol a 

Vojenské nemocnici ve Střešovicích. Pacienti byli operováni z důvodu neúspěchu 

farmakologické léčby. Operace spočívala v odstranění epileptogenního loţiska, přičemţ 

okrajové části této tkáně většinou epilepsií zasaţeny nebyly (rozlišení epileptické tkáně od 

tkáně zdravé bylo provedeno bezprostředně po kaţdé operaci patologem doc. MUDr. 

Josefem Zámečníkem, Ph.D.). Aby bylo moţné posoudit, zda se v obsahu serinracemasy 

liší epileptická tkáň od tkáně epilepsií nezasaţené, bylo nutné ověřit přesnost pouţívaných 

metod. Za tímto účelem byl jeden ze vzorků pacienta pod kódovým označením ONTA 

zpracován paralelně čtyřikrát (původní vzorek byl rozdělen na čtyři dílčí vzorky, které byly 
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zpracovány a analyzovány popsaným způsobem – kap. 4.2.1., 4.2.4., 4.2.5., 4.2.6.). Po 

elektropřenosu proteinů na nitrocelulosovou membránu, imunodetekci protilátkami proti  

-aktinu a hSR (protilátkou 2C2.1) a následné kvantifikaci signálů v programu Image 

Quant by měl být poměr mnoţství hSR/ -aktin v jednotlivých paralelně zpracovaných 

vzorcích konstantní. Z obr. 13 je ovšem zřejmé, ţe tomu tak není. Proto jsme se rozhodli 

zjistit, v jakém kroku zpracování a analýzy vzorků tato chyba vzniká. 

 

 

 

 

 

Obr. 13: Imunochemická analýza paralelně zpracovaných vzorků mozkové tkáně pacienta 

pod kódovým označením ONTA1. Vzorek ONTA1 byl rozdělen na čtyři dílčí vzorky s označením 1, 2, 

3 a 4, které byly homogenizovány homogenizátorem Disperser T10 a sonikovány (kap. 4.2.1.1.). Po 

centrifugaci byla v jednotlivých supernatantech změřena celková koncentrace proteinů (kap. 4.2.4). Následně 

byly vzorky smíseny se vzorkovým pufrem a na 12% polyakrylamidový gel bylo naneseno takové mnoţství 

vzniklých roztoků, aby celkové mnoţství proteinů na jednu dráhu činilo 50 μg. Vzorky byly rozděleny 

pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na nitrocelulosovou membránu a detekovány protilátkou proti 

hSR i -aktinu zároveň (2C2.1 a anti -aktin) (kap. 4.2.6.). Signály hSR a -aktinu byly poté analyzovány 

v programu Image Quant a získané hodnoty byly zpracovány v programu Microsoft Office Excel 2007. 

 

 

 

0,0

1,0

2,0

3,0

1 2 3 4

h
S

R
/

-a
k

ti
n

paralelně zpracované vzorky z původního vzorku 

ONTA 1 

   1      2        3          4 

CV = 24 % 



44 

 

55..22..11..  PPoorroovvnnáánníí  jjeeddnnoottlliivvýýcchh  zzppůůssoobbůů  hhoommooggeenniizzaaccee  ttkkáánněě  

Pro zjištění účinnosti jednotlivých způsobů homogenizace tkáně (kap. 4.2.1.) byl 

vyuţit vzorek pacienta pod kódovým označením TEFE, který byl rozdělen na několik 

dílčích vzorků. Ty byly poté homogenizovány buď homogenizátorem Disperser T10 

a sonikátorem, nebo pouze homogenizátorem TissueLyser II (2 minuty nebo 5 minut). Po 

centrifugaci byly pelety propláchnuty, rozsuspendovány v 1 ml pufru A (kap. 4.2.1.) 

a následně analyzovány pomocí elektropřenosu proteinů (kap. 4.2.5.). Bylo zjištěno, ţe 

k nejúčinnější homogenizaci tkáně dochází při pouţití homogenizátoru TissueLyser II, ve 

kterém se vzorky homogenizují 5 minut (obr. 14). Naopak během ostatních způsobů 

homogenizace zůstává často velké mnoţství serinracemasy i -aktinu v nerozpustné části, 

čímţ dochází k neúplnému převedení proteinů do roztoku. 

 

 

 

 

Obr. 14: Porovnání jednotlivých způsobů homogenizace tkáně. Vzorek pacienta pod kódovým 

označením TEFE byl rozdělen na šest dílčích vzorků, které byly homogenizovány buď homogenizátorem 

Disperser T10 a sonikátorem (kap. 4.2.1.1.), nebo homogenizátorem TissuLyser II 2 nebo 5 minut 

(kap. 4.2.1.2.). Po centrifugaci bylo 30 μl supernatantů smíseno se vzorkovým pufrem. Pelety byly promyty 

2  0,5 ml 50mM TEA a rozpuštěny ve vzorkovém pufru. Všechny vzorky (tzn. supernatanty i rozpuštěné 

pelety) byly naneseny na 12% polyakrylamidový gel v maximálním moţném mnoţství, rozděleny pomocí 

SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na nitrocelulosovou membránu a detekovány protilátkou proti hSR         

i -aktinu zároveň (2C2.1 a anti -aktin) (kap. 4.2.6.). Dráhy: 1,3 – supernatanty vzniklé zpracováním dvou 

vzorků homogenizátorem Disperser T10 a sonikátorem; 2,4 – pelety příslušející supernatantům 1 a 3;         

5,7 – supernatanty vzniklé zpracováním dvou vzorků homogenizátorem TissuLyser II po dobu 5ti minut;   

6,8 – pelety příslušející supernatantům 5 a 7; 9,11 – supernatanty vzniklé zpracováním dvou vzorků 

homogenizátorem TissuLyser II po dobu dvou minut; 10,12 – pelety příslušející supernatantům 9 a 11. 
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55..22..22..  PPřřeessnnoosstt  ssttaannoovveenníí  cceellkkoovvéé  kkoonncceennttrraaccee  pprrootteeiinnůů  

Postup stanovení celkové koncentrace proteinů ve vzorku je uveden v kap. 4.2.4. 

Tento krok je důleţitý pro nanášení vzorků na SDS gel. Aby se totiţ obsah serinracemasy 

v jednotlivých vzorcích dal porovnávat, musí být v kaţdé dráze stejné celkové mnoţství 

proteinů. Opakovaným měřením supernatantu vzniklého zpracováním vzorku (kap. 4.2.1.) 

mozkové tkáně pacienta pod kódovým označením MAKY bylo získáno 10 hodnot. 

Z Tab. 5 je zřejmé, ţe tyto hodnoty se v některých případech výrazně liší. I koeficient 

variability 17 % svědčí o značné nepřesnosti zvolené metody. 

 

Tab. 5: Hodnoty celkové koncentrace proteinů naměřené v supernatantu vzniklého 

zpracováním vzorku mozkové tkáně pacienta pod kódovým označením MAKY. 

 

koncentrace 

proteinů 

mg/ml  

aritmetický 

průměr 

mg/ml  

směrodatná 

odchylka 

mg/ml  

CV 

%  

14,65 10,61 

11,5 1,9 17,0 

9,16 9,52 

15,51 10,89 

10,90 11,52 

10,49 11,24 

 

55..22..33..  PPřřeessnnoosstt  eelleekkttrrooppřřeennoossuu  pprrootteeiinnůů  ((WWeesstteerrnn  BBlloottuu))  aa  nnáásslleeddnnéé  

kkvvaannttiiffiikkaaccee  vv  pprrooggrraammuu  IImmaaggee  QQuuaanntt  

Pro určení přesnosti elektropřenosu proteinů (Western Blotu) a následné kvantifikace 

v programu Image Quant byla nejprve do jednotlivých drah v SDS gelu nanášena čtyři 

různá mnoţství rekombinantní hSR (2,5 ng, 5 ng, 7,5 ng, 10 ng). Po vynesení závislosti 

síly signálu změřeného programem Image Quant na mnoţství tohoto proteinu byla 

pozorována linearita jen s minimálními odchylkami.  

Následně byl analyzován vzorek pacienta pod kódovým označením MAKY. Do 

jednotlivých drah v SDS gelu byla tentokrát nanášena čtyři různá mnoţství celkových 

proteinů (12,5 μg, 25 μg, 50 μg, 100 μg). Výsledky tohoto pokusu jsou znázorněny na   

obr. 15 – 17 (str. 46 a 47). Z obr. 16 (str. 46) je patrné, ţe pokud se vynese závislost síly 

signálu hSR nebo -aktinu změřeného v programu Image Quant na celkovém mnoţství 
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proteinů, je tato závislost přibliţně lineární. Poměr mnoţství hSR/ -aktin v jednotlivých 

drahách by ovšem měl být konstantní, coţ obr. 17 (str. 47) nepotvrzuje. 

 

 

 

 

Obr. 15: Imunochemická analýza vzorku pacienta pod kódovým označením MAKY 

nanášeného ve čtyřech různých množstvích. Vzorek byl nanesen na 12% polyakrylamidový gel 

v takovém mnoţství, aby celkové mnoţství proteinů v dráze bylo 12,5 μg (dráha 1), 25 μg (dráha 2), 

50 μg (dráha 3) a 100 μg (dráha 4). Proteiny byly rozděleny pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.), přeneseny na 

nitrocelulosovou membránu a detekovány protilátkou proti hSR i -aktinu zároveň (2C2.1 a anti -aktin) 

(kap. 4.2.6.).  

 

 

 

 

Obr. 16: Závislost síly signálu hSR ( -aktinu) na celkovém množství proteinů. Signály hSR a   

-aktinu z obr. 15 byly analyzovány v programu Image Quant a získané hodnoty byly zpracovány 

v programu Microsoft Office Excel 2007. 
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Obr. 17: Poměr signálů hSR/ -aktin získaných imunochemickou analýzou vzorku pacienta 

pod kódovým označením MAKY nanášeného ve čtyřech různých množstvích.  Signály z obr. 15 

byly analyzovány v programu Image Quant a získané hodnoty byly zpracovány v programu Microsoft Office 

Excel 2007. 

 

55..33..  AAkkttiivviittaa  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Pomocí elektropřenosu proteinů (kap. 4.2.5. a 4.2.6.) jsme nejprve porovnali 

mnoţství serinracemasy v jednotlivých lyzátech – tkáňovém (lyzát vzniklý zpracováním 

vzorku mozkové tkáně pacienta) a buněčném HEK+ (lyzát vzniklý homogenizací buněk 

tkáňové kultury HEK293 exprimujících mSR).  

 

  

Obr. 18: Porovnání množství hSR v lyzátu vzniklého zpracováním vzorku mozkové tkáně 

pacienta (tzv. tkáňovém lyzátu) a mSR v lyzátu vzniklého homogenizací buněk tkáňové 

kultury HEK293 exprimujících mSR (tzv. buněčném HEK+ lyzátu). Na 12% polyakrylamidový 

gel bylo naneseno 10 ng rekombinantní hSR (hSR 10 ng), 3 μl tkáňového lyzátu (TL), 10 ng rekombinantní 

mSR (mSR 10 ng) a 3 μl buněčného lyzátu (BL). Po rozdělení pomocí SDS-PAGE (kap. 4.2.5.) byly vzorky 

přeneseny na membránu a detekovány příslušnou monoklonální protilátkou – rekombinantní hSR spolu s TL 

protilátkou 2C2.1 a rekombinantní mSR spolu s BL protilátkou 3B7.1 (kap. 4.2.6.).    
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Na gel byl vţdy nanášen stejný objem tkáňového lyzátu (zahuštěného 5  pomocí 

ultrafiltrace s membránami s limitem propustnosti 30 kDa, kap. 4.2.2.2.) i buněčného 

HEK+ lyzátu a dále 10 ng rekombinantní hSR a mSR. Proteiny ve tkáňovém lyzátu a 

rekombinantní hSR byly následně detekovány pomocí protilátky 2C2.1, zatímco proteiny v 

buněčném HEK+ lyzátu a rekombinantní mSR pomocí protilátky 3B7.1. Z obr. 18 (str. 47) 

je zřejmé, ţe se SR vyskytuje v obou lyzátech v přibliţně stejném mnoţství. 

 

55..33..11..  AAkkttiivviittaa  lliiddsskkéé  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Jiţ dříve se v naší laboratoři pomocí dostupných metod nepodařilo změřit aktivitu 

hSR ve tkáňových lyzátech s L-serinem, přirozeným substrátem SR. Proto jsme se rozhodli 

vyzkoušet zatím nejlepší substrát serinracemasy, L-serin-O-sulfát. Vţdy byly prováděny tři 

druhy reakcí – negativní kontrola, kdy byl inkubován pouze samotný lyzát (5  zahuštěný), 

aktivitní reakce, kdy byl inkubován lyzát (5  zahuštěný) s L-serin-O-sulfátem, a 

inhibovaná reakce, kdy byl inkubován lyzát (5  zahuštěný) s L-serin-O-sulfátem a zatím 

nejúčinnějším inhibitorem SR, L-erythro-3-hydroxyaspartátem (kap. 4.2.7.1.). Následně 

byla pomocí RP-HPLC měřena koncentrace pyruvátu ve vzorcích. Pro důkaz, ţe během 

inkubace nemůţe docházet k samovolnému rozpadu L-serin-O-sulfátu, jsme tuto 

sloučeninu nechali inkubovat také pouze v reakčním pufru (bez přidaného enzymu či 

tkáňového lyzátu). 

Porovnáním chromatogramů negativní kontroly se vzorky z aktivitní a inhibované 

reakce bylo zjištěno, ţe během inkubace tkáňového lyzátu s L-serin-O-sulfátem (popřípadě 

s L-serin-O-sulfátem a L-erythro-3-hydroxyaspartátem) vzniklo poměrně velké mnoţství 

pyruvátu. Detekovaná koncentrace této látky se ovšem v případě inhibované a 

neinhibované reakce příliš nelišila. Přeměnu L-serin-O-sulfátu na pyruvát tak 

pravděpodobně katalyzoval jiný enzym neţ serinracemasa (nejspíše serindehydratasa, 

EC 4.3.1.17). Ani pomocí L-serin-O-sulfátu se tedy aktivitu hSR změřit nepodařilo. 

 

55..33..22..  AAkkttiivviittaa  mmyyššíí  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Aktivitu mSR jsme měřili dvěma různými způsoby – v médiu tkáňové kultury buněk 

HEK293 exprimujících (HEK+) i neexprimujících (HEK–) mSR a lyzátu vzniklého 

homogenizací těchto buněk (tzv. buněčném lyzátu). 
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K ţivým buňkám (HEK+ i HEK–) byl přidáván L-serin a po několika dnech bylo 

odebráno medium, ve kterém byla pomocí RP-HPLC měřena koncentrace D-serinu 

(kap. 4.2.7.3.). Bylo zjištěno, ţe produkce D-serinu je u buněk HEK+ výrazně vyšší neţ 

u buněk HEK–. Vysvětlení schopnosti buněk HEK– D-serin syntetizovat je uvedeno 

v kap. 5.1.3. Pro kontrolu byly provedeny téţ inkubace buněk HEK+ s L-serinem 

a inhibitorem SR L-erythro-3-hydroxyaspartátem. Hladina D-serinu v mediu obsahujícím 

inhibitor byla pak skutečně niţší neţ v případě neinhibované inkubace. 

Stanovení aktivity mSR v buněčném lyzátu bylo prováděno stejným způsobem jako 

měření aktivity hSR v tkáňovém lyzátu (viz kap. 4.2.7.2.). Místo L-serin-O-sulfátu byl 

ovšem pouţíván L-serin. Pomocí RP-HPLC byla tedy následně stanovována koncentrace 

D-serinu, přičemţ rozdíl v mnoţství této sloučeniny ve vzorcích negativní kontroly a 

aktivitní reakce nebyl pozorován. 

 

55..44..  AAnnaallýýzzaa  rreesseekkoovvaannýýcchh  vvzzoorrkkůů  mmoozzkkoovvýýcchh  ttkkáánníí  

jjeeddnnoottlliivvýýcchh  ppaacciieennttůů  

Vzorky byly získány z operací za asistence doc. Pavla Krška, Ph.D. ve Fakultní 

nemocnici Motol a doc. Petra Marusiče, Ph.D. ve Vojenské nemocnici ve Střešovicích. Jak 

jiţ bylo uvedeno, pacienti byli operováni z důvodu neúspěchu farmakologické léčby. 

Operace spočívala v odstranění epileptogenního loţiska, přičemţ okrajové části této tkáně 

většinou epilepsií zasaţeny nebyly (rozlišení epileptické tkáně od tkáně zdravé 

bylo provedeno bezprostředně po kaţdé operaci patologem doc. MUDr. Josefem 

Zámečníkem, Ph.D.). 

Doposud bylo zpracováno a analyzováno 56 vzorků od 20ti dětských pacientů a 91 

vzorků od 18ti dospělých pacientů. Výrazný rozdíl v mnoţství D-serinu či v expresi 

serinracemasy (zjišťované metodou elektropřenosu proteinů, kap. 4.2.5. a 4.2.6.) mezi 

mozkovou tkání postiţenou epilepsií a mozkou tkání epilepsií nezasaţenou však zatím 

pozorován nebyl. 
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66..  DDIISSKKUUZZEE  

66..11..  CChhaarraakktteerriizzaaccee  pprriimmáárrnníícchh  pprroottiilláátteekk  

Pro detekci serinracemasy (SR) pomocí elektropřenosu proteinů byly k dispozici tři 

protilátky – dvě s označením 2C2.1 a 3B7.1 vyrobené v Laboratoři molekulární 

imunologie ÚMG AV ČR a jedna komerčně dostupná od firmy BD Biosciences. Jejich 

citlivost jsme ověřili na rekombinantních formách myší SR (mSR) a lidské SR (hSR), 

přičemţ jsme zjistili, ţe nejcitlivější vůči hSR je protilátka 2C2.1 a nejcitlivější vůči mSR 

je podle očekávání komerčně dostupná protilátka od firmy BD Biosciences 

(viz obr. 8, str. 37).  

Díky provedeným experimentům se zároveň podařilo přibliţně lokalizovat epitop 

protilátky 2C2.1 a to na C-konci hSR. Ve frakci, která byla po expresi a purifikaci 

rekombinantní hSR pouţívána pro zmíněné pokusy, se totiţ kromě hSR o molekulové 

hmotnosti 37 kDa vyskytoval i její degradační produkt o molekulové hmotnosti 30 kDa. 

Ten byl protilátkami 3B7.1 a BD rozpoznáván, protilátkou 2C2.1 ovšem nikoli 

(viz kap. 5.1.2.). 

Kromě citlivosti byly protilátky testovány i z hlediska specifity. K tomuto účelu jsme 

pouţili nejprve lyzáty buněk HEK293 (exprimujících i neexprimujících myší 

serinracemasu) a následně i resekované vzorky mozkových tkání pacientů. Zjistili jsme, ţe 

protilátka BD je vůči mSR vysoce specifická. Protilátky 2C2.1 a 3B7.1 však rozpoznávají 

kromě hSR a mSR o molekulové hmotnosti 37 kDa i proteiny jiných velikostí (viz obr. 10, 

str. 39 a obr. 11, str. 41). Zda se jedná o sestřihové varianty serinracemasy, či jde o úplně 

jiné proteiny, zatím není moţno rozhodnout. Pro jejich identifikaci bude zapotřebí buď 

provést imunoprecipitaci s následnou analýzou vysráţených proteinů N-koncovou 

sekvenací a hmotnostní spektrometrií, nebo zmapovat epitopy jednotlivých protilátek a 

porovnat jejich sekvence s proteinovými databázemi. 

 

66..22..  PPřřeessnnoosstt  ppoouužžiittýýcchh  mmeettoodd  

Jedním ze způsobů zkoumání exprese určitého proteinu je zjišťování jeho mnoţství 

v dané tkáni. Pro tento účel lze vyuţít metodu elektropřenosu proteinů. Aby byly dosaţené 

výsledky interpretovatelné, musí být zkoumaný protein při homogenizaci tkáně zcela 

převeden do roztoku a na polyakrylamidový gel musí být následně nanášeno vţdy stejné 
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celkové mnoţství proteinů. Nedodrţení těchto dvou skutečností můţe vést k velké 

experimentální chybě. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli jednotlivé kroky zpracování a 

analýzy vzorků ověřit. 

Bylo zjištěno, ţe dříve pouţívaný způsob homogenizace tkáně (pomocí 

homogenizátoru Disperser T10 a sonikátoru) není vţdy stoprocentně účinný, coţ můţe být 

jeden ze zdrojů chyb při porovnání obsahu serinracemasy v paralelně zpracovaných 

vzorcích (viz kap. 5.2.). Pouţitím  homogenizátoru TissueLyser II lze dosáhnout téměř 

dokonalého převodu proteinu do roztoku (viz obr. 14, str. 44). Pro úplnou homogenizaci by 

bylo zapotřebí homogenizovat vzorek ještě delší dobu (například 10 minut). 

Opakované měření koncentrace proteinů v jednom vzorku ukázalo, ţe metoda dle 

Bradfordové je velmi nepřesná (viz tab. 5, str. 45). Vzniklé chyby lze však eliminovat 

vhodně zavedeným vnitřním standardem. Tím musí být protein, který je ve všech buňkách 

zastoupen v přibliţně stejném mnoţství. Vztáhneme-li poté k takovému proteinu mnoţství 

serinracemasy ve vzorku, získáme její relativní zastoupení v jedné buňce. V našem případě 

byl zvolen -aktin, protoţe je pro tyto účely běţně pouţíván 70 . Právě zde lze ovšem 

hledat zdroj chyb. Vzorky byly totiţ značně heterogenní a nebylo tak moţné zajistit 

konstantní zastoupení neuronů a glií. V kap. 2.1.3.3. bylo uvedeno, ţe distribuce 

serinracemasy v jednotlivých buňkách CNS ještě není zcela známa. Pokud by tedy 

například bylo mnoţství tohoto enzymu v neuronech vyšší neţ v gliích, byl by poměr    

hSR/ -aktin tím vyšší, čím více neuronů by se ve vzorku vyskytovalo.  

Největší chyby v měření vznikají pravděpodobně při samotném elektropřenosu 

proteinů a jejich následné kvantifikaci v programu Image Quant. Z dosaţených výsledků 

vyplývá, ţe pouze řádový rozdíl mezi mnoţstvím serinracemasy v mozkové tkáni 

postiţené epilepsií a mozkové tkáni epilepsií nezasaţené je signifikantní 

(viz obr. 17, str. 47). 

Pro měření mnoţství daného proteinu ve vzorku existují i jiné metody, např. ELISA 

či imunohistochemie. Tyto metody jsou sice přesnější neţ metoda Western blot, na naše 

experimenty se však aplikovat nemohou. Protilátka 2C2.1 totiţ není dostatečně specifická 

(minimálně s jedním buněčným proteinem o molekulové hmotnosti asi 25 kDa interaguje 

nespecificky, viz obr. 11, str. 41 a obr. 12, str. 42). Jejím pouţitím by tudíţ nebylo měřeno 

zastoupení pouze hSR, ale i jiných proteinů. Pro sledování menších neţ řádových rozdílů 

by tudíţ bylo zapotřebí vyrobit protilátku jinou, rozpoznávající výhradně hSR. 
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66..33..  AAkkttiivviittaa  sseerriinnrraacceemmaassyy  

Protoţe se v naší laboratoři v minulosti nepodařilo změřit aktivitu hSR v lyzátu 

vzniklém homogenizací vzorku mozkové tkáně pacientů (tzv. tkáňovém lyzátu) pomocí 

přirozeného substrátu L-serinu (Jana Jirásková, nepublikovaná data), rozhodli jsme se 

vyzkoušet substrát s nejvyšší známou afinitou L-serin-O-sulfát. Ani v tomto případě však 

nebyla aktivita hSR pozorována. Poţadovaný produkt pyruvát sice vznikal, tuto reakci ale 

katalyzoval jiný enzym – nejspíše serindehydratasa (viz kap. 5.3.1.).  

Otázkou tedy bylo, proč se aktivita hSR v tkáňovém lyzátu nedaří změřit. Jednou 

z příčin by mohla být ztráta katalytické účinnosti během zpracování tkáně. Tato moţnost 

však není příliš pravděpodobná. Kdyby totiţ docházelo během homogenizace k denaturaci 

proteinů, nemohla by být ve vzorcích pozorována aktivita enzymu přeměňujícího             

L-serin-O-sulfát na pyruvát. Pravděpodobnější se proto zdá být skutečnost, ţe je hSR ve 

vzorku přítomna v příliš nízké koncentraci a produkuje tak jen velmi malé mnoţství        

D-serinu nebo pyruvátu (dle pouţitého substrátu), které není moţné pomocí zvolené 

analytické metody změřit. Správnost této domněnky potvrzují experimenty provedené na 

buňkách tkáňové kultury HEK293 exprimujících mSR. Stejný objem buněčného lyzátu 

připraveného z těchto buněk obsahoval srovnatelné mnoţství mSR, jako obsahoval 

tkáňový lyzát hSR (viz obr. 18, str. 47). Ovšem ani v případě buněčného lyzátu se po 

patnáctihodinové inkubaci s L-serinem nepodařilo D-serin detekovat. V mediu těchto 

buněk před homogenizací byla ale po aplikaci L-serinu pozorována zvýšená hladina        

D-serinu, čímţ byla aktivita mSR prokázána (viz kap. 5.3.2.). Nepřítomnost zmíněné 

aktivity v lyzátu tak musí být způsobena nedostatečnou koncentrací serinracemasy 

v reakční směsi.  

 

66..44..  AAnnaallýýzzaa  rreesseekkoovvaannýýcchh  vvzzoorrkkůů  mmoozzkkoovvýýcchh  ttkkáánníí  

jjeeddnnoottlliivvýýcchh  ppaacciieennttůů  

Na základě jiţ publikovaných výsledků několika skupin pracujících s myšími 

modeli, které připouštěly moţnou úlohu D-serinu v epilepsii (viz kap. 2.3.2.1.), jsme se 

rozhodli ověřit tuto skutečnost na vzorcích resekovaných mozkových tkání pacientů 

s farmakorezistentní epilepsií, kteří byli operováni buď ve Fakultní nemocnici Motol, 
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oddělení dětské neurologie, nebo ve Vojenské nemocnici ve Střešovicích (odběr vzorků z 

pacientů byl schválen Etickou komisí FN Motol).  

Ukázali jsme, ţe vzhledem k chybě stanovení by rozdíly mezi epileptickou a zdravou 

tkání (rozlišení epileptické tkáně od tkáně zdravé bylo provedeno bezprostředně po kaţdé 

operaci patologem doc. MUDr. Josefem Zámečníkem, Ph.D.) musely být alespoň řádové, 

abychom je mohli povaţovat za signifikantní (viz kap. 5.2. a 6.2.). Takové rozdíly jsme ale 

nepozorovali. Vstupní hypothesa, ţe se v obsahu serinracemasy bude epileptická tkáň od 

tkáně epilepsií nezasaţené lišit, se tedy zatím nepotvrdila. 

Nelze vyloučit, ţe molekulární podstata farmakorezistentní epilepsie je odlišná od 

molekulární podstaty farmakologicky léčitelné epilepsie. V takovém případě by totiţ 

skutečně nemusel být ţádný rozdíl v mnoţství serinracemasy pozorován. 
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77..  ZZÁÁVVĚĚRR  

1. Byly shrnuty dostupné informace o savčí serinracemase, přičemţ pozornost byla 

věnována především lidskému orthologu zmíněného enzymu. 

 

2. Byla popsána funkce přirozeného produktu lidské serinracemasy D-serinu 

v organismu. 

 

3. Stručně bylo pojednáno o epilepsii s důrazem na její molekulární podstatu. 

 

4. Byla ověřena citlivost a specifita dostupných monoklonálních protilátek proti 

lidské serinracemase. Pro analýzu tkání byla vybrána protilátka s označením 

2C2.1. 

 

5. Byly prověřeny jednotlivé kroky zpracování a analýzy vzorků mozkových tkání 

pacientů s farmakorezistetní epilepsií, přičemţ bylo zjištěno, ţe chyba stanovení 

můţe být aţ desítky procent. 

 

6. Aktivitu hSR se ve tkáňových lyzátech změřit nepodařilo. Důvodem je 

pravděpodobně příliš nízká koncentrace a katalytická účinnost tohoto enzymu ve 

vzorcích.  

 

7. Zvolenou analytickou metodou nebylo prokázáno, ţe by se mozková tkáň 

postiţená epilepsií od mozkové tkáně epilepsíí nezasaţené v mnoţství 

serinracemasy či D-serinu významně lišila.  
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88..  SSEEZZNNAAMM  ZZKKRRAATTEEKK  

ADP, ATP adenosindifosfát, adenosintrifosfát 

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionová kyselina 

APS peroxodisíran amonný (z angl. ammonium persulfate) 

BLAST  z angl. Basic Local Alignment Search Tool 

BSA hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 

CaM kalmodulin (z angl. calmodulin) 

CaM kII kalmodulinkinasa II 

CCD  z angl. charge-coupled device 

cDNA  kódující DNA (z angl. coding DNA) 

CNS centrální nervová soustava 

CTP cytidintrifosfát 

Da daltony 

DAAO D-aminokyselina:O2-oxidoreduktasa (deaminující) 

 (z angl. D-amino acid oxidase) 

DNA  deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 

DNPH dinitrofenylhydrazin 

DTT   dithiotreitol 

E.coli Escherichia coli 

EC z angl. Enzyme Commision 

EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 

ESTs  z angl. expressed sequence taqs 

FAD flavinadenindinukleotid  

FDAA 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanin amid (Marfeyho činidlo) 

GABA kyselina γ-aminomáselná (z angl. γ-aminobutyric acid) 

GCS glycin štěpící systém (z angl. glycine cleavage system) 

Glu kyselina glutamová 

GTP  guanosintrifosfát 

HEK lidské embryonální buňky (z angl. human embryonic kidney cells) 

HEK+ lidské embryonální buňky exprimující mSR 

HEK– lidské embryonální buňky neexprimující mSR 

HEPES kyselina N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N´-[2-ethansulfonová] 
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hnRNA heteronukleární RNA (z angl. heterogeneous nuclear RNA) 

hSR   lidská serinracemasa (z angl. human serine racemase) 

kDa  1000 Daltonů (z angl. kilo Daltons) 

Ki Inhibiční konstanta 

KM  Michaelisova konstanta 

LSOS   L-serin-O-sulfát 

LTP dlouhodobá potenciace (z angl. long-term potentiation) 

mRNA mediátorová RNA 

mSR  myší serinracemasa 

NCBI z angl. National Center of Biotechnology Information 

NMDA N-methyl-D-aspartát 

OPA ortho-ftaldialdehyd 

PAGE  elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z angl. polyacrylamide 

 gel electrophoresis) 

PLP    pyridoxal-5´-fosfát 

RNA  ribonukleová kyselina (z angl. ribonucleic acid) 

RP retrográdní posel 

RP-HPLC vysokotlaká kapalinová chromatografie s reverzní fází  

 (z angl. reverse phase high performance liquid chromatography)  

SDS  dodecylsulfát sodný (z angl. sodium dodecylsulphate) 

SR serinracemasa 

TBA hydroxid tetrabutylamonný 

TEA triethanolamin 

TEMED  N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

UTP uridintrifosfát 

ÚOCHB AV ČR  Ústav organické chemie a biochemie Akademie věd České 

 republiky 

ÚMG AV ČR  Ústav molekulární genetiky Akademie věd České republiky 

v/v  objem kapalné látky v konečném objemu roztoku (z angl. volume 

 for volume) 

w/v  hmotnost rozpuštěné látky v konečném objemu roztoku 

 (z angl. weight for volume) 
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