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NAZEV

Prikaz a sledovani enzymu ceramidsyntazy CerS2 ve vybranych tkanich

ANOTACE

Diplomova prace se vénuje enzymu ceramidsyntaza (CerS2), ktery je v soucasné
dobé¢ davan do souvislosti s nddorovym bujenim. Informace o struktute, funkci
a lokalizaci enzymu jsou doplnény o poznatky, jak je tento enzym zapojen
do metabolismu lipidd, a zda se mize podilet na vzniku nadorovych bunék. Soucasti
diplomové prace je zavedeni a optimalizace metody izolace CerS2 z jater, pankreatu
a z membran leukocytl, kde jsou vyuzivany vedle centrifugace i elektroforetické
metody kombinované s imunochemickou detekci sledovaného proteinu a jeho MS
identifikaci. Soucasti je i vyroba nosi¢e pro ndslednou izolaci a purifikaci enzymu

metodou imunoafinitni chromatografie.

KLICOVA SLOVA

Ceramidsyntaza, ceramid, metabolismus sfingolipidl, separa¢ni metody



TITLE
Detection and Monitoring of the Ceramide Synthase Enzyme CerS2 in Selected

Tissues

ANNOTATION

The thesis focuses on the enzyme ceramide synthase (CerS2), which has been
currently linked to tumor growth. Information on the structure, function and
localization of the enzyme is complemented by insights into how this enzyme
is involved in lipid metabolism and whether it may be involved in tumor cells origin.
The thesis includes the establishment and optimization of a method for the isolation
of CerS2 from liver, pancreas, and leukocyte membranes, using not only
centrifugation but also electrophoretic methods combined with immunochemical
detection of the protein of interest and its MS identification. The production
of acarrier for subsequent isolation and purification of the enzyme

by immunoaffinity chromatography is also included.

KEYWORDS

Ceramide synthase, ceramide, metabolism of sphingolipids, separation methods
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Graf 8 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekei pii
215 nm, reverzni faze C18, mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky po
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Graf 9 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekei pii
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

AC — afinitni chromatografie

C1P — ceramid-1-fosfat (Ceramide-1-Phosphate)

CERS2 — gen kodujici ceramidsyntazu 2

CerS2 — ceramidsyntaza 2

CerS — ceramidsyntaza

CK2 — kaseinkinaza (Casein Kinase II)

CoA — koenzym A (Coenzyme A)

ECL - elektrochemiluminiscence (Electrochemiluminescence, Electrogenerated
chemiluminescence)

Elovll — elongaza mastnych kyselin (Elongation of Very Long-Chain Fatty Acids,
Very Long Chain Fatty Acid Elongase 1)

ER — endoplazmatické retikulum

Hox — homeodoména, homeobox doména

HPLC — vysokou¢inna kapalinovd chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

HPTLC —vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie (High Performance Thin Layer
Chromatography)

IAC — imunoafinitni chromatografie (Immunoaffinity Chromatography)

Lag-1 — gen 1 zajist'ujici dlouhovékost (Longevity Assurance Gene 1)

LASS 2 —homolog 2 genu zajist'ujici dlouhovékost (Longevity Assurance homolog
2)

LC — kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

MS — hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

Mw — molekulova hmotnost (Molecular weight)

NBD - nitrobenzoxadiazol, nitrobenzofurazan

NC — nitroceluldza

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)

PCR - polymeréazova feté¢zova reakce (Polymerase Chain Reaction)



PVDF — polyvinylidenfluorid

S1P — sfingosin-1-fosfat (Sfingosine-1-phosphate)

SDS — dodecylsiran sodny (Sodium Dodecyl Sulfate)

SIRT3 —sirtuin 3

TMSGI — gen potlacujici metastazujici nadory (Tumor Metastasis Suppresor Gene
1)

TRAM - protein spojeny s translokaci pfes membranu (Translocation Assosiated
Membrane protein)

TLC doména — doména pojmenovana po proteinech ve kterych byla plivodné
objevena TRAM-LAG1-CLN8

WB — Western Blotting



UVoD

V soucasné dobé predstavuji nadorova onemocnéni zdvazné zdravotni
komplikace. Jejich vyskyt i mortalita roste. ZvySeny vyskyt nadorii je ovlivnén
nejen starnutim populace, ale také zlepSujicimi se diagnostickymi metodami
a dostupnosti 1¢kai'ské péce. Dalsim dilezitym faktorem pfispivajici k vyskytu
nadorovych onemocnéni je zivotni styl a prostiedi, ve kterém zijeme. Disledkem
nadorového onemocnéni dnes, nejen v Ceské republice umird, stale vice lidi.
Rakovina plic, tlustého stieva a konec¢niku, dale slinivky biiSni, prsu a také prostaty
jsou nejéastéjsimi typy nadorti s fatélni prognézou. Umrtnost na tyto typy nadorti
je unds i ptes vysokou kvalitu Iékatské péce stale vysoka.

Jeden zkliCovych momentd v 1écbé rakoviny je jeji vC€asnad diagnostika
jiz v prekancer6zni fazi. Mnoho nadorovych onemocnéni 1ze vylécit, pokud jsou
v€as odhaleny a uc¢inng léceny. Z tohoto diivodu je stale vétSi snaha o nalezeni
vhodnych biomarkert, které by mohly slouzit k v€asné identifikaci nadorti v jejich
ranych stadiich.

U mnoha nédord, pfedevsim gastrointestindlniho traktu, jsou pozorované zmény
v lipidovém metabolismu. Nadorové bunky vykazuji vyznamné zmény
v metabolismu lipidi, které jsou klicové pro jejich riist, pieziti a metastazovani [1-
3]. Tyto zmény zahrnuji zvySenou syntézu a piijem lipidG, pozménény
metabolismus mastnych kyselin a dal§i. Pochopenim téchto procesti se otevira
moznost pro cilenou lécbu. Pacienti s nddory gastrointestindlniho traktu casto
prichdzeji k Iékari jiz ve vyspelém stddiu onemocnéni, coz vede k omezenym
moznostem 1éCby.

Na zmeéndch v lipidovém metabolismu se podili celd tfada enzymi [4,5].
Specifické zmény byly pozorovany v lipidovém profilu spojeném s karcinomem
slinivky bfis$ni [6,7]. Dale také u kolorektalniho karcinomu [8,9,10]. Téchto zmén
se Casto Ucastni enzymy, napiiklad syntdza mastnych kyselin [11], acetyl-koenzym
A karboxyldza [12], stearoyl-koenzym A desaturdza [13] a dalsi [14]. Jednim

z dalSich moznych kli¢ovych enzym by mohla byt ceramidsyntaza 2 [15].
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U riiznych typl nadord jiz byly pozorovany zmény nejen v expresi, ale také
v aktivité enzymu CerS2 [16]. Tyto zmeény naznacuji nejen jeji potencidlni ulohu
v patogenezi, rané diagnostice, ale mlize se stat také potencionalnim terapeutickym
cilem. Ceramidsyntaza 2 katalyzuje syntézu ceramida s velmi dlouhym acylovym
fetézcem. Ceramidy jsou klicovymi slozkami bunéénych membran. Hraji také
zasadni roli v biologickych procesech, véetné vyvoje rakoviny, obezity, diabetu
mellitu 2. typu, bariérové funkce kiize, uklddani lipidt a u neurologickych poruch
[15]. Pochopeni toho, jak jednotlivé CerS a ceramidy, které syntetizuji, naruSuji
bunéénou homeostazu a podporuji tak progresi onemocnéni, ma proto velky

vyznam.
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1 ENZYMY LIPIDOVEHO METABOLISMU -

CERAMIDSYNTAZY
1.1 Uvod

Bunééné membrany jsou nepostradatelnou soucasti prokaryotickych
a eukaryotickych bunék. Jsou to slozit¢ a dynamické struktury, skladajici
se predevsim z lipida a proteini. Mezi jejich hlavni funkce patii oddéleni buiky
od okolniho prostfedi a ¢lenéni vnitiniho prostiedi buniky. Kromé své strukturalni
role diky své permeabilité¢ umoziiuje membrana také selektivni transport latek. Déle
zajiStuje signalizaci a podili se na regulaci buné¢nych procest [17].

Membrany jsou tvotfené dvéma lipidovymi vrstvami nazyvané jako fosfolipidova
dvojvrstva. V membranach eukaryotickych bunék se vyskytuje mnoho typt lipidi
nejcastéji vSak tii typy: fosfolipidy, glykolipidy a steroly (konkrétné cholesterol).
Komplexni fosfolipidy podilejici se na stavbé membran bunck jsou hlavné
glycerofosfolipidy a sfingolipidy. Glycerofosfolipidy obsahuji glycerol, na ktery
jsou navazané dvé mastné kyseliny a jedna fosfiatovd skupina. Na fosfatovou
skupinu se mize vazat dalsi slozka napft. cholin, serin. Sfingolipidy misto glycerolu

obsahuji sfingosin (viz obr.¢.1) [17-20].

FOSFOLIPIDY
Glycerofosfolipidy Sfinglolipidy
Glycerol Sfingosin
| | | | |
fosfatovda mastnd  mastnd fosfatova mastna
skupina  kyselina kyselina skupina kyselina

Obrazek 1 — Rozdélent fosfolipidii, rozdil mezi glycerofosfolipidy a sfingolipidy.
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Zakladni stavebni jednotkou sfingolipidi jsou ceramidy [19,20]. Ceramidy
vzniknou spojenim sfingosinu a mastné kyseliny pomoci amidové vazby (viz

obr.¢.2).

H OH
/\N\/\N\/W ~OH
sfingosin H.N" H
H OH

/\/\/\/\/\'/\A\A(\OH
W NH "H
ceramid ‘/

®)

Obrazek 2 — Struktura sfingosinu a ceramidu, prevzato a upraveno z [21].

Ceramidy jsou dilezitou strukturni soucasti membran. Diky své hydroxylové
funkéni skupin€ a amidové vazbé skupiné na sfingosinové patefi maji ceramidy
schopnost vytvaret rozsahlé vodikové vazby s jinymi membranovymi lipidy. Takto
uspofadané lipidové domény také nazyvané lipidové rafty jsou dulezité
pro ukotveni receptori a membranovych proteinli, dale ovliviuji fluiditu
a propustnost membrany [20,22]. Dale se ceramidy podileji na bunécné signalizaci,
fizené bunécné smrti (apoptdéze) a mohou byt zapojeny do imunitni odpoveédi
a reakci na stres [23]. Jsou to antiproliferativni, propapoptické a nador supresorové
lipidy [24].

Ceramidy dokazi perforovat lipidové dvojvrstvy bunék tvorbou kanali
naplnénych vodou. Bé&hem iniciace apoptdézy se hladiny mitochondridlnich
ceramidll zvySuji, to ma za nasledek rozruSeni integrity vnéj$i mitochondrialni
membrany. Tvorbou pérG dochazi k uvolnéni proapotickych proteind napf.
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrie do cytosolu, coz vede

ke ztraté potencialu mitochondridlni membrany [25,26].
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1.2 Vyznam ceramidsyntaz

Biosyntéza ceramidu

Produkce sfingolipidii je pfesne regulované draha a jeji dysregulace ma zasadni
vliv na fyziologické a patofyziologické procesy [27]. Hlavnim centrem metabolické
sfingolipidové drahy je ceramid. U savcii jsou ceramidy syntetizovany rodinou Sesti
enzymi — ceramidsyntdzami (CerS1-6), které patii mezi acyltransferazy [28,29].
Syntéza ceramidii probihd v endoplazmatickém retikulu (ER), kde jsou enzymy

vvvvv

z ceramidsyntdz ma specifitu pro riizné délky mastnych kyselin (viz obr.¢.3)

_ SﬁngOSin
CerS 6 /\/\/\/\/\/Y Cla \
| - |

Cers6 [ ANANANANANANN | 6

CerS5 o

CerS1 /\/\/\/\/\/\/\/Y c18

CerS4 o

Délka

CerS2 /\/\/\/\/\/\/\/\/Y 20 acylového

CerS4 o fetézce,
CerS2 mastna
er /\/\/\/\/\/\/\/\/\/Y kyselina
CerS3 C22 Yy
CerS2 [ ANANANNNNANANNNN | (o,

CerS3 0

CerS2 /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/Y 26

CerS3 0

Obrazek 3 — Struktura ceramidii sfingoidni bdze je spojenda amidovou vazbou s postrannim retézcem mastné

kyseliny. Ceramidsyntdzy 1-6 preferuji rozdilné délky acylového retézce, prevzato a upraveno z [28].

Existuji tfi cesty tvorby ceramidu. De novo syntéza, zachranna cesta a hydrolyza
sfingomyelinu (viz obr. €. 4) [30]. De novo syntéza probiha piredevs§im na povrchu
ER. Po syntéze jsou ceramidy transportovany z ER do Golgiho aparatu. Ceramidy
vzniklé¢ zéchranou cestou mohou byt deacetylovany ceramiddzou za vzniku
sfingosinu. Vyhodou hydrolyzy sfingomyelinu je rychla produkce ceramidi
v pfipad¢ potieby [31].
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+ b e Sfingosin- 1 -fosfat

1 serinpalmitoyltransferdza Tl

3-ketosfinganin

Sfingosin

3-ketosfinganinreduktiza

v

| Sfinganin | ceramidiza

CERMIDSYNTAZA (CerS) CERAMIDSYNTAZA (CerS)

Dihydroceramid
\b Ceramid

\sﬁngomyelinéza
sﬂngomyelinsyntéza\

Sfingomyelin

Obrazek 4 — Schéma jednotlivych cest syntézy ceramidu, prevzato a upraveno z [30].

De novo syntéza zacina kondenzaci serinu a palmitoyl-CoA za vzniku 3-
ketosfinganinu pomoci serinpalmitoyltransferdazy. Dale je 3-ketosfinganin
redukovan (3-ketosfingasinreduktdzou) na sfinganin. Poté nasleduje syntéza
dihydroceramidu ceramidsyntdzou. Dihydroceramid je desaturovan za vzniku
ceramidu (dihydroceramiddesaturdazou) a to vloZzenim dvojné vazby [30,32].

Riiznéd substratova specifita jednotlivych ceramidsyntaz pfispiva k rozdilnym
délkam fetézcim mastnych kyselin ceramidu a komplexnich sfingolipidd v bunice
[33,34].

Na obrazku €.5 je zndzornéno reakcéni schéma aktivity ceramidsyntdz v de novo
syntéze ceramidi. Dale pravdépodobnd struktura CerS a modely jednotlivych
ceramidsyntdz. Jak jiz bylo zminéno vySe ER je hlavnim mistem biogeneze
sfingolipiddi. CerS se nachazeji v membran€ ER. N-konec CerS sméfuje do lumenu

ER a C-konec do cytosolu (viz obr.5) [35].
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Hox-doména

o

Laglp motiv > ) > 4
Cytosol Cytosol , &Y % - X
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ER lumen ER lumen <« %\ 9 &= “
- )
CerS2 CerS3 CerS4 CerSs CerS6

N-konec

Obrazek 5 — Schéma de novo syntézy ceramidii a teoreticka struktura ceramidsyntaz, prevzato a upraveno z

[34], CoA —koenzym A, CerS — ceramidsyntaza, ER — endoplazmatické retikulum.

Jak je patrné z obrazku ¢.5 jednotlivé ceramidsyntazy se 1isi délkou C-konce
a Cersl neobsahuje Hox doménu.

Kromé délky preferovaného mastného fetézce se taky jednotlivé ceramidsyntazy
li8i distribuci v riznych tkanich. Na obrazku ¢€.6 je znazornéné zastoupeni
jednotlivych hladin mRNA (korelujici se zastoupenim jednotlivych CerS)
v lidském téle [28].

. Lymfatické

uzliny

A~ Kostefi svaly o
N a

Kostni dfen
CerS1HH
Cers2 I
CerS3 i
CerS4ll
CerS5illl
CerS6

| \ ' Leukocyty

Obrazek 6 — Distribuce jednotlivych ceramidsyntdz v riiznych tkanich, prevzato a upraveno z [28].
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Ceramidsyntazy vykazuji rozdilné, tkanové specifické expresni vzorce. Zaroven
v kombinaci s dostupnosti riznych mastnych kyselin pfispivaji ke komplexnimu,
tkanove specifickému distribu¢nimu vzorci ceramidi s riznou délkou acylového
fetézce [36].

CerS1 je exprimovana hlavné centralni nervové soustave, konkrétné v neuronech
[37,38]. Ceramidy které syntetizuje (C18) jsou nezbytné pro vyvoj mozku
a metabolismus glukozy [36]. CerS2 je Siroce exprimovana mezi tkanémi,
predevsim v jatrech, ledvinach, sleziné a ve stievech [39,40]. CerS3 je pfevazné
exprimovana ve varlatech, dale v prostat¢ a kuzi [41,42]. Ceramidy C24
syntetizované CerS3 jsou klicové pro udrzeni bariérové funkce kize [36]. CerS4
neni pfimo specifickd pro urcité tkan€. Exprimovana ve vétSin¢ z nich. [43,44].
CerS 5 neni specificka pro urcité tkan¢. Exprimovéana ve vétsin¢ z nich [45,46].
CerS6 také neni Uplné specificka pro urcité tkané, ale je pfevazné exprimovana
v ledvinach, ve stfevech a také v tukovych bunkéach [47,48]. Ceramidy C16
syntetizované CerS5 a CerS6 jsou klicové pro energetickou homeostdzu buiiky,
konkrétné regulaci lipolyzy a lipogeneze. Rozvoj obezity a jinych metabolickych

onemocnéni souvisi se zvysenou produkei ceramidu C16 [36,49-51].
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2 ENZYM CERAMIDSYNTAZA 2

Enzym ceramidsyntdza 2 (2.3.1.297) je enzym, ktery je u clovéka kodovan
genem CERS?2. Lidské ceramidsyntaza 2 byla prvné identifikovana a popsana v roce
2001 [52]. Je znama také jako Longevity Assurance Gene Homolog 2, (LASS 2)
nebo jako Tumor Metastasis-Suppressor Gene 1 (TMSG1).

2.1 Struktura ceramidsyntazy 2
Lidskd CerS2 mé molekulovou hmotnost okolo 45 kDa a je tvofena 380

aminokyselinami (viz obr. ¢.7) [40].

Length 380 Lastupdated 2001-12-01v1
Mass (Da) 44,876 Checksum' C8CEAF6AADOB4577

10 20 30 40 50 60 70 80 90
MLOTLYDYFW WERLWLPVNL TWADLEDRDG RVYAKASDLY ITLPLALLFL IVRYFFELYV ATPLAALLNI KEKTRLRAPP NATLEHFYLT
100 110 120 130 140 150 160 170 180
SGKQPKQVEV ELLSRQSGLS GRQVERWFRR RRNQDRPSLL KKFREASWRF TFYLIAFIAG MAVIVDKPWF YDMKKVWEGY PIQSTIPSQY
190 200 210 220 230 240 250 260 270
WYYMIELSFY WSLLFSIASD VKRKDFKEQI IHHVATIILI SFSWFANYIR AGTLIMALHD SSDYLLESAK MFNYAGWKNT CNNIFIVFAI
280 290 300 310 320 330 340 350 360
VFIITRLVIL PFWILHCTLV YPLELYPAFF GYYFFNSMMG VLQLLHIFWA YLILRMAHKF ITGKLVEDER SDREETESSE GEEAAAGGGA

370 380
KSRPLANGHP ILNNNHRKND

Obrazek 7 — Aminokyselinova sekvence lidské CerS2 prevzato a upraveno z [40].

CerS2 je protein se dvéma hlavnimi doménami. Hox doménou a TLC doménou
(TRAM/LAG1/CLNS). TLC doména se sklada z n¢kolika transmembranovych alfa
helix. TLC doména je translokacni, je nezbytnd pro aktivitu a ma strukturu
potfebnou pro katalyzu a vazbu substratu. Aktivni misto se nachdzi v oblasti znamé
jako Lag 1p motiv, kterd obsahuje dva histidinové zbytky a nachdzi se vdoméné
TLC [53] (viz kapitola o aktivité CerS2).

Dalsi oblast Hox — homeobox doména, ktera se nachazi v CerS2-S6, je odvozena
od homeoboxovych proteinti, sekvencné specifickych transkripcnich faktorti
dilezitych pii vyvoji [28]. Hox doména obsahuje zbytky, které jsou kritické
pro katalytickou aktivitu, ale nezda se, Ze by hraly roli pfi urovani specifity acyl-

CoA [35,54,55]. Posledni dvé transmembranové Sroubovice obsahuji sekvenci
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jedenacti aminokyselin, kterd se podili na urceni specifity acylového fetézce

[35,56]. Na obrazku ¢ 8. jsou znazornéné jednotlivé domény.

S N — |

Hox-like Laglp motiv
doména

Obrazek 8 — Grafické zndzornéni jednotlivych domén v enzymu CerS2, CerS2 — ceramidsyntdaza

2, TLC doména — transmembranova doména, prevzato a upraveno z [43].

Na obrazku €. 9 je zndzornénd teoretickd struktura enzymu CerS2 (z databaze

Uniprot).

Obrazek 9 — Teoreticky navrzena struktura CerS2 prevzato z [40], jednotlivé oblasti oznacené
odlisnymi barvami znazornuji diuveru modelu (pravdepodobnost shody se skutecnou
strukturou). Tmavé modra znazorinuje velmi vysokou ditveru, svetle modra je ditveryhodna,

Zluta nizkou a cervend velmi nizkou duveéru.

Jak jiz bylo zminéno vySe CerS2 se nachdzi v membrané¢ endoplazmatického
retikula (ER). N-konec CerS2 sméfuje do lumenu ER a C-konec do cytosolu (viz

obr.¢.10).
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V-ATPaza

Hox-doména
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N- konec

Obrazek 10— Grafické zndazornéni struktury ceramidsyntazy 2, skldda se ze Sesti transmembranovych helixi.

Prevzato a upraveno z [59].

Posttranslacni modifikace CerS2

Ceramidsyntaza 2 podléha n€kolika posttranslaénim modifikacim. Konkrétné
glykosylaci, acetylaci a fosforylaci [40,58]. Posttransla¢ni modifikace (PTM)
CerS2 ovliviiuji stabilitu a enzymatickou aktivitu. Protein CerS2 je na svém N-
konci glykosylovan (asparagin 19). Kromé glykosylace je také fosforylovan na C-
konci (serinové a threoninové zbytky 341, 346, 348, 349 viz obr.¢.11) [40].

10 20 30 40 50 60
MLOTLYDYFW WERLWLPVNL TWADLEDRDG RVYAKASDLY ITLPLALLFL IVRYFFELYV
70 80 90 100 110 120
ATPLAALLNI KEKTRLRAPP NATLEHFYLT SGKQPKQVEV ELLSRQSGLS GRQVERWEFRR
130 140 150 160 170 180
RRNQDRPSLL KKFREASWRF TFYLIAFIAG MAVIVDKPWE YDMKKVWEGY PIQSTIPSQY
190 200 210 220 230 240
WYYMIELSFY WSLLFSIASD VKRKDFKEQI IHHVATIILI SFSWFANYIR AGTLIMALHD
250 260 270 280 290 300
SSDYLLESAK MFNYAGWKNT CNNIFIVFAI VFIITRLVIL PFWILHCTLV YPLELYPAFF
310 320 330 340 350 360
GYYFFNSMMG VLQLLHIFWA YLILRMAHKF ITGKLVEDER SDREETESSE GEEAAAGGGA
370 380
KSRPLANGHP ILNNNHRKND

Obrazek 11 — Posttranslacni modifikace, predpokldadané misto glykosylace je vyznacené cervené, modre jsou

vyznacend mista pravdépodobné fosforylace, prevzato a upraveno z [40].
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CerS2 je fosforylovan proteinkindzou 2 (CK2) coz vede ke zvyseni jeho aktivity
[58,59]. CK2 je serin/threoninova proteinkinaza, kterd fosforyluje riizné proteiny.
Hraje kli¢ovou roli v mnoha bunéénych procesech [59].

Dalsi PTM je acetylace. Deacetylace CerS2 prostfednictvim sirtuinu 3 (SIRT3)
vede ke zvySené aktivité enzymu CerS2. SIRT3, z rodiny NAD"-dependentnich
proteinovych deacetylaz, je primarni deacetyldza. Koordinuje adaptivni reakce

n¢kolika metabolickych drah v mitochondriich [60,61].

2.2 Vyznam a funkce

Ceramidsyntaza 2 (CerS2) je enzym, podilejici se na metabolismu sfingolipidi.
Je kliCovym enzymem v biosyntéze ceramidll konkrétné syntéze ceramidii s velmi
dlouhymi fetézci (C22-26). Katalyzuje pienos acylového fetézce z acyl-CoA
na sfingoidni bézi. Nachdzi se v endoplazmatické retikulu ataké najaderné
membrang. CerS2 je exprimovana v riznych tkénich, nejvice predevsim v jatrech

a ledvinach [39,40].

Aktivita ceramidsyntazy 2

Aktivita CerS2 podporuje rizné biologické funkce od udrzovani spravné funkce
ledvin a mozku, az po ochranu pied néadory jater [39,40]. Ptedpoklada
se, ze aktivnim mistem CerS2 je dvojity histidinovy motiv, konkrétné v oblasti

(pozici) aminokyselin 212-213 (viz obr.¢.12) [62].

transportni protein
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Acvl-CoA koenzym A
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Obrazek 12 — Model aktivity ceramidsyntaz pievzato a upraveno z [34], z ER — endoplaznamické retikulum,
C*— C konec aminokyseliny, N'— N konec aminokyseliny, zkratky aminokyselin: W — tryptofan, D — kyselina

asparagova, H — histidin.
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Na obrazku ¢.12 je zndzornén model aktivity N-acyltranferazy CerS. V aktivnim
misté CerS se nachazi acyl-CoA, ktery je z cytoplazmatické strany membrany ER
pfenasen prostiednictvim acyl-CoA transportnich proteind. Sfingoidni baze
se do aktivniho mista dostavaji bo¢nim kanalem. Acylovy ocas zistane volny
v hydrofobni oblasti dvojvrstvy. Predpoklada se, Ze k ptenosu acylového fetézce
dochazi, jakmile jsou obé molekuly v aktivnim misté. Po syntéze ceramidu
se produkt uvolni do dvojvrstvy, zatimco volny CoA se uvolni do cytoplazmy.
Poloha konzervovanych zbytk tryptofanu (W), asparagové kyseliny (D) a histidinu
(H) jsou vyznaceny zkratkami [34].

Mechanismy regulace aktivity ceramidsyntazy 2
Aktivita CerS2 je zavisla na koncentraci substratu a je regulovana
posttraslacnimi modifikacemi (viz kapitola o PTM), dale tvorbou dimert a dalSimi

protein-proteinovymi interakcemi [56].

Elovll

Obrazek 13 — Molekularni interakce a posttranslacni modifikace CeS2,

A—acetylace, P—fosforylace, G — glykosylace, SIRT3 — Sirtuin 3, S1P — sfingosin-1-fosfat, Elovll —elongaza

mastnych kyselin s velmi dlouhym retézcem , CerS4-6 — ceramidsyntazy, prevzato a upraveno z [56].

Aktivita CerS2 je regulovana n€kolika protein-proteinovymi interakcemi, véetné
dalSich CerS (viz obr. ¢.13.). Dalsi bioaktivni sfingolipidy mohou také regulovat
aktivitu CerS2 [56]. Aktivita CerS2 je inhibovana sfingosin-1-fosfatem (S1P)

prostiednictvim interakce SI1P s motivem podobnym SI1P receptoru, ktery
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se nachazi pouze u CerS2. V disledku toho je S1P nekompetitivnim inhibitorem
CerS2 [29].

Kromé vazby SP1 na CerS2 interaguje s proteinem CerS2 také protein 1
pro prodluzovani mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem (Elovll). Elovll
interaguje s CerS2 nepiimo prostfednictvim spolecnych faktorti generovanych
z elongazového komplexu, jako je 3-ketoacyl-CoA reduktdza nebo trans-2,3-enoyl-
CoA reduktaza. Aktivita Elovll zavisi na expresi CerS2 [27].

Tvorbou dimerd miize byt aktivita CerS2 modulovdna. Aktivita CerS2
jezvySena koexpresi s katalyticky aktivni formou CerS5 nebo CerS6.
V konstitutivnim heterodimeru slozeném z CerS5 a CerS2 zavisi aktivita CerS2

na katalytické aktivité CerSS5 [63].

2.3  Fyziologicka a patologicka role ceramidsyntazy 2 a ceramidi
Ceramidy a ceramidsyntdzy maji mnoho funkci a roli nejen v ramci

fyziologickych procesi probihajicich v bunkach a tkanich, konkrétné podil

na apoptoze a regulaci rovnovahy mezi ceramidy s kratkymi a dlouhymi fetézci.

Dosavadni vysledky vyzkumu ale také naznacuji, ze se podileji také i na mnoha
patologickych d¢jich souvisejicich mj. s dysfunkci mitochondrii, hepatopatii
a zménou permeability bunéénych membran [30,31,36]. Na obrazku ¢.14 jsou
znazornény fyziologické a patologické procesy na kterych se podileji ceramidy
a ceramidsyntazy [56].

V nésledujici kapitolach se budeme vénovat souvislosti CerS2 rozvojem
nadorovych onemocnéni a roli ceramidi a CerS 2 v apoptoze. V ruznych
souvislostech muze aktivita CerS2 v zavislosti na rdznych faktorech bud
podporovat apoptdzu, nebo ji inhibovat. To poukazuje na vSestrannou ulohu CerS2

nejen u nadorovych onemocnéni [26].
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Funkce
ceramidu a CerS

Fyziologické Patologické
(-souéést membran R (-Parkinsonova nemoc h
-vyvoj mozku -Alzheimerova nemoc
-postnatélni vyvoj jater -roztrousena skler6za
-aktivni proces myelinizace -neuropaticka bolest
-funkce plic -obezita
-spermiogeneze -diabetes
-zastaveni bunééného cyklu -Crohnova choroba
-migrace a chemotaxe bunék -mitochondrionélni
-pfilnavost bunék onemocnéni
-diferenciace bunék -progrese nadoru
-autofagie -metastaze
-starnuti -angiogeneze
-proliferace -rezistence na chemoterapii
-funkce neuront -apoptoza
N AN J

Obrazek 14 — Funkce ceramidii a ceramidsyntaz, prevzato a upraveno z [56], CerS — ceramidsyntdza.
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2.3.1 Role ceramidsyntizy 2 a ceramidi v apoptdéze

Apoptoza je tizeny proces, pii kterém jsou buiikky odsouzeny k zaniku. Hlavni
ulohou apopt6zy je udrZeni tkanové homeostazy. Zmény v apoptotickych drahach
proto ovliviuji vlastnosti tkdni. Nadmérné apoptoza mize vést k atrofii tkané a také
k nékterym neurodegenerativnim onemocnénim. Naopak sniZzeny zanik bunck
apoptozou, nebo jeji Uplné potlaceni, miize mit za nasledek rozvoj nadorového
bujeni [64]. Existuji dv€ hlavni apoptotické cesty (vn&jsi a vnitini, viz obr.¢.15) [64-

66].

. VNITRNI CESTA Cesta perforin/granzym
VNEJSI CESTA zafeni, toxiny, hypoxie (buitky imunitniho systému
* cytotoxické T buiky)
ligand smrti L
receptor smrti
/ perforin
dapté mitochondridlni zmény / \
acep :ry Y granzym B granzym A
tvorba disku tvorba apoptozomu
!
aktivace kaspazy 8 aktivace kaspazy 9 aktivace SET komplex
\ 1 / kaspézy 10 l
aktivace kaspazy 3 .
stépeni DNA
aktivace endonukleaz — degradace chromozomélni DNA
aktivace proteaz —+ degradace jadernych a C)Ioskeletérnich proteini  —* reorganizace cytoskeletu

cytomorfologické zmény, kondenzace chromatinu a cytoplazmy,
fragmemlace jadra

tvorba apoptickych télisek
Obrazek 15 — Schématické znazornéni apoptotickych cest. Dvé hlavni drahy jsou vnitini a vnéjsi. Dalsi je

draha perforin/granzym. Kazda z nich vyZaduje specifické spoustéci signaly. V kazdé z cest je aktivovana
viastni iniciacni kaspaza, ktera aktivuje popravci kaspazu 3.Granzym A neni zavisli na kaspaze. Vsechny
cesty vedou k morfologickym zménam buiiky, tvorbé apoptotickych télisek a k samotnému zaniku dané buriky.

Prevzato a upraveno z [66].

Vnéjsi cesta je aktivovana prostfednictvim imunitnich bunék. Vnitini apoptoza
probiha na vngj$i membrané mitochondrii. Dochdzi k ni pfi vychyleni rovnovahy
proapoptickych a protiapoptickych faktori [65]. Mitochondrie hraje klicovou roli
pfi vnitini apoptoze. Ztrata integrity vnéj$i membrany vede k apoptotické smrti.

S iniciaci apoptdzy souvisi riizné proteiny, které vedou k permeabilité membrany
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tvorbou riznych pért [25,26] Na tvorbé kanald ve vnéjsi membrané mitochondrii
se podileji také bioaktivni lipidy, at’ uz ve spojeni s proteiny nebo samostatné [67].

Ceramidsyntaza 2 hraje vyznamnou roli v apoptoze, protoze se podili na syntéze
ceramidl s velmi dlouhymi fetézci. Tim CerS2 ovliviiuje rovnovahu mezi ceramidy
s dlouhymi fetézci (C16) a s velmi dlouhymi fetézci (20-26). Tato rovnovéha
je klicova pro osud bunky [68].

Tvorba ceramidovych kandli zavisi na hladin€ volného ceramidu v membrang
a struktufe  molekuly ceramidu. ZvySend hladina volného ceramidu
v mitochondriich tedy vede ke tvorbé kanalii a uvoliiovani proteinti. Produkce
ceramidll s riznou délkou fetézce trvale méni biofyzikalni vlastnosti membran,
ty se proto v disledku vycerpéani ceramidii s dlouhym fetézcem méni [25,61].

Ceramidy ovliviiuji mitochondrie v zavislosti na transportu ceramidi z ER
a plazmatické membrany do mitochondrii a na syntéze ceramidii se podileji

i samotné mitochondrie [20].

2.3.2 Podil ceramidsyntizy 2 na rozvoji nadoru

Souvislost CerS2 s rakovinou je slozita. Zpoc¢atku byla CerS2 identifikovan jako
nador supresorovy protein, ale pozdé¢ji byly pozorovany jeji role jako inhibitor
i promotor rakoviny. Malé zmény v koncentracich ceramidi mohou vést
k onemocnéni nebo byt jeho disledkem [69] Pravdépodobné nerovnovaha mezi
ceramidy s dlouhym a velmi dlouhym fetézcem ovliviiuje rozvoj rakoviny [27,70].

CerS2 se nachazi nejméné v 12 lidskych tkanich, s vysokou expresi v ledvinach
a jatrech, se stfedni expresi v mozku, srdci, plicich. CerS2 je spojovan s nadory prsu
[71], jater [72], moCového méchyte [73] prostaty [74,75] a dalSimi [16,26,40].

Sekvence lidského genu CERS2 méa kompaktni velikost genu, nizky pocet
intronl a vysoké procento okolnich chromozomalnich sekvenci obsahujicich CpG
a Alu oblasti. Nachazi se v chromozomalnich oblastech, které se replikuji
na poc¢atku bunééného cyklu [28]. Zména funkénosti CERS2 ma vliv na rozvoj

rakoviny. CERS?2 je nezbytny pro spravny mechanismus apoptdzy [32].
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Bunécény stres vyvolava tvorbu sfingolipidi, které zprostiedkovavaji komplexni
procesy jako je naptiklad apoptéza. Rakovinné buiiky mohou tyto ochranné procesy
narusit dysregulaci enzymi zapojenych do metabolismu sfingolipidi [76]. Dosud
bylo identifikovéano vice nez 30 enzymi podilejici se na metabolismu sfingolipidd.
Malé odchylky v koncentracich sfingolipid mohou vést k onemocnéni nebo byt

jeho dasledkem [77].

wevr

formy ceramid-1-fosfat (C1P) a sfingosin-1-fosfat (S 1P). Intracelularni koncentrace
téchto metabolitd udrzuje ptesnou rovnovahu déji v buiice [69]. Zatimco ceramid
a sfingosin jsou proapoptické, C1P a SIP jsou proliferacni a antiapoptické signalni

molekuly (viz obr. €.16) [78].

‘ ‘ o
cileni na llpidm)
metabolismus

proliferace nadoru, migrace, inhibice ristu nadoru,
invaze, rezistence na apoptdza, inhibice migrace,
chemoterapii lep3i odpovéd’ na chemoterapii

Obrazek 16 — Schéma znazornéni poméru sfingolipidii ve vztahu k rakoviné, SIP — sfingosin-1-fosfat, C1P —

ceramid-1-fosfat, prevzato a upraveno z [78].

Rakovinné buitkky mohou takto podpofit svou proliferaci a metastazovani tim,
ze zvysi produkei sfingolipidit podporujici pteziti (sfingosin-1-fosfat) a snizi
produkci sfingolipidl podporujici smrt bunék, jako je ceramid [79].

V nddorovych buiikdch je hladina ceramidt potlacena, coz podporuje nekolik
signalnich drah vedoucich k proliferaci a ptezivani nadorovych buné¢k [76].

V souvislosti s koncentraci ceramidu ma také pfitomnost ¢i nepfitomnost CerS2

diilezity vliv na mitochondrie. Nedostatek CerS2 vede k poklesu ceramidii s délkou
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mastného acylového fetézce prevazné C22 az C24 coz ma za nasledek zvyseni
mnozstvi ceramidi C16, které jsou produkovéany CerS5 a CerS6. To mtlize ovlivnit
mitochondridlni dychaci fetézec pfimou inhibici komplexu IV a nasledné generovat
oxidacni stres [80].

Protoze CerS jsou klicovymi enzymy sfingolipidového metabolismu, bylo
identifikovano  mnoho  genetickych,  transkripénich, posttranskripénich
a posttranslacnich regulacnich mechanismti regulujicich geny CERS v riznych
patofyziologickych procesech [33,81]. CERS2 je nadmérné¢ exprimovan
v malignich tkanich prsu u karcinomu mocového méchyie je naopak exprimovan
malo a nizka exprese je spojena s progresi a invazi nddoru [82].

CerS2 produkuje ceramidy s dlouhym fetézcem (C22-24), které jsou spojovany
s protinadorovymi UCinky. PfestoZze ceramidy jsou spojovany se zastavenim
bunééného cyklu a indukci apoptdzy, nemusi mit vzdy jen tyto Gc€inky. Kromé
signalni molekuly je také ceramid prekurzorem komplexnich sfingolipidi
v biosyntetickych drahdch. Ceramid muze byt modifikovan nebo i metabolizovan
na molekulu S1P, kterd ma naprosto opacné ucinky nez ceramid [25,69,83].

Ve vétSiné onemocnénich jsou hladiny proteinu CerS2 regulovany.
Je povazovana za gen potlacujici metastazovani nadorii u riznych druhi rakoviny
[16]. V tabulce €.1 je zndzornéna pozménéna exprese CERS?2 v patofyziologickych

procesech.

Tabulka 1 —Exprese CERS?2 u riiznych nadorii, prevzato a upraveno z [54].

Tkan Exprese CERS?2
Nador mocového mechyie Mocovy méchyt Snizena
Rakovina prsu Prsa Zvysena
Nédor prostaty Prostata ZvySend/snizena
Hepatocelularni karcinom Jatra SniZzena
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In vitro bylo zjisténo, Ze nadmérnéd exprese CERS2 zvySuje proliferaci bunék
atvorbu kolonii, zejména po pfidani acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem,
ale soucasné zvysuje apoptozu [69].

Na obrazku ¢.17 jsou naznacené mechanismy souvisejici s CerS2 a progresi
nadoru. Pfitomnosti proteinu CerS2 si bunky udrzuji apoptotickou schopnost.
Nerovnovaha ceramidi s dlouhym fetézcem muiize mit za nasledek proliferaci bunék
a jejich chemorezistenci. Nedostatek proteinu snizuje schopnost apoptozy
a indukuje proliferaci prostfednictvim signalizace sfingosin-1-fosfatu. Mize také

vyvolat stres endoplazmatického retikula a apoptozu [32].

DELECE CERS2 EXPRESE CERS2
mlg;acc apoptoza
’
metaloproteinazy o
V-ATPaza
nerovnoviha ccram;ﬁ\ / i
¥ *_( CERS2 ) ™ dlouhym
ER stres [ rétclzccm
apoptoza SP1
v / chemorezistence
proliferace A/
proliferace buné¢k

Obrazek 17 — Mechanismy souvisejici s deleci a nadmérnou expresi CERS2, prevzato a upraveno z [32], SP1

— sfingosin-1-fosfat, ER stres — stres endoplazmatického retikula.

V-ATPéza je protonova pumpa, dulezity komplex regulujici pH v nddorovych

bunkach. Zajist'uje tvorbu a udrzovani kyselého extracelularniho prostiedi [84].
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Hepatocelularni karcinom

Hepatocelularni karcinom je nej¢astéjsim typem rakoviny jater a zlucovych cest.
Molekularni patogeneze je velmi komplexni. Exprese CERS2 je u lidského
hepatocelularniho karcinomu sniZzena na trovni mRNA a proteinu ve srovnani

s normalnimi jatry [85,86].

Nador mocového méchyre

Karcinom mocového méchyie je jeden z Castych nadorG mocovych cest.
Navzdory pokrokiim ziistava vysoce smrtelnou malignitou. Uroven exprese CERS2
ve vzorcich karcinomti mo¢ového méchyfte je vyznamné nizsi nez v odpovidajicich
normalnich tkanich. Exprese CERS2 muze souviset s vyvojem a progresi lidského
karcinomu mocového méchyte a mize tak byt prognostickym ukazatelem tohoto
nadoru [87]. Nejvice maligni buiiky lidského karcinomu mocového méchyte

exprimuji niz§1 mnozstvi CERS2 na urovni mRNA 1 proteinu [32,88,89].

Nador prsu

Exprese genu CERS? (spolecné s CERS4, CERSG6) je u zhoubnych nadord prsu
vysoka. ZvySeni CerS2 (4 a 6) vtkani karcinomu prsu je pravdépodobné
fyziologickou reakci nadorovych bunék s tcelem potlaceni nerovnovdhy mezi
ceramidy podporujicimi a inhibujicimi riist [69]. CerS2 se podili na migraci a invazi
bunek karcinomu prsu [70]. CerS2 ma také vliv na pH. Nadmérna exprese muze
zvysit extraceluldrni pH, zatimco snizena exprese mize pH snizit. Tedy pH
v nadorovém mikroprosttedi se zvySuje, protoze CerS2 inhibuje aktivitu protonové
pumpy V-ATPazy, ktera se podili na hydrofilni cesté protonu pfes membranu [90].

Alternativni sestfih CERS2, konkrétné€ forma postradajici hlavni ¢ast katalytické
TLC domény, podporuje bunécnou proliferaci a migraci u bun¢k karcinomu prsu
podtypu B [82]. Alternativni sestfihy ve sfingolipidovych genech mohou totiz
pfispivat k vysoké koncentraci sfingolipidii v nddorovych tkanich. Tato skutecnost
je vrozporu s jejich antiprolifera¢ni ulohou, kterd jiz byly prokazana studiemi

in vitro ain vivo [71].
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Nador prostaty

Nador prostaty je jednou z castych pfi¢in imrti na rakovinu u muzi.
U metastatickych prostatickych bunéénych linii byly hladiny exprese CERS2 nizsi
nez u téch, které nemetastazuji. Umlceni genu CERS2 miZze podporovat rist
proliferaci, invazi a metastazovani bunék karcinomu prostaty [64]. Vyfazeni CerS2
mize také zvysit aktivitu V-ATPazy a tim zvysit extraceluldrni pH, poté vedouci

k apoptdze nadorovych bunék [91,92].
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3 METODY PRO 1IZOLACI A ANALYZU
CERAMIDSYNTAZY 2

Izolace a nasledné analyza proteinu CerS2 vyzaduje vhodny vybér metod, ktery
zavisi typu biologického materialu, vlastnostech samotného proteinu, a pfedevsim
na cili experimentu. Je zapotiebi komplexniho pfistupu a kombinace vice
je ptiprava vzorku, kterd zavisi na vychozim materidlu. Zdrojem CerS2 mohou
byt tkanlové fezy, homogenaty, télni tekutiny, ale i produkty biotechnologické
vyroby. CerS2 je protein nachéazejici se v membrané endoplazmatického retikula,
proto je nutné danou tkan nejdiive homogenizovat, buniky lyzovat a dale efektivné
izolovat membranové frakce. Naptiklad pomoci diferencni centrifugace [93].

V rédmci purifikaéniho procesu je také dilezité prubézné sledovat ucinnost
jednotlivych separacnich krokli pomoci metod jako je gelova elektroforéza
a Western Blotting. Pomoci nich Ize sledovat nejen pfitomnost, ale také Cistotu
proteinu v jednotlivych frakcich.

Pro analyzu je potiebna izolace cilového proteinu z komplexni smési proteint.
Samotnou izolaci Ize provést pomoci imunoprecipitace vyuzitim specifickych
protilatek proti CerS2 navazané na nosic, dale také pomoci afinitni chromatografie.

Metody analyzy proteinu CerS2 lze rozdélit na kvalitativni a kvantitativni.
Kvalitativni metody zahrnuji identifikaci a verifikaci proteinu. Ke kvalitativnim
metodam patii ptedev§im Western blotting a imunohistochemie, jez slouzi k detekci
a potvrzeni pfitomnosti dané¢ho proteinu ve vzorku a také jeho lokalizaci. Dale
1ze identifikovat CerS2 hmotnostni spektrometrii. Kvantitativni metody poskytuji
informace o mnozstvi CerS2 ve vzorku nebo jeho enzymatické aktivite.

Hlavnimi kvantitativnimi metodami jsou kvantitativni real-time polymerazova
fetézova reakce pro stanoveni relativni exprese mRNA. K pfimému stanoveni
mnozstvi ve vzorku slouzi hmotnostni spektrometrie s pouzitim vnitiniho
standardu. Aktivita enzymu CerS2 mulze byt stanovena pomoci znaceného

vznikajiciho produktu.

40



3.2 Metody pro izolaci ceramidsyntazy 2 z bunék a tkani

Jak jiz bylo zminéno CerS2 je protein nachédzejici se v membrané¢ ER.
Pro extrakci membranovych proteint je titeba pouzit detergenty (nebo organicka
rozpoustédla), aby doslo k naruseni fosfolipidové dvojvrstvy a protein se tak uvolnil
[94]. Detergenty rozpoustéji proteiny tim, Ze se na jedné strané vazou na hydrofobni
Casti proteinu a na druhé stran¢ interaguji s hydrofilnimi ¢astmi. Typ detergentu
a jeho koncentrace zavisi na konkrétnim typu biologického materidlu a samotném
experimentu. Vzhledem k nestabilit¢ membranovych proteinii je také casto
nezbytné pouziti u¢innych purifikacnich protokolli provadénych za nizkych teplot

[94,95].

3.2.1 Imunoprecipitace

Jednim z moznych separacnich krokd v izolaci CerS2 je imunoprecipitace.
Imunoprecipitace je metoda pouZzivana k izolaci specifického proteinu ze smési
proteintt vyuZzivajici interakce protildtky s antigenem. Pfi imunoprecipitaci
se nejprve do smési obsahujici antigen pfida protilaitka a inkubuje se smés,
aby se vytvorily komplexy antigen-protilatka. Néasledn¢ se vzniklé komplexy
inkubuji s imobilizovanou sekundérni protilatkou proti primarni protilatce nebo
s kulickami potazenymi proteinem A/G, aby se komplexy adsorbovaly. Kuli¢ky
se poté¢ dikladné promyji a antigen se znich eluuje kyselym roztokem nebo
detergentem. Izolované antigeny (konkrétni proteiny) jsou pak dale
analyzovany pomoci elektroforézy a Western blottingu [96,97]. Schéma celého

postupu je znazornéno na obrazku ¢. 18.

41



i Primarni protilatka > .
Antigen p . y Sekundarni

. "] ~N__ )} protilatka

L E A
Qar
o
® A

. r » ”
N % v Agardzové

A .:‘- ncbq '
magnetické

kulicky

Nasledna

: ‘ ‘( )' Ao analyza
romyti a Yoy y
p_.) _’clucc —  SDS-PAGE

v r X nebo
/( \' Western

blotting, ...

Obrazek 18 — Schéma imunoprecipitace, metoda zahrnujici kroky: 1. vazbu primarni protilatky,
tvorba komplexii antigen-protilatka, 2. vazba sekundarni protilatky na komplex, 3. promyti a eluce,

4. nasledna analyza pomoci elektroforézy a Western blottingu. Prevzato a upraveno z [97].

Pokud neni k dispozici vhodna protilatka, cilova molekula se spoji se znackou
a imunoprecipituje se pomoci protilatky proti znacce [96,98].

V této studii [82] byly buniky lyzovany v lyzacnim pufru. K imunoprecipitaci
byly pouzité agarézové kulicky a primarni protilatka proti CerS2. Celd smés byla
inkubovana ptes noc pii 4 °C. Déle byly komplexy imunoprecipitované protilatkou
anti-CerS2 promyty a nasledné byl CerS2 eluovan a separovan na gelu.

V dalsi studii [99] byl CerS2 imunoprecipitovan z mysich jater. Také byly
pouzity agardzové kuli¢ky a primarni protilatka proti CerS2.

Imunoprecipitacni metody umoziiuji selektivné izolovat CerS2 z bunéénych

a tkanovych lyzata.

3.2.2 Afinitni chromatografie

Dalsi metodou pro izolaci a purifikaci biologickych makromolekul jako jsou
enzymy je afinitni chromatografie. Afinitni chromatografie (AC) je forma
kapalinové chromatografie. Je metoda zalozend na specifické vazbé mezi

imobilizovanym ligandem (stacionarni fazi) a vazebnym partnerem. Tato vazba
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je specificka a reverzibilni. Ligandy mohou byt biospecifické, interakce je zalozena
na biologické aktivité bilkoviny (protilatka a antigen, enzym a substrat, hormon
areceptor) nebo skupinové specifické ligandy, které interaguji s urcitymi
aminokyselinami na povrchu bilkoviny [100,101]. Tato technika tedy umoziiuje
purifikaci proteinu na zaklad€ jeho biologické funkce nebo individudlni struktury

[102]. Obecné lze afinitni chromatografii rozd¢lit do tii fazi (viz obr.¢.19).
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Obrazek 19 — Schéma afinitni chromatografie, prevzato a upraveno z [103], prvni krokem je specificka
adsorpce latky z aplikovaného vzorku, dale nasleduje promyti a odstranéni necistot, poslednim krokem je

eluce vhodnym roztokem.

Prvni je specificka adsorpce cilové latky. Pouze pozadovany enzym se vaze silné
na nosic, necistoty se nevazou nebo slabéji a nespecificky a jsou tedy béhem druhé
faze promyti odstranény. A v posledni elucni ¢asti je enzym eluovan vhodnym
elué¢nim roztokem [103]. Kdyz je stacionarni fazi protilatka jedna se o podkategorii
afinitni chromatografie, kterd se nazyvd imunoafinitni chromatografie (IAC).
Zakladem imunoafinitni chromatografie je selektivni vazba protilatek. Tato vazba

je vysledkem velkého mnozstvi nekovalentnich vazeb mezi protilatkou a antigenem

[103,104].
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3.3 Metody analyzy proteinu

3.3.1 Imunohistochemie

Imunohistochemie je Siroce pouZzivana laboratorni metoda, pomoci které
lze detekovat specifické antigeny pifimo v tkanich nebo bunkach. Lze ji vyuzit
1 pii analyze konkrétniho proteinu CerS2 [105]. Umoziiuje také sledovat distribuci
a lokalizaci CerS2 u riiznych patologickych stavi [105-110].

Tato metoda zahrnuje n¢kolik krokt. Prvnim je ptiprava tenkého tkanového fezu
tak, aby byla cilova antigenni struktura pfistupna k navazani primarni protilatky.
Podobné lze fixovat na skli¢ko i suspenzi volnych bun¢k. Dal§im krokem je vlastni
vazba primarni protilatky na dany antigen. Pro vizualizaci interakce antigenu
s protilatkou pod svételnym (fluorescencnim) mikroskopem je nutné oznacit
primarni nebo sekundarni protilatku. V ptipadé oznaceni primarni protilatky (pfima
metoda) se jedna a rychlejsi jednokrokovy proces. Pii nepiimé metod¢ je znackou
oznatena sekundarni protildtka. To umoziluje zesileni signdlu a pouZiti
s primarnimi protilatkami riizného pivodu. Ke znaceni se pouzivaji rizné znacky,
napiiklad fluorescencni nebo také enzymové jako je kienova peroxiddza nebo
alkalicka fosfatdza. Ty po inkubaci s chromogennim substratem poskytuji barevny
produkt [105], (viz obr €. 20). Na obrazku ¢.21 je znazornény CerS2 pomoci
imunofluorescenéniho barveni. Modie je oznacené jadro a zelen¢ CerS2.
Imunofluorescencni barveni jasn€ poukazuje na lokalizaci CerS2 v jaderné

membrané a endoplazmatickém retikulu.
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Obrazek 20 — Schéma imunohistochemmie, vazba primarni a sekundarni protilatky znacené enzymem,

prevzato a upraveno z [111].

Obrazek 21 — Imunofluorescence. Fluorescencné znacené protilatky zobrazujici jednotlivé buiiky,
bunécné jadro modre, sledovany protein Cers2 zelené, lidské bunky linie A431, zvétseni 1000x, pievzato

z[112].
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3.3.2 Stanoveni genové exprese a proteosyntézy

Polymerazova fetézovd reakce sreverzni transkripci vredlném Case
je molekularn€ biologicka metoda, ktera se ¢asto pouziva pro kvantifikaci exprese
genu nebo ke studiu genové exprese (mRNA). Funguje na principu ptevodu RNA
na komplementarni DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptdzy po niz je cDNA
amplifikovana pomoci polymerdzové fetézové reakce. Proces amplifikace
je monitorovan v redlném case diky zdznamu fluorescence [113,114]. Hlavni
vyhodou této techniky je vysoka citlivost, specificnost a také nizky limit detekce

[114]. Poskytuje moznost detekce a kvantifikace mRNA z malého mnozstvi vzorku.

Pomoci ni 1ze sledovat specifické vzorce exprese genu CERS2, hladinu mRNA.
Ve studiich [29,106,115,116] byly sledovany exprese CerS2 umysi. Relativni
hladiny exprese CerS2 byly stanovovany ve vSech tkanich. Analyzy exprese
ukdzaly, ze mRNA je nejvice exprimovana v jatrech, ledvinach, v mozkové a plicni
tkani. V dalsi studii [117] byl sledovan expresni profil CerS2 béhem ritiznych stadii
vyvoje u mysi. Zjisténi této studie naznacily dynamické zmény a ptisnou regulaci
béhem vyvoje. CerS2 miize tedy mit zasadni roli v postnatadlnim vyvoji a fyziologii
jater. Pomoci téchto analyz byla prokdzana tkanova specifita enzymu CerS2,

klinicky vyznam [118] a také regulace genu CerS2 [33].

3.3.3 Stanoveni proteinu
Western blotting

Western Blotting (WB), nazyvany také immunoblotting, je technika pouZzivana
k detekci konkrétniho proteinu ze smési protein, naptiklad bunééného
¢i tkédnového lyzatu. WB je vice krokovy postup (viz obr.¢.22). Zahrnuje separaci
nativnich nebo denaturovanych proteind na zaklad¢ jejich velikosti pomoci gelové
elektroforézy. Rozdé€lené proteiny jsou nasledné preneseny z gelu na membranu
vazajici proteiny, napiiklad nitrocelul6zovou (NC) nebo polyvinylidenfluoridovou

(PVDF) [119,120]. Tento proces se nazyva blotting — blotovani neboli pienos.

46



Proteiny se na membranu pienesou ve stejném vzoru, v jakém byly na gelu.
Membréna je nésledné blokovana pomoci netu¢ného mléka nebo pomoci hovéziho
sérového albuminu, aby se zablokovaly nespecifické proteiny. Na membrané jsou
pak specifické proteiny pfistupné k navazani protildtky pro samotnou detekci
proteinu. Detekce signalu odrazi vazbu antigenu a pouzité protilatky [120]. WB
je oproti béznym sérologickym metodam casové 1 financné naro¢néjsi, naproti tomu

je ale presnéjsi a udava i1 informaci o molekulové hmotnosti.
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Obrazek 22 — Schéma jednotlivych krokit Western Blottingu. Tato metoda zahrnuje rozdélent proteinii pomoci
gelové elektroforézy, prenos proteinu na membranu, blokaci membrany, inkubaci s primdrni se sekundarni

protilatkou a samotnou detekci imunokomlexu. Prevzato a upraveno z [120].

Stanoveni CerS2 pomoci WB se vyuziva ke zjisténi jeho exprese, regulace,
ke studiu interakci a funkce proteinu [33,63,99,121-123]. V této studii [124] byl
jaterni homogenat rozdélen pomoci denaturacni elektroforézy a pienesen

na nitrocelul6zovou membranu. Protein byl detekovan pomoci polyklonalni krali¢i
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protilatky anti-CerS2. Jako sekundérni protilatka byla pouzita kienova peroxidaza.
Cilové proteiny byly detekovany pomoci elektrochemiluminiscence (ECL).

Pro separaci proteinl existuji rtizné typy gelové elektroforézy. Jednotlivé typy
se lisi v zavislosti na pozadovanych kritériich separace. Mezi bézné pouzivané
elektroforetické metody patii denaturacni elektroforéza, nativni elektroforéza
a izoelektricka fokusace. Nejvice pouzivana je denaturacni elektroforéza. Proteiny
se pii ni oSetfuji aniontovym detergentem dodecylsulfatem sodnym (SDS). Timto
procesem se znic¢i sekundarni a tercidrni struktura. SDS navic vaZe proteiny a tim
zakryvéa jejich chemické néboje, coz vede ke vzniku stejné zaporné nabitych
proteini. Nasledujici separace proto probihd vyhradné podle velikosti

polypeptidovych fetézcii v polyakrylamidovém gelu (PAGE) [125,126]
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4 METODY STANOVENI AKTIVITY ENZYMU
CERAMIDSYNTAZA 2

Hodnoceni aktivity ceramidsyntazy 2 je zéasadni pro pochopeni jeji ulohy
v metabolismu sfingolipidii a souvisejicich onemocnéni. Aktivita CerS2 se méii
predevsim prostifednictvim jeji substratové specifity pro acyl-CoA s velmi dlouhym
fetézcem a jeji regulace pomoci S1P. Lze ji také odvodit z korelace mezi hladinami
jeho mRNA a pfitomnosti ceramidi s dlouhymi acylovymi fetézci ve tkanich,
kde je CerS2 vysoce exprimovana (viz kapitola stanoveni hladiny exprese).

Pro stanoveni aktivity ceramidsyntaz existuje vice metod. Kazdé z nich ma jiné
vyhody. Fluorescenéni techniky predstavuji efektivni moznost, zatimco hmotnostni
spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii nabizi vysokou pifesnost
a citlivost. Obé jsou zalozené na podobném principu, na reakci znaceného
sfingosinu/dihydrosfingosinu  (fluorescenéné¢ ¢i  deuteriovaného) s mastnou
kyselinou navdzanou na koenzym A (viz obr.¢.23) a nésledné detekci vzniklého

ceramidu/dihydroceramidu [127].

mastna kyselina
navazana na 0

znaceny dihydrosfingosin

al
? koenzym A CoA

OH
NH,

CERS 1-6
znaceny dihydroceramid
0

NH
A _oH

OH
Obrazek 23 — Schéma reakce pro stanoveni aktivity ceramidsyntaz, prevzato a upraveno z [127].

Extrakce na pevné fazi [128] a sondy na sfingoidni bazi [129] poskytuji dalsi

mozné metody analyzy aktivity CerS2.
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4.2  Fluorescen¢ni metody

Fluorescencni metody vyuzivaji sfingosin nebo dihydrosfingosin znaceny
fluorescencnim €inidlem nitrobenzofurazanem (NBD). Jako zdroje enzymu slouZzi
bunécné nebo tkanové homogenaty. Reakéni smés obsahuje NBD znacenou
sfingoidni bazi a mastnou kyselinu navdzanou na koenzym A. Produkty reakce
zavisi na pouzitém substratu. Fluorescenéné¢ znacené dihydroceramidy nebo
ceramidy Ize nésledné po reakci detekovat a kvantifikovat pomoci tenkovrstvé
chromatografie TLC nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC
[127,130,131]. Vznikl¢ produkty lze také izolovat ptfed samotnym stanovenim
pomoci extrakce na tuhé fazi [124, 128].

V téchto studiich [127,129] byl postup nasledujici. Jaterni homogenat byl
inkubovan se 100 pM odtuc¢néné BSA, 1 mM sfinganinu zna¢ené¢ho NBD a 5 mM
24:1 mastného acyl-CoA v reakénim objemu 15,5 pl. Reakce byla ukoncena po 30
minutach pfidanim methanolu obsahujiciho 1% kyseliny mravenci. Vzorky byly
vloZeny na SPE kolonu a promyty vodou obsahujici 1% kyseliny mravenci. Zbytky
NBD-sfinganinu byly eluovany v poméru 30:14:6:1 methanol: voda : chloroform :
kyselina mravenci obsahujici 10 mM octanu amonného. NBD-ceramid byl eluovan
a sbiran roztokem 30:14:6:1 methanol : chloroform : voda : kyselina mravenci
obsahujicim 10 mM octanu amonného. Intenzita fluorescence vzorku byla méfena
pfi vlnovych délkach Aex = 465 nm, Aem = 535nm. NBD-ceramid byl kvantifikovan
pomoci standardni kiivky.

V této studii [106] byla stanovovana aktivita ceramidsyntdz byla stanovovana
také z tkanovych homogenati pomoci vysokouc¢inné tenkovrstvé chromatografie
(HPTLC). Po homogenizaci tkani byl homogenat inkubovan s NBD sfinganinem
po dobu 2 minut. Reakce byla zahajena piidavkem C24:1 CoA a ponechdna
inkubovat 20 min pfi 37 °C. Reakce byla zastavena a lipidy byly extrahovany
pomoci organickych rozpoustédel. Organicka faze byla vysuSena pod proudem
dusiku a opét resuspendovana. Lipidy byly naneseny na HPTLC desku.
Fluorescence byla nésledné detekovana pomoci LED lampy s excitaénim filtrem.
Pro kvantifikace fluorescence byl na TLC desky nanesen standard NBD-sfinganinu
v riznych mnoZstvich.
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4.3 Stanoveni aktivity pomoci hmotnostni spektrometrie

Pro stanoveni aktivity CerS pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) ve spojeni
s kapalinovou chromatografii (LC) se nejprve pfipravi extrakty, at’ uz bunécéné
¢i tkanové obsahujici enzym CerS2. Tyto extrakty slouzi jako zdroj enzymu
pro reakci obsahujici deuterovany dihydrosfingosin nebo sfingosin a substrat
mastné kyseliny navazany na koenzym A. Vznikly produkt zavisi na pouzitych
substratech [120]. Naptiklad dihydroceramid C24:1 (ceramid d18:0/24:1) vznika
reakci s dihydrosfingosinem (C18:0) a koenzymem A mastné kyseliny C24:1
(nervonoyl-CoA). Reakce se zastavi pfidanim C¢tyf objemi methanolu
a po odstranéni nerozpustného materidlu se reakéni produkty kvantifikuji pfimo
z této reakéni smési pomoci LC-MS/MS [132]. Produkty se ale nemusi vzdy
analyzovat pfimo z reakéni smési, ale také je mozné nejprve extrahovat lipidy
ze smési a ty pak dale identifikovat a kvantifikovat [132,133].

Ve srovnani s tenkovrstvou chromatografii nabizi LC-MS/MS separaci
a identifikaci blizce pfibuznych, ale strukturné¢ odliSnych druhG ceramida.
Identifikace je na zdkladé¢ molekulové hmotnosti a elu¢niho €asu vznikajiciho
produktu. Konkrétn¢ v této studii [132] byla stanovovéna aktivita ceramidsyntazy
v kultivovanych ~ buiikkdch, které  byly  inkubovany s deuterovanym
dihydrosfingosinem. Ten byl v buiikdch pomoci enzym ceramidsytdz pfeménén
na dihydroceramidy a nasledné na ceramidy. Tyto bunééné lipidy byly extrahovany

a kvantifikovany pomoci LC-MS/MS.
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CIiLE PRACE

Tato diplomovéa prace je zaméfena na studium enzymu CerS2. Tento enzym
lipidového metabolismu se podili na biosyntéze ceramidu, které ovliviuji strukturu
a funkci bunéénych membran, signalizaci a apoptozu. CerS2 je spojovana s fadou
patologickych stavli, v€etné metabolickych onemocnéni a naddorovych procest.
Tkang jater a pankreatu maji vyznamnou roli v metabolismu lipidd, a proto jsou
vhodnym biologickym materidlem pro studium struktury enzymu CerS2
a pro zhodnoceni, do jaké miry je tento enzym zapojen do vzniku a proliferace
nadorovych bun¢k.

Cilem této prace je navrhnout a experimentalné ovéfit protokol pro izolaci CerS2
z vybranych biologickych materialti pro nasledné strukturni analyzy. Tkané jater
a pankreatu jsou pouzity jako vhodny biologicky material. Dostupnost téchto tkani
je vSak v klinické praxi omezena. Z toho diivodu byly pro izolaci CerS2 testovany
1 snadnéji dostupné krevni buniky, konkrétné leukocyty.

Druhym cilem préce je ptiprava nosice na bazi magnetickych ¢astic, ktery bude
pouzit k izolaci enzymu CerS2 ztkanového nebo bunécného homogenatu.
Kovalentné¢ véazané specifické protilatky tfidy IgG proti CerS2 umozni
za optimalnich podminek zachytit molekuly enzymu na povrchu c&astic. Eluci
enzymu z ¢astic lze ziskat v nékolika malo krocich Cisty enzym pro dalsi studium.
Ziskana data a vysledky jsou vyhodnoceny pomoci recentnich bioinfromatickych

nastrojil.
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Seznam laboratorniho vybaveni

Aparatura pro diskontinualni elektroforetickou separaci Mini-PROTEAN Tetra
Cell (Bio-Rad, CA, USA)
Analytické vahy Scaltec SBC 32 (Scaltec Instruments, GmbH, Géttingen,
Némecko)
Automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Automaticky homogenizator Precellys Evolution Touch, Cryolysis Evolution
(Bertin technologies, Montigny-le-Bretonneux, Francie)
Blotovaci nitrocelulézovd membrana (NC), porozita 0,2 um (Bio-Rad, CA,
USA)
Centrifuga Rotina 420 R (Hettich Zentrifugen GmbH, Tuttlingen, Némecko)
Centrifugac¢ni zafizeni MiniSpin Plus (Merck, Eppendorf, Darmstadt, Némecko)
Destilacni zafizeni pro upravu Cistoty vody (zasobnik s redestilovanou vodou)
Halios 40 Type 1 (Neptec, Elbtal, Némecko)
Hmotnostni spektrometr Q exactive (Thermo Fisher Scientific, USA)
Inkubovana ttepacka Thermoshaker TS 100 (Biosan, Riga, Lotyssko)
Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Dionex,USA)
Kapalinovy chromatograf Ultimate 3000 RSLC-nano HPLC (Dionex, USA)
Kolonky SPE Empore® C18-SD, objem 1 ml (SUPELCO®, Bellefonte, USA)
Kryci skla Mini-PROTEAN® Short Plates (Bio-Rad, CA, USA)
Laboratorni tfepacka multifunkéni Orbital Shaker PSU-20i (BioSan SIA, Riga,
Lotyssko)
Magnetické michadlo s ohfevem model MSH-300 (Biosan SIA., Riga, Lotyssko)
Magneticky separator DynaMag'™-2 Magnet (Invitrogen, ThermoFischer
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Mikrokolonky: FEP (fluorovany ethylenpropylen) kapilara— FEP (1/16" x 0,25
mm ID (VICI - Valco Instruments Co. Inc.,Houston, USA), Stacionarni faze

Kinetex 2,6 um EVO C18 100 A (Phenomenex, Torrance, USA), Filtr
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ze sklenénych vlaken Grade GF/A: 1,6 pym, Whatman (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

Mikrozkumavky (BioTech a.s., Praha, CR a Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Minirotator Bio RS- 24 (BioSan SIA, Riga, LotySsko)

Miniodstiedivka (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
pH metr model SI analytics Lab 855 (Xylem Analytics Germany GmbH,
Weilheim, Némecko)

Plynotésna sttikacka s pevnou jehlou PAL SYSTEM syringe 25 pl a 50 pl,
(CTC Analytics AG, Zwingen, Svycarsko)

Predvazky KERN 440-33N (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Rotator RS-24 (BioSan SIA, Riga, Lotyssko)

Skla Mini-PROTEAN® Spacer Plates with 1,0 mm Integrated Spacers (Bio-
Rad, CA, USA)

Svatecka folii Freshie 1762 a plastové folie (ETA, Praha, CR)

Spi¢ky eppendorf GELoader (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Termostat (Biosan SIA., Riga, LotySsko)

Trans-Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad, CA, USA)

Ultrasonikator UP200H (Hielsches, Teltow, Némecko)

Vakuova odstfedivka (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Vortex mixer Wx (VELP Scientifica, Usmate, Italy)

Zdroj napéti Power-Pac Basic (Bio-Rad, CA, USA)

Zkumavky na homogenizaci tkdni Precellys lysing kit, soft tissue CK 14, hard
tissue CK28 (Bertin technologies, Montigny-le-Bretonneux,
FrancieZobrazovaci systém G:BOX Chemi XX6 (CCD kamera s GeneSys
a GeneTools softwary) (Syngene, USA).

5.1.1. Software

Chromeleon v.6.80
Proteome Discoverer v.2.4

Microsoft Excel (Office 365)
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5.2

Seznam chemikalii
2x Laemmli Sample Buffer (BioRad, CA, USA)
4x Laemmli Sample Buffer (BioRad, CA, USA)
Aceton (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Acetonitril  (Optima LC/MS, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)
Akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Amoniak vodny roztok (Penta, Chrudim, CR)
Bio-Safe Coomasie G-250 stain (Bio-Rad, CA, USA)
Bromfenolova modi (Lachema, Neratovice, CR)
Bunécény lyzat, Ceramide synthase 2 (CERS2) Human Over-expression Lysate
(LY405622, OriGene Technologies, Rockville, USA)
Butanol (Penta, Chrudim, CR)
Citronan sodny (LachNer, Neratovice, CR)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg, Némecko)
Deoxycholat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Destilovana voda, redestilovana voda
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Dithiothreitol, DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Dodecylsiran sodny, SDS (Lachema, Neratovice, CR)
Dusi¢nan stiibrny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Ethanol (Penta, Chrudim, CR)
Ethylester kyseliny octové (Penta, Chrudim, CR)
Formaldehyd (Penta, Chrudim, CR)
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Glycerol (Penta, Chrudim, CR)
Glycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
HexakyanoZelezitan tridraselny (Penta, Chrudim, CR)
Hovézi sérovy albumin, BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)
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Hydrogenfosforecénan disodny dihydrét (Lach-Ner, Neratovice, CR)
Hydrogenuhli¢itan amonny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Hydroxid amonny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Hydroxid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid draselny (Penta, Chrudim, CR)

Chlorid sodny (Penta, Chrudim, CR)

Jodacetamid, IAA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova, MES (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

Kyselina citronové bezvoda (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Kyselina chlorovodikova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether-)etraoctovd, EGTA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina mravenci, FA (Fluka, New Jersey, USA)

Kyselina octova (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina trichloroctovd TCA (International Enzyme Limited, Berkshire
Spojené kralovstvi)

Kyselina trifluoroctova, TFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Kyselina N-2-hydroxyathylpiperazin-N‘-2-ethansulfonovd, HEPES (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Magnetické castice Promag® 1 series COOH (PMCIN) Magnetic
Microspheres, primér 0,942 um, 2,5 % (Bangs Laboretories, Indiana, USA)
Mannitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Methanol (Penta, Chrudim, CR)

Mravenc¢an amonny Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
N-(3-dimethylaminopropyl)-N¢-ethylkarbodiimid EDAC (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA)

N-hydroxysulfosukcinimid sodny, Sulfo-NHS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

N,N,N',N,-tetramethylethylendiamin, TEMED (Bio-Rad, CA, USA)
N,N'-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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Odtuénéné susené mléko (Nutristar, Praha, CR)

Peroxodisiran amonny, APS (Penta, Chrudim, CR)

Protilatka anti-CERS2 (IgG, polyklonalni pGvod kralici, HPA027262, Atlas
Antibodies, Stockholm Svédsko)

Protilatka anti LASS2 (IgG, polyklondlni, ptivod krali¢i, LS-C753687/235670,
LifeSpan BioSciences, Newark, USA)

Protilatka anti-rabbit IgG (HRP, ptivod kozi, Jackson Immunoresearch, Ely,
Spojené kralovstvi)

Sachar6za (SERVA, Heildeberg, Némecko)

Siran Zeleznaty heptahydrat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Standard molekulovych hmotnosti (10—250 kDa) Precision Plus Protein Dual
Color Standards (Bio-Rad, CA, USA)

Substrat Clarity Western ECL (Enhanced Chemiluminescence, luminol,
peroxid vodiku, Bio-Rad, CA, USA)

Suchy led, nugetky (Linde, Praha, CR)

Thiosiran sodny (Sigma, St. Luis, MO, USA)

Trypsin Sequencig Grade Modified (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

5.2.1 Seznam biologického materialu

Biologicky aktivni latky

Protilatka anti-CERS2 (IgG, polyklonalni, ptivod kralici, HPA027262, Atlas
Antibodies, Stockholm Svédsko)

Protilatka anti-LASS2 (IgG, polyklonalni, ptivod krali¢i, LS-C753687/235670,
LifeSpan BioSciences, Newark, USA)

Protilatka anti-krali¢i IgG (HRP, pivod kozi, Jackson Immunoresearch, Ely,

Spojené kralovstvi)
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Vzorky

* Praseci tkang: jatra, pankreas

*  Bunécny lyzat, Ceramide synthase 2 (CERS2) Human Over-expression Lysate
(LY405622, OriGene Technologies, Rockville, USA)

» Lidska krev

o Odebrana dle SLP spolu s informovanym souhlasem dérce.

o Standardizovany odbér v odbérovém centru do nesrdzlivého cinidla
K:EDTA

* Buffy coat (tenka vrstva ve vzorku centrifugované nesrazlivé krve obsahujici
bilé krvinky a krevni desticky)

o Krev odebrana do citratu sodného (3,8 %), po centrifugaci a odd¢leni
plazmy bylo nasledné opatrné odebrdno mnozstvi vrstvy buffy coat tak,
aby nedoslo ke kontaminaci erytrocyty. Takto ziskany vzorek byl pied
analyzou uchovavan pfi -80 °C.

o Mnozstvi vrstvy buffy coat 100 pl bylo ziskdno zhruba z celkového

mnozstvi lidské krve okolo 10 ml.

5.3 Priprava vzorku tkiané, homogenizace, centrifugace
Ptistroje a pomucky:

» Predvazky, analytické vahy, vortex, automaticky homogenizator, chlazena
centrifuga, homogeniza¢ni zkumavky a kulicky pro homogenizaci tkané,
skalpel, pinzeta, Petriho miska, pipety, $pi¢ky, zkumavky

Reagencie a roztoky:

* 2% SDS, izola¢ni pufr MIB-L (D-manitol 225 mM, D-sachar6za 75 mM, 0,5

mM EGTA pH 8, Tris-HCI 30 mM pH 6,5, 0,5% BSA), suchy led (nugetky)
Biologicky material:
* Praseci jatra a pankreas
Pracovni postup:

* Nejprve pfipravit vzorek tkdn¢ jater/pankreatu.
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5.4

Z vétsiho kusu zmrazené tkané ve sklenéné Petriho misce umisténé na suchém
ledu (-80 °C) pomoci skalpelu a pinzety odtiznout mensi kus a rozd¢lit na malé
casti.

Do zkumavky na homogenizaci tkani navazit 15 mg dané tkané.

K 15 mg tkdné ptidat 650 ul 2% SDS (nebo MIB-L) a dale také kulicky pro
homogenizaci (pro pankreas 6 ks vétSich a pro jatra zhruba 0,623 g mensich).
Objem 2% SDS vzdy pfepocitat imérné k navaZzenému mnozstvi tkang.
Nejprve vlozit do automatickém homogenizatoru nugetky suchého ledu,
do zasobniku na to urc¢eného, aby se ochladil na 4 °C.

Vzorky dale 2 minuty pfi 4 °C homogenizovat, za néasledujicich podminek:

o Jatra 5600 rpm, 15 s/ 30 s pauza/15 s a to dvakrat.

o Pankreas 8000 rpm 20 s /30 s pauza/20 s/30 s pauza/20 s.

Homogenaty tkani nasledné prenést do 1,5 ml zkumavek a centrifugovat 9000

% g 10 minut pfi 4 °C.

Po centrifugaci odebrat supernatant a pouzit pro nasledujici kroky analyzy.

Gelova elektroforéza 1D-SDS-PAGE

Ptistroje a pomucky:

Piedvazky, analytické vahy, vortex, pH metr 1 mm skla, 1 mm hiebinky pro
ID-ELFO (15 jamek), aparatura pro ptfipravu geld, pipety, Spicky, zkumavky,

folie, elektroforetickéd vana, zdroj napéti

Reagencie a roztoky:

Destilovana voda

Ethanol

Butanol

Roztok A (30% smés akrylamidu a bisakrylamidu)
Roztok B (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

Roztok C (1 M Tris-HCI, pH 6,8)

Roztok D (10% roztok SDS)

Roztok E (10% roztok APS)
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TEMED

2x (4x) Laemmli Sample Buffer

Vlastni vzorkovy pufr (1x 62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 50 mM DTT, 10%
glycerol, 2% SDS, 0,01 % bromfenolova modr)

Elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3-8,6)
Standard molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein Dual Color

Standards)

Biologicky material:

Homogenaty tkani, bunécny lyzat se zvysSenou expresi CerS2, krev, vzorky

z afinitni chromatografie

Pracovni postup:

Ptipravit roztoky potiebné k ptipravé geld (viz tab. €. 2).
Roztok E pied pouzitim rozmrazit a protfepat na vortexu.
Roztok D pted pouzitim vyndat z lednice a vlozit do teplé vody.

Oba roztoky (D a E) pted pouzitim vytemperovat na laboratorni teplotu.

Tabulka 2 — Roztoky pro pripravu gelii pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu.

Roztok Ptiprava Uchovéani
A 29,2 g akrylamidu, 0,8 g bisakrylamidu do 30 ml destilované 4 °C (lednice)
vody, nechat 30 minut rozpustit a poté doplnéni vodou do
100 ml
B 18,15 g Tris, uprava pH pomoci 6M HCI na 8,8, doplnit 4 °C (lednice)

destilovanou vodou na 100 ml

C 12,1 g Tris uprava pH pomoci 6M HCl na 6,8, doplnit 4 °C (lednice)
destilovanou vodou na 100 ml

D 1 g SDS, doplnit destilovanou vodou na 10 ml 4 °C (lednice)
E 0,5 g APS, doplnit destilovanou vodou do 5 ml —20 °C (mrazék),
alikvoty po 250 pl

Pied pfipravou geli 1 mm skla dikladné¢ umyt a ocistit pomoci ethanolu
od veskerych nedistot.

Skla nasledné vlozit do stojanu pro ptipravu gelti a pevné zajistit.
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* Zroztoki A az E a TEMEDU (viz tab. €. 2) nésledné ptipravit roztok pro délici

a zaosttovaci gely (viz tab.¢.3)

Tabulka 3 — Objemy roztokii pro pripravu 12% deliciho gelu a zaostiovaciho gelu.

12% Délici gel Zaosttovaci gel
(na 4 gely) (na 4 gely)
Destilovana voda 6,72 ml 4,2 ml
A 8 ml 1 ml
B S5ml -
C - 0,75 ml
D 0,2 ml 0,06 ml
0,2 ml 0,06 ml
TEMED 0,008 ml 0,006 ml

» Pipetovat dle pofadi v tabulce s tim rozdilem, Ze roztok E pfidat az jako
posledni.

* Prvni pfipravit roztok pro 12% d¢lici gel, ihned po piipravé promichat bez
pfistupu vzduchu a pipetovat se mezi skla.

*  Smés pievrstvit butanolem a ponechat zhruba 30 minut polymerovat.

* Poté pomoci filtra¢niho papiru odstranit vesSkery butanol a nasledné pfipravit
roztok pro zaostfovaci gel stejnym zptisobem jako pro délici gel.

* Thned po pipetovani po horni okraj skel mezi skla vlozit I mm hiebinek tak,
aby pod nim nevznikly bubliny.

*  Opét ponechat polymerovat zhruba 15 minut.

* Skla s hotovymi gely oplachnout destilovanou vodou avlozit do folie
na navlh¢ené papirové utérky, zabalit do papirovych utérek a plastové folie
a v uzaviratelném pytliku vlozit do lednice.

*  Gely pted pouzitim skladovat v lednici 4 °C (obvykle pfes noc, maximalné 3
dny).

* Pted samotnou elektroforézou ptipravit roztoky vzorkd, které budou nasledné
pipetované do jamek gelu.

* Vzorky pipetované do jamek gelu pfipravit vhodnym fedénim se vzorkovym

pufrem (homogenat tkan€ davkovat v poméru 1:1 se vzorkovym pufrem,
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3.5

vzorky zpfipravy nosi¢e pro afinitni chromatografii a eluce se 4 x

koncentrovanym vzorkovym pufrem v poméru 1:4).

Vzorek ve vzorkovém pufru nasledné povarit v termobloku 5 minut a pted
davkovanim do gelu zhomogenizovat.

Skla s gely oplachnout destilovanou vodou a vyndat hiebinky po umisténi
skel do elektroforetické vany.

Jamky v gelu 3x proplachnout elektrodovym pufrem.

Do jednotlivych jamek gelu nasledné pipetovat vzorky ve vzorkovém pufru
(10-20 pl) a standard molekulovych hmotnosti (5 pl).

Elektrodovy pufr doplnit v elektroforetické vané po rysku, podle poctu gelt,
elektroforetickou vanu uzavtit vikem a pfipojit ji ke zdroji napéti.

Na pfistroji nastavit pozadované parametry — 0,03 A (na 1 gel), 180 V a cCas
na 60 minut (orientacné). Spustit separaci tla¢itkem RUN.

Elektroforézu ukoncit az v moment¢, kdy ¢elo doputuje na konec gelu.

Western Blotting

Ptistroje a pomucky:

Analytické vahy, $pachtle, Petriho misky, savé filtraéni papiry o vétsi tloust'ce,

nitrocelul6zova membrana, nlizky, pinzeta, valeCek, odmérné valce, Trans-Blot

Turbo

Reagencie a roztoky:

Transferovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, 0,05% SDS)

Destilovana voda

Pracovni postup:

Nejprve piipravit transferovy pufr smichanim: 3,03 g Tris, 14,4 g glycinu, 0,5

g SDS a 200 ml methanolu, roztok doplnit na 1 1 destilovanou vodou.

Dale vysttihnout nitrocelul6zovou membranu podle Sablony.

Po ukonceni elektroforézy odd¢lit skla pomoci plastové Spachtle.

Dale odstranit zaostiovaci ¢ast gelu a zbytek gelu prenést do Petriho misky

s transferovym pufrem.
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5.6

Do dalsich Petriho misek s transferovym pufrem namocit silné filtra¢ni papiry
a nitrocelul6zové membrany.

Na spodni ¢ast kazety Trans-Blot Turbo umistit silny filtraéni papir, na ngj
pomoci pinzety vlozit nitrocelul6zovou membranu a na membranu gel.

Na gel vlozit opét silny filtra¢ni papir.

Pied uzavienim zkontrolovat, pfitomnost bublin mezi gelem a membranou,
poptipad¢ bubliny odstranit.

V3e ptiklopit vikem a kazetu vlozit do pfistroje.

Na pfistroji zvolit jiz pfednastaveny program (12 V, 1,2 A, 70 min).

Po ukonceni pfenosu membrany i gely pienést do Petriho misek s destilovanou
vodou a promyt (3x5 min).

Pienos proteini z gelu na membranu zkontrolovat v nasledujicim kroku

(barveni stiibrem).

Barveni proteinii na nitrocelul6zové membrané

Ptistroje a pomucky:

Analytické vahy, nitrocelulézova membréna (po pienosu), Petriho misky,

pinzety, G:BOX Chemi XX6, alobal

Reagencie a roztoky:

Destilovana voda
Barvici roztok (0,2% AgNO3, 0,8% FeSO4, 2% citrat sodny)
Odbarvovaci roztok (50 mM thiosiran sodny, 15 mM hexakyanoZelezitan

draselny)

Pracovni postup:

Kratce pfed barvenim membrany pfipravit roztoky pro barveni a odbarveni
membrany.

Barvici navaZzenim 0,2 g AgNO3, 0,8 g FeSO4a 2 g citratu sodného a doplnénim
destilovanou vodou na celkovy objem 100 ml.

Zkumavku s roztokem prekryt alobalem.
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5.7

Odbarvovaci roztok navazenim 1,24 g thiosiranu sodného a 0,494 g
hexakyanozelezitanu draselného, opét doplnit na celkovy objem 100 ml.
Membranu po promyti destilovanou vodou pfevrstvit barvicim roztokem
(ptiblizn€ 25 ml na 1 membranu).

Inkubovat membranu v barvicim roztoku zhruba 6 minut za neustalého michani
na tfepacce.

Po inkubaci membranu dikladné promyt destilovanou vodou (3 x 5 min).
Membranu s obarvenymi proteiny nasledné vyfotit pomoci stanice G:BOX v
programu GeneSys.

Po vyfoceni membranu pievrstvit odbarvovacim roztokem a ponechat chvili
odbarvovat za stalého michani, dokud neni zcela odbarvena.

Po tomto kroku navazuje imunochemicka detekce.

Imunochemicka detekce enzymu CerS2

Ptistroje a pomucky:

Piedvazky, analytické vahy, plastové misky, nitrocelul6zovd membrana
(po pfenosu), pipety, Spicky, 50 ml zkumavka, pinzeta, rotator, izolepa, nizky,

ttepacka, G:BOX Chemi XX6

Reagencie a roztoky:

PBS-T pufr (pH 7,4) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,47 mM KH;PO4, §,1 mM
Na,HPO4 x 12 H»0, 0,1% Tween 20)

M HCI

blokovaci roztok (5% odtu¢néné susené mléko)

Primarni protilatka (anti-CerS2, kralici)

Sekundarni protilatka (HRP, anti-kralici)

Chemiluminiscencni substrat Clarity Western ECL

Pracovni postup:

Nejprve ptipravit PBS-T pufr a blokovaci roztok.

Na pfipravu jednoho litru PBS-T pufru smichat 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g
KH>POs, 2,9 g Na,HPO4 x12 H>0 a 4 ml 25% Tween 20.

Upravit pH na 7,4 pomoci 6 M HCI a roztok doplnit na pozadovany objem 1 1.
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Blokovaci roztok pfipravit navazenim 10 g suSeného mléka do 200 ml
destilované vody a fadn¢ promichat.

Po promyti membran destilovanou vodou membrany 2x promyt PBS-T pufrem.
Nasledn¢ blokovat membranu — 1 h s blokovacim roztokem na tfepacce.

V prubéhu blokace piipravit roztok s primarni protilatkou —na jednu membranu
do 2ml blokovaciho roztoku pipetovat primarni protilatku anti-CerS2 dle
vhodného fedéni udavaného vyrobcem.

Po uplynuti blokace blokovacim roztokem membranu opét dvakrat promyt
PBS-T pufrem.

Po promyti vlozit membranu stranou s proteiny dovnitf 50 ml plastové
zkumavky a pfipipetovat 2 ml roztoku s primarni protilatkou

Zkontrolovat ptitomnost bublin, zavfit a ptilepit na rotator ve vodorovné poloze
tak aby pfi otaCeni roztok omyval postupné celou membranu.

Inkubovat membranu s primarni protilatkou ptes noc (cca 17 h) pti 4 °C.
Nasledujici den membranu vlozit do plastové misky a promyt ¢tyfikrat PBS-T
pufrem po dobu 5 minut.

Nasledn¢ inkubovat membranu 1 h se sekundérni protilatkou na tiepacce, kdy
na 1 membranu 10 ml blokovaciho roztoku s konjugitem v doporu¢eném
fedéni vyrobcem.

Po inkubaci membranu promyt Sestkrat PBS-T pufrem, po dobu 5 minut.

Na zavér detekovat pfitomnost CerS2 pomoci chemiluminiscenéni detekce s
ECL substratem.

Roztok ECL pfipravit smichanim luminolu a peroxidu vodiku v poméru 1:1.
Na jednu membranu davkovat celkem 3 ml.

Membranu s ECL substratem inkubovat v pfitmi 1 minutu.

Po uplynuti inkubace membranu zaznamenat pomoci stanice G:BOX
v programu GeneSys pro ECL detekeci.

Pokud je ve vzorku pfitomny enzym CerS2, vytvoii se komplex, na ktery

se navaze konjugat, ktery je pak viditelny na pofizeném zdznamu.
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5.8

Barveni proteinii v gelu pomoci Coomassie Blue

Ptistroje a pomucky:

Petriho misky, G:BOX Chemi XX6, tfepacka

Reagencie a roztoky:

Destilovana voda
Fixac¢ni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol)

Coomassie Blue (Bio-safe Coomasie G-250 stain)

Pracovni postup:

5.9

Gely po elektroforéze nebo po Western blottingu promyt destilovanou vodou.
Nejprve gely fixovat fixaénim roztokem po dobu 30 minut.

Poté fixacni roztok odstranit a nasledné rehydratovat gely v destilované vodé
dal$ich 30 minut.

Po rehydrataci gely pirevrstvit Coomassie Blue (25 ml na 1 gel) a ponechat
barvit 1 hodinu.

Po obarveni odstranit Coomassie blue a gely n€kolikrat promyt destilovanou
vodou.

Obarvené proteiny v gelu nasledné vyfotit pomoci stanice G:BOX v programu

GeneSys.

Barveni proteinii v gelu dusi¢cnanem stiibrnym

Ptistroje a pomucky:

Piedvazky, analytické vahy, Petriho misky, pipety, Spicky, ttepacka, G:BOX
Chemi XX6

Reagencie a roztoky:

Fixac¢ni roztok (5% kyselina octova, 50% ethanol)

10% glutaraldehyd

Vyvolavaci roztok (0,05% kyselina citronova, 0,04% formaldehyd)
Ustalovaci roztok (5% kyselina octova)

9 M Hydroxid sodny

26% vodny roztok amoniaku

66



*  20% AgNO3

Pracovni postup:

* Po elektroforéze gel promyt destilovanou vodou.

* Nasledné prevrstvit fixatnim roztokem a ponechat fixovat po dobu 30 minut.

* Nasledné fixa¢ni roztok odstranit a gel ponechat 30 minut rehydratovat ve vodé¢.

* Nasledné gel 30 minut inkubovat s 10% glutaraldehydem.

* Poté gel promyt destilovanou vodou 6 x 10 minut.

* Ptipravit barvici roztok sttibra: 20% AgNO; posupné pridavat do roztoku 10 ml
destilované vody, 700 pl amoniaku a 120 ul 9M NaOH do zmény barvy a poté
doplnit destilovanou vodou do 50 ml.

* Po dikladném promyti vodou gel inkubovat 12 minut s barvicim roztokem
stiibra.

* Dadle po inkubaci gel promyt destilovanou vodou a pievrstvit vyvolavacim
roztokem.

* Ve vyvoldavacim roztoku gel ponechat do doby, nez jsou zfeteln¢ viditelné
proteiny a dokud je pozadi gelu stale ¢iré.

* Thned po zviditelnéni proteinti gel prevrstvit ustalovacim roztokem a pofidit jeho

snimek v zafizeni G:BOX Chemi XX6.

5.10 Redukce, alkylace a precipitace proteini

Ptistroje a pomucky:

» Predvazky, analytické vahy, pipety, Spicky, termoblok, chlazend centrifuga,
alobal

Reagencie a roztoky:

* 375 mM Jodacetamid (IAA)

* 100 mM Dithiotreitol (DTT)

¢ Aceton

* Kyselina trichloroctova (TCA)
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Pracovni postup:

Redukce a alkylace

K 500 pl homogenatu tkané ptidat 50 pl 100 mM DTT a povatit 10 min.
Nechat zchladnout na laboratorni teplotu.

Pridat 15 pl 375 mM TAA a inkubovat 30 min ve tmé pfi laboratorni teplote.

Precipitace

1) Acetonem

Pozadovany objem acetonu ochladit na -20 °C.

Do zkumavky k homogenatu tkané po redukci a alkylaci ptidat studeny aceton
(-20 °C) ve ctyindsobném mnozstvi precipitovaného vzorku.

Obsah zkumavky inkubovat minimalné 60 minut pti -20 °C, (nejlépe ptes noc).
Zkumavku centrifugovat 10 minut pii 8000 x g (4°C).

Po centrifugaci byl odstranit supernatant a aceton ponechat odpafit
z neuzaviené zkumavky pii pokojové teploté po dobu 30 minut.

Proteinovou peletku rozpustit ve vzorkovém pufru, vortexovat a sonifikovat 3

X 5 min.

2) TCA

K homogenatu tkané po redukei a alkylaci ptidat (1/2 objemu) 50 % (w/v) TCA
(0 °C).

Inkubovat na ledu pti 0 °C po dobu 10-20 min.

Centrifugace 8000 x g 4°C pro peletovani proteinu.

Peletku resuspendovat ve vzorkovém pufru, vortexovat a sonifikovat 3x 5 min.

Upravit pH pted elektroforézou.

3) Precipitace TCA v acetonu

K homogenatu tkan¢ po redukci a alkylaci ptidat 15% TCA v acetonu (-20 °C)
v poméru 4:1.

Inkubovat pti -20 °C po dobu 20-60 min.

Centrifugace 8000 x g pii 4 °C pro peletovani proteinu.

Odstranit supernatant, proteinovou peletku rozpustit ve vzorkovém pufru
vortexovat a sonifikovat 3x 5 min.

Pted elektroforézou upravit pH.
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4) Precipitace acetonem

* Do zkumavky k homogenatu po redukci a alkylaci pfidat Sestindsobek
objemu vzorku studeného acetonu (-20 °C).

* Centrifugovat 10 minut pti 8000 x g.

* Resuspendovat ve vzorkovém pufru a zahtat 10 min na 70 °C vortexovat

a sonifikovat, 3x 5 min.

5.11 Izolace CerS2 z krevnich bunék

Ptistroje a pomucky:

* Zkumavky, pipety, Spicky, chlazena centrifuga

Reagencie a roztoky:

* Krev, izola¢ni pufr MIB-L (D-manitol 225 mM, D-sachar6za 75 mM, 0,5 mM

EGTA pH 8, Tris-HCI 30 mM pH 6,5, 0,5% BSA), 2% SDS, PBS (7.,4)

Pracovni postup:
Z plné krve:

* K 500 pl krve ptidat 1,5 ml izola¢niho roztoku MIB-L nebo 2% SDS.

* Celkovy objem 2 ml centrifugovat, 600 x g, 5 min, 4 °C.

* Odebrat supernatant, ponechat peletku.

» Dale centrifugace 9000 x g 10 min, 4 °C.

*  Odebrat supernatant a peletky resuspendovat v 10 ul PBS (7.,4).

Z vrstvy buffy coat:

* K mnozstvi 100 pl bufty coatu ptidat 400 pl PBS.

» Pridat opét 1,5 ml izolaéniho roztoku MIB-L (pomér 1:3).

* Celkovy objem 2 ml centrifugovat, 600 x g, 5 min, 4 °C.

* Odebrat supernatant, ponechat peletku.

» Dale centrifugace supernatantu 9000 x g 10 min, 4 °C.

* Odebrat supernatant a ob¢ peletky resuspendovat ve 20 pl PBS (7.,4).
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5.12 Stépeni proteinii v gelu po elektroforetické separaci

Ptistroje a pomucky:

Piedvazky, analytické vahy, skalpel, zkumavky, pipety, Spicky, temperovana

ttepacka (Thermoshaker), odparka (SpeedVac), gel po obarveni Coomassie

Reagencie a roztoky:

100 mM Hydrogenuhli¢itan amonny (NHsHCO3)

10 mM Dithiotreitol (DTT)

55 mM Jodacetamid (IAA)

Acetonitril pro LC/MS analyzy (ACN)

Kyselina mravenci (FA)

Kyselina trifluoroctova (TFA)

Roztok trypsinu (10 ng/ul)

(200 pl roztoku: 20 pul NH4HCO;3 + 20 pl ACN + 20 pl rozpusténého trypsinu
(zasobni roztok 100 ng/ul) + 140 pl destilované vody)

Deionizovana voda

Pracovni postup:

Vybrané ¢asti se z gelu obarveného Coomassie pomoci skalpelu vytiznout a
ptenést do 1,5 ml zkumavek.

Dale tyto kousky gelu pomoci $picky rozbit na mensi kousky (zhruba 1mm?).
Pro odbarveni k ¢astem gelu ptidat 100 pl roztoku (40% ACN v 50 mM
NH4HCO:3) a nechat 15 minut inkubovat.

Poté odebrat obarveny supernatant a tento krok opakovat, dokud ¢asti gelu
nejsou bezbarvé.

Nasledné pridat 400 ul ACN, casti gelu zbélaji, obsah zkumavky promichat na
vortexu a odstranit supernatant.

Dale ptidat 30-50 ul 10 mM DTT, promichat na vortexu a inkubovat 30 minut
pii 60 °C.

Po inkubaci odebrat supernatant a opét ptidat 400 pul ACN.

Casti gelu zbé&laji, obsah zkumavky promichat na vortexu a odstranit

supernatant.
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Dale ptidat 30-50 ul 55 mM TAA, promichat na vortexu a inkubovat 30 minut
pfi laboratorni teploté.

Opét pridat 400 ul ACN, casti gelu zbélaji, obsah zkumavky promichat
na vortexu a odstranit se supernatant.

Proti nadmérné alkylaci ¢asti gelu promyt 200 pul 100 mM NH4HCO:s.

Opét je pridat 400 pul ACN, ¢asti gelu zbélaji, obsah zkumavky promichat na
vortexu a odstranit supernatant.

Nasledné k ¢astem gelu ptidat 30-50 pl roztoku trypsinu (10 ng/ul) a nechat ho
do casti gelt vsaknout na ledu nebo v lednici.

Po uplynuti 30 minut zkontrolovat hladinu roztoku.

Pokud nejsou ¢asti gelu zcela ponoiené, je nutno pfidat roztok trypsinu tak aby
tomu tak bylo.

Nezavisle na ptedchozim kroku pokracovat v inkubaci v lednici dalSich 45 min.
Po inkubaci ptidat 50-100 pl 100 mM NH4HCO:s.

Zkumavky se vzorky inkubovat ptes noc pti 37 °C v tfepacce 450 rpm.

Po inkubaci okyselit 5% TFA a nechat stit 30 min, nasledné¢ odebrat
supernatant do €isté zkumavky.

Poté pridat k ¢astem gelu 100-200 pl 100 mM NH4HCO3 a nechat 30 min stat.
Po inkubaci opét okyselit 5% TFA, nasledné odebrat supernatant do zkumavky
s jiz pfedchozim odebranym supernatantem.

Ove¢tit kyselost vzorku.

Supernatant nasledné vysusit v odparce.

Takto pfipravené vzorky odsolit na mikrokolonkéch.

5.13 Odsoleni vzorku na mikrokolonce

Ptistroje a pomucky:

Mikrokolonky (reverzni faze C18), laboratorni stojan, plastovy stojan pro
mikrogradientovou eluci s drzaky, zavazi (75 g, 150 g), plynotésna stiikacka

25 pl a 50 pl, pipety, Spicky zkumavky

Reagencie a roztoky:

Methanol
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Acetonitril (ACN)
Kyselina trifluoroctova (TFA)

Ultradista voda

Pracovni postup:

Nejprve pfipravit mobilni faze v celkovém objemu 1 ml dle tabulky ¢.4.
Vysuseny vzorek rozpustit ve 20 ul 2% ACN/0,1% TFA.

Stiikacka promyt 25 pl methanolu.

Jehlu stiikacky naplnénou methanolem nasadit do $irSiho konce mikrokolonky
(5-10 mm hluboko).

Stiikacku umistit do drzaku, poté nasadit zavazi na pist stiikacky.
Mikrokolonku promyt stejnym zpisobem také pomoci 25 pl ACN.

Po promyti mikrokolonky do mikrostfikacky nasat 25 ul 80% ACN/0,1% TFA
a op¢t nasadit na mikrokolonku a zatizit.

Mikrokolonku poté pted aplikaci vzorku ekvilibrovat 10 pl 2% ACN/0,1%
TFA.

Nasledné na kolonku aplikovat vzorek a nasledné 10 pl 2% ACN/0,1% TFA.
Pied tvorbou mikrogradientu stfikacku promyt 40% ACN/0,1% TFA.

Pro samotnou eluci vzorku pomoci postupného nasati 4 pl jednotlivych
mobilnich fazi dle potadi jaké je uvedeno v tabulce ¢.5 vytvorit mikrogradient
ve 25 ul stiikacce.

Takto pfipravenou stiikacku opét pfipevnit k mikrokolonce a zatizit zavazim.
Eluat sbirat do 0,5 ml zkumavky.

Takto precisténé vzorky vysusit a uschovat pro dalsi analyzy (LC-UV, LC-
MS).

Po eluci kolonku promyt 80% ACN/0,1% TFA.
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Tabulka 4 — Priprava mobilnich fazi pro mikrogradientové precistént peptidil.

Slozeni
Mobilni faze Deionizovana voda [pl] 1% TFA [ul] ACN [ul]
2% ACN/0,1% TFA 830 100 20
8% ACN/0,1% TFA 820 100 30
16% ACN/0,1% TFA 740 100 160
24% ACN/0,1% TFA 660 100 240
32% ACN/0,1% TFA 580 100 320
40% ACN/0,1% TFA 500 100 400
80% ACN/0,1% TFA 100 100 800
Tabulka 5 — Tvorba mikrogradientu v mikrostrikacce.
Potadi Mobilni faze Nasaty objem [pl]
1 40% ACN/0,1% TFA 4
2 32% ACN/0,1% TFA 4
3 24% ACN/0,1% TFA 4
4 16% ACN/0,1% TFA 4
5 8% ACN/0,1% TFA 4
6 2% ACN/0,1% TFA 4
5.14 Stépeni proteina v roztoku
Ptistroje a pomucky:
* Predvazky, analytické vahy, zkumavky, pipety, Spicky,

termoblok,

temperovana tfepacka (Thermoshaker), odparka (SpeedVac), centrifuga

Reagencie a roztoky:

* Aceton

* Acetonitril (ACN)
* 4% Deoxycholat sodny (DOC) ve 100 mM NH4sHCO3
*+ 200 mM DTT

* Ethylacetat saturovany vodou (EA)

* Hydrogenuhli¢itan amonny

* 400 mM TIAA
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10% a 1% Kyselina trifluoroctova (TFA)
Methanol
Trypsin

Ultra ¢ista voda

Pracovni postup:

Redukce alkylace a srazeni proteinii acetonem

Odebrat 50 pl homogenatu tkan¢ (odhadované mnozstvi: asi 200 pg
proteinového materidlu) (pfipraveného dle postupu pro piipravu vzorku tkan¢)
do 1,5 ml zkumavky.

Piidat 10 pL 200 mM DTT (Cerstvé pfipravené¢ho) a vafit 10 minut
v termobloku.

Nechat vychladnout na laboratorni teplotu.

Pridat 11 pl 400 mM IAA (Cerstvé pfipravené) a inkubovat 30 minut pii 25 °C
ve tmé (stojan se zkumavkami piekryt alobalem).

Naésledné piidat 2 ul 200 mM DTT a ponechat 10 minut pii laboratorni teploté.
Nasledné ptidat 6x objem piedem vychlazeného acetonu na -20 °C.

Inkubovat pfi -20 °C po dobu nejmén¢ 4 hodiny, nejlépe ptes noc.

Vzorky nasledné centrifugovat 8000 x g, 10 minut, 4°C.

Opatrné vyjmout aceton, aniz by se narusila bila peletka.

Dale pfidat 6% objeml pifedem vychlazeného acetonu (-20 °C) pro promyti
srazeniny, jemn¢ promichat, opét centrifugovat, 8000 x g, 10 minut, 4 °C.
Opatrné vyjmout aceton, aniz by se narusila bila peletka.

Peletku ponechat kratce zaschnout pfi teploté mistnosti v digestofi po dobu

10 min (odpafit aceton bez ptesuseni).

Rozpusteni proteinové peletky v DOC

Nasledné ptidat 200 pl 4% DOC (0,1 g/ml) ve 100 mM NH4HCO3

Pro rozpusténi peletky sonifikovat 5 minut v sonikaéni 1azni, varit 3 minuty.
Vzorek ziedit na kone¢nou koncentraci 1 % DOC (ptidejte 3 objemy = 600 pl)
pomoci 100 mM NH4HCO:s.

Nasledné ptidat 50 pl 200 ng/pl trypsinu ve 100 mM NH4HCO:s.
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Zkontrolovat pH, mélo by byt okolo 7,8, kdyZz pH je mensi nez 7, pridat malé
mnozstvi 1 M NH4HCO:s.

Inkubovat ptes noc pii 37 °C.

Odstranéni DOC ze vzorku

Vzorky dat na led.

Ptidat okolo 50 pl ledové studené 10% TFA.

DOC se zane srazet a vytvoii se bila sraZenina.

Zkontrolovat pH — mélo by byt pod 3,5.

Vzorky centrifugovat pii 4000 x g, dobu 10 minut, pii 4°C.

Supernatanty ptenést do ¢istych 2,0 ml zkumavek.

Srazeninu DOC promyt 100 pl 1% TFA a opét centrifugace pii 4000 x g,
10 minut, pti 4°C.

Supernatant pienést do stejnych 2 ml zkumavek s diive jiz odebranym
supernatantem.

K takto pfipravenym supernatantim piidat 750 ul EA.

Radné vortexovat po dobu 30 s.

Vzorky centrifugovat 1 minutu.

Nasledné opatrné odstranit horni organickou vrstvu EA (bez odstranéni spodni
vodné vrstvy).

Ethylacetat ptidat a odstranit celkem pétkrat.

Vzorky vysusit (zbyvajici vrstva EA) na pfiblizné€ jednu tetinu objemu pomoci
vakuové centrifugy.

Poté¢ dotedit zbyvajici objem na pivodni objem pomoci 0,1% TFA a vzorky

ptecistit na SPE kolonkach C18.

5.15 Odsoleni vzorku na SPE kolonce

Ptistroje a pomucky:

Pipety, $picky, zkumavky, SPE kolonky, plastova sttikacka, vakuovy manifold

Reagencie a roztoky:

Acetonitril (ACN)
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* 1% Kyselina trifluoroctova (TFA)

¢ Methanol
e Ultracista voda

Pracovni postup:

* Nejdfive kolonky promyt 300 pul methanolu.
* Ptipravit elu¢ni roztok 50% ACN/0,1% TFA a 0,1% TFA.

* Nasledné postupovat dle nize uvedené tabulky ¢. 6 po jednotlivych krocich

nasledovné:

* promyti 100% ACN pak 50% ACN/0,1% TFA
» ekvilbrace 0,1% TFA

* naneseni vzorku provést 2 X, po prvnim naneseni sbirat do zkumavky

a nanést znovu

* vzorek eluovat 2 x pomoci 150 pl

* Po nadavkovani roztoku ¢i vzorku nechat roztok protéct kolonkou

na vakuovém manifoldu ¢i se protlacit pres kolonku pomoci plastové stiikacky.

Tabulka 6 — Postup precisteni peptidit na Empore SPE CI8.

Kroky Roztok Empore SPE C18
Promyti 100% ACN 300 pl
50% ACN/ 0,1% TFA 300 ul
Ekvilibrace 0,1% TFA 300 pl
Naneseni vzorku (2x) vzorek 300-1000 pl
Promyti 0,1% TFA 2x 150 pl
Eluce 50% ACN/ 0,1% TFA 2x 150 pl

5.16 Bazicka mikrogradientova frakcionace peptidi na reverzni

fazi

Ptistroje a pomucky:

* Mikrokolonky (reverzni faze C18), laboratorni stojan, plastovy stojan pro

mikrogradientovou eluci s drzaky, zavazi (75 g, 150 g), plynotésna stiikacka

25 pl a 50 pl, pipety, Spicky, zkumavky

Reagencie a roztoky:
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Acetonitril ACN

1% Kyselina trifluoroctova (TFA)

Methanol

200 mM Mraven¢an amonny (pH 10)

Ultradista voda

Smésné vzorky ze Sté€peni v roztoku

Pracovni postup:

Nejprve pfipravit mobilni faze v celkovém objemu 1 ml dle tabulky €. 7.

Tabulka 7 — Priprava mobilnich fazi pro manualni frakcionaci peptidii na reverzni fazi v bazickém prostiedi.

SloZeni

Mobilni faze Deionizovana voda [pul] | 1% TFA [ul] ACN [pl]
2% ACN/0,1% TFA 880 100 20

80% ACN/0,1% TFA 100 100 800
Mobilni faze Deionizovana voda [ul] | 200 mM HCOONHj, [pl] ACN [pl]
2% ACN/20 mM HCOONH4 880 100 20

8% ACN/20 mM HCOONH4 820 100 80

16% ACN/20 mM HCOONH, | 740 100 160

24% ACN/20 mM HCOONH; | 660 100 240

32% ACN/20 mM HCOONH;4 | 580 100 320

40% ACN/20 mM HCOONH, | 500 100 400

* VysuSeny vzorek rozpustit ve 20 ul 2% ACN/0,1 % TFA.

» Stiikacku promyt nasatim 25 pl methanolu.

» Jehlu stiikacky naplnénou methanolem nasadit do §irSiho konce mikrokolonky
(5-10 mm hluboko).

» Stiikacku umistit do drzéku, poté nasadit zavazi na pist stiikacky.

* Kolonku promyt takto také pomoci ACN a 80% ACN/0,1% TFA.

* Mikrokolonku  poté
2% ACN/0,1% TFA.

* Nasledn¢ na kolonku aplikovat vzorek a nasledné 10 pl 2% ACN/0,1% TFA.

pfed aplikaci vzorku ekvilibrovat 10 pl

* Pro ekvilibraci kolonky na bazické prostiedi a zaroven eluci kyselych proteinti

aplikovat 25 ul 2% ACN/200 mM HCOONHj4. Sbirat jako frakei €. 1.
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Tabulka 8 — Tvorba mikrogradientu v mikrostiikacce, pro manualni frakcionaci peptidii na reverzni fazi

Pred tvorbou mikrogradientu

HCOONHLa.

Pro samotnou gradientovou eluci vzorku nasat po 8 pl jednotlivych mobilnich

tazi dle potadi, jak je uvedeno v tabulce €. 8 a vytvofit mikrogradient v 50ul

stiikacce.

v bazickém prostred.

5.17 Imobilizace IgG na magnetické castice s karboxylovou

stiikacku promyt 40%

Potadi Mobilni faze Nasaty objem [pl]
1 40% ACN/20 mM HCOONH,4 8
2 32% ACN/20 mM HCOONH4 8
3 24% ACN/20 mM HCOONH4 8
4 16% ACN/20 mM HCOONH,4 8
5 8% ACN/20 mM HCOONH4 8
6 2% ACN/020 mM HCOONH4 8

Takto pfipravenou stiikacku opét pfipevnit k mikrokolonce a zatizit zavazim.
Eluaty o objemu 3 pl postupné sbirat do 0,5ml zkumavek. Celkem odebrat 16
frakci (€. 2-17). Vzorky vysusit a uschovat pro dalsi analyzy (LC-UV, LC-MS).

Po eluci kolonku promyt 80% ACN/0,1% TFA.

funk¢ni skupinou (ProMag-COOH)

Ptistroje a pomucky:

Rotator, automatické pipety, Spicky, zkumavky, vortex, ultrazvukova lazen,

analytické vahy, magneticky separator

Reagencie a roztoky:
0,1 M MES pufr (pH 6)

0,1 M HEPES pufr (pH 7,4)
0,1 M TRIS pufr (pH 7)
0,039 M EDAC v MES pufru
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0,0057 M Sulfo-NHS v MES pufru
Magnetické ¢astice Promag®1 series COOH (PMCI1N) priimér 0,942 pum, 2,5%
roztok = 40 pl roztoku magnetickych ¢astic = 1 mg Castic

Roztok s protilatkami antiCerS2 IgG

Pracovni postup:

Odebrat jeden miligram magnetickych castic Promag®]1 series COOH
(PMCIN) =40 pul poradné resuspendovat a 3 x promyt 2 ml MES pufru (vortex,
1 minuta ultrazvukova lazen).

Nasledné¢ c¢astice resuspendovat v 1ml MES pufru.

Vlozit zkumavku do magnetického separatoru, odebrat supernatant a k ¢asticim
ptidat 200 ul MES pufru.

Poté navazit 5 mg S-NHS a rozpustit ve 400 pul MES pufru.

Dale navazit 30 mg EDAC.

Magnetické ¢astice resuspendovat (vortex a ultrazvukova lazen 2 min).

EDAC rychle rozpustit ve 400 pl MES pufru a ihned pfidat k magnetickym
casticim.

Obsah zkumavky promichat a ptidat pfipraveny roztok S-NHS.

Opét obsah zkumavky promichat na vortexu a s timto reakénim roztokem
ponechat castice inkubovat na rotitoru za pomalych oti¢ek 30 minut
pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci odstranit supernatant a ¢astice jsou dvakrat promyt 1 ml MES pufru
(vortex a ultrazvukova lazen 1 min).

Po odstranéni supernatantu ¢astice resuspendovat v 500 ul HEPES pufru.
Dale ptipravit roztok s IgG protilatkou anti-CerS2.

5 ng protilatky ptidat do HEPES pufru a doplnit na finalni objem 500 pl.
Roztok protilatek v HEPES pufru pfidat k magnetickym casticim v HEPES
pufru.

Poté Castice ponechat inkubovat na rotatoru pii pomalych otackéach pies noc
v lednici (4 °C).

Po inkubaci odebrat supernatant a ponechat ho pro dal$i analyzu (vazebna

frakce).
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+  Castice nasledné promyt 2 x 2 ml Tris, 2 x 2 ml MES a 1 x 2 ml HEPES.
« Castice poté skladovat ve 200 ul Tris pfi 4 °C.

5.18 Izolace CerS2 ¢asticich na ProMag-anti-CerS2 IgG
Ptistroje a pomucky:
* Rotator, automatické pipety, Spicky, vortex, ultrazvukova lazen, analytické
vahy, magneticky separator
Reagencie a roztoky:
+ Castice ProMag s imobilizovanymi protildtkami proti CerS2
* PBS pufr (pH 7,4)
*  PBS-T pufr (pH 7,4)
* 1% deoxycholat (DOC) v 50 mM NH4HCO3
* 0,1 M glycinovy pufr (pH 2,5)
* 1 MNH4OH (pH 11)
* 1M Tris (pH 9,4)
*  Bunény lyzat, homogenat tkané
Pracovni postup:
* Nejdifive magnetické Castice s imobilizovanymi protiladtkami promyt PBS
pufrem (3-5x), vortex a ultrazvukova ldzen 1 min.
* Nasledn¢ ¢astice prenést do 200 pl PBS, vortex a ultrazvukova lazen 1 min.
* Kcasticim pfidat 10 x nafedény bunéény lyzat/jaterni homogenat
ve 200 pul PBS.
» Inkubovat pfes noc na rotatoru pii 4 ° C.
* Po ukonceni inkubace odebrat supernatant a uschovat pro dalsi analyzu.
+ Castice dale 3-5x promyt studenym PBS na rottoru 3 minuty pii pomalych

otackach.
Kysela eluce

» Ptidat 100 pl glycinového pufru, vortex a 10 min tfepacka (1000 rpm/ 37 °C)

* Nasledn¢ odebrat supernatant a uschovat pro dalsi analyzu.
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* Eluci opakovat celkem 3-5 x.

» Pak uprava pH pomoci Tris 0 pH=9,4 (5 pl na 100 pl roztoku)

Eluce DOC v NH/HCOj3
» Ptidat 100 pl 1% DOC v NH4HCO3
* 1 min vortex, 3 min UZ, 5 min tfepacka (1000 rpm, 37 °C), 1 min UZ, 5 min
trepacka (1000 rpm, 37 °C), 1 min UZ
* Odebrat supernatant, uschovat pro dalsi analyzu

* Eluci opakovat 3-5 x.

Zasadita eluce IM NH,OH

+ Pridat 100 ul 1M NH4OH

* 1 min vortex, 3 min UZ, 5 min tiepacka (1000 rpm, 37 °C), 3 min UZ, 10 min
trepacka (1000 rpm, 37 °C), 1 min UZ

* Odebrat supernatant a uschovat pro dalsi analyzu

* Eluci opakovat 3-5 x.
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6 VYSLEDKY

6.1 Izolace ceramidsyntazy z tkani

Prvnim ukolem experimentalni ¢asti této prace bylo zavést metodu pro izolaci
CerS2 ztkani (jatra, pankreas). Nejprve byly vzorky tkani homogenizovany
v izola¢nim pufru MIB-L (Microsome isolation buffer — liver) a bylo postupovano
podle postupu uvedené¢ho ve ¢lanku [93], ktery popisuje izolaci endoplazmatického

retikula z mysich jater. Struéné schéma postupu je zndzornéno na obrazku ¢. 24.

vzorek tkané
15 mg + 650 pl MIB-L

—l homogenizace

!

centrifugace
5 min, 600 x g

!

centrifugace
10 min, 9000 x g

!

centrifugace
30 min, 20000 x g

Obrazek 24 — Centrifugacni protokol 600 g 5 min, 9000 g 10 min a 20000 g 30 min.

V prvnim kroku centrifugace (600 x g, 5 min) homogenatu tkané, se na dné
zkumavky usazuji jadra, neporuSené bunky a zbytky bunck. Ve druhém kroku
(9000 x g, 10 min) se oddéli ER (supernatant) od surovych mitochondrii, které
lze pozorovat jako peletku. Po odstfedéni supernatantu z ptedchoziho kroku
pfi20 000 x g po dobu 30 minut se vytvoii peleta obsahujici predevsim

plazmatickou membranu a dal$i membrany i ER.
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Po kazdém kroku centrifugace byla schovana peletka a alikvot supernatantu
pro dalsi analyzy. Bylo ovéfeno, jaky vliv na Cistotu a stabilitu izolovanych proteint
ma pridavek hovéziho sérového albuminu do MIB-L pufru. VSechny dil¢i kroky
izolace (frakce) byly ovéfovany pomoci SDS-PAGE, barveni Coomassie Blue,
stiibrem a také pomoci WB s imunochemickou detekei proteinu CerS2. VSechny
frakce byly zhodnoceny na pfitomnost enzymu CerS2 (protein o Mw 45,47 kDa).

Tato analyza byl n¢kolikrat opakovana.

Mw 1 2 3 45 6 7 8 910 11 12

150 kDa Pt
100 kDa AR S —
75 kDa

50 kDa W— - - -
37 kDa

— . —

25 kDa
20 kDa
15 kDa

Obrazek 25 — Western blot analyza frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — zhodnoceni vlivu
BSA vpufru MIB-L, tkan jater. Ve vymezeném ramecku lze pozorovat pritomnost proteinu CerS2

v jednotlivych frakcich.

Myw — marker molekulovych hmotnosti, 1- peletka 600 x g MIB-L bez BSA, 2 — peletka 600 x g s BSA, 3 —
peletka 9000 x g bez BSA, 4 —peletka 9000 x g s BSA, 5 — peletka 20000 x g bez BSA, 6 — peletka 20000
x g s BSA, 7— supernatant 600 x g bez BSA, 8 — supernatant 600 X g s BSA, 9— supernatant 9000 x g bez
BSA, 10 — supernatant 9000 x g s BSA, 11 — supernatant 20000 x g bez BSA, 12 — supernatant 20000 x g
s BSA.

Ve vymezeném ramecku (viz obr.25) byly pozorovany prouzky, odpovidajici
dle Mw a reaktivity se specifickou protilatkou proteinu CerS2, v jednotlivych
frakcich z izolace. V oblasti o¢ekavané molekulové hmotnosti byly nejintenzivné;si
prouzky =z frakci 1-5 tedy zpeletek. Konkrétné nejintenzivngj$i signal byl
ve frakcich 3 a 4, v peletce 9000 x g. Ve frakcich 7-12 (supernatantech) signal
odpovidajici proteinu CerS2 nebyl tak intenzivni a jsou zde viditelné prouzky
o molekulové hmotnosti okolo 100 kDa, z toho bylo mozné usoudit, Ze se mize

jednat o dimery CerS2 anebo jiné proteinové interakce s CerS2.
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My 1 2 3 4 5 6

150 kDa . ’ —
100 kDa
75 kDa

50 kDa

wie (W@ W @ @ e @

25 kDa
20 kDa

15 kDa
Obrazek 26 —Western blot analyza frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — zhodnoceni viivu

BSA v pufru MIB-L, tkan jater, peletky. Ve vymezeném ramecku Ize pozorovat pritomnost proteinu CerS2 v

jednotlivych frakcich.

Mw — standard molekulovych hmotnosti, 1— peletka 600 x g bez BSA, 2 — peletka 600 x g s BSA, 3 —peletka
9000 x bez BSA, 4 — peletka 9000 x g s BSA, 5 — peletka 20000 x g bez BSA, 6 — peletka 20000 x g s BSA

Ve vymezeném ramecku (viz obr. ¢. 26) byl opét vidét prouzek odpovidajici
dle Mw a reaktivity se specifickou protilatkou proteinu CerS2 ve vSech jednotlivych
frakcich z izolace. Nejintenzivngj$i signal poskytovaly frakce 3 a 4 tedy peletky
9000 x g. Dale bylo mozné pozorovat nepatrny rozdil mezi jednotlivymi prouzky
ve tvaru (mezi 1 a 2, 3 a 4 a 5 a 6 frakci). Rozdil byl zplisoben ptitomnosti
¢inepfitomnosti BSA vizolaénim pufru. Ztoho bylo mozné vyvodit,
ze homogenizace v izola¢nim pufru bez BSA ma maly vliv na tvar prouzku
pfi elektroforéze a vysledné imunochemické detekci CerS2. Z téchto vysledka
vyplyvalo, ze pfitomnost BSA neméla zasadni vliv na vysledky a také, Ze jeho

pfitomnost v izola¢nim pufru pro izolaci CerS2 neni nutna.
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My 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa
37 kDa - - hnd —

25 kDa
20 kDa

15 kDa

Obrazek 27 — Western blot analyza frakci s imunochemickou detekct pro protein CerS2 — zhodnoceni viivu
BSA v pufiru MIB-L, tkan pankreatu (1-6) tkan jater (7-8), supernatanty. Ve vymezeném ramecku lze
pozorovat pritomnost proteinu CerS2 v jednotlivych frakcich.

M,, — standard molekulovych hmotnosti,1 — supernatant 600 x g MIB-L bez BSA, 2 — supernatant 600 X g
s BSA,3 —, supernatant 9000 x g bez BSA, 4 — supernatant 9000 x g s BSA, 5 — supernatant 20000 x g bez
BSA, 6 — supernatant 20000 x g s BSA, 7 — supernatant 600 x g MIB-L bez BSA, 8 — supernatant 600 X g
s BSA, 9 — supernatant 9000 x g bez BSA, 10 — supernatant 9000 x g s BSA, 11 — supernatant 20000 x g
bez BSA, 12 supernatant 20000 x g s BSA.

Ve vyznaceném ramecku (viz. Obr. €.27) bylo mozné pozorovat prouzek
odpovidajici dle Mw a reaktivity se specifickou protilatkou proteinu CerS2. Tento
prouzek byl pozorovan pouze ve frakcich ziskanych izolaci z jaterni tkan€, nikoliv
ve frakci ziskané z pankreatické tkdné. Okolo molekulové hmotnosti 100 kDa bylo
mozné opét pozorovat specificky signal odpovidajici proteinu CerS2, jak bylo jiz
zminéno vySe mohlo by se jednat o dimer ¢i jinou molekulovou interakcei s CerS2.
Nejsilngjsi signal byl ve frakcich 7 a 8 coz korespondovalo s vysledkem u peletek
(s obr. ¢. 26), kde byl nejsilngjsi signal v peletkdich 9000 x g, které vznikaji

centrifugaci supernatantu z pfedchoziho kroku 600 x g.
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100 kD
75 kDa
50 kDa
37 kDa
25 kDa
20 kDa

15 kDa

Po nezdaftilém pokusu o izolaci CerS2 a z hodnoceni vlivu BSA v izola¢nim
pufru ztkan¢ pankreatu byl stejny postup opakovan znovu pouze pro tkan

pankreatu.

My 1 2 3 4 5 6 My 1 2 3 4 5 6

100 kDa
75 kDa
50 kDa
37 kDa
25 kDa
20 kDa

A) B)

15 kDa

| e B -

Obrazek 28 — Western blot analyza frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — zhodnoceni

viivu BSA v pufiru MIB-L, tkan pankreatu A) supernatanty, B) peletky.

M,, — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 600 x g MIB-L bez BSA, 2 — 600 x g s BSA, 3 -9000 x
gbez BSA,4-9000 x gs BSA, 5—-20000 x g bez BSA, 6 —20000 x g s BSA.

V ocekavanych oblastech molekulové hmotnosti mezi 37 a 50 kDa (viz obr. €.
28) nebyla zfetelnd piitomnost prouzku odpovidajicimu proteinu CerS2 patrna.
Uplna absence specifického prouzku pro CerS2 naznagovala vyznamnou degradaci
sledovan¢ho proteinu. V oblasti menSich Mw byly viditelné specifické prouzky
(oznacené rameckem), které mohly odpovidat fragmentiim degradovaného enzymu
CerS2. V pribéhu piipravy vzorku a izolace tedy nejspiSe dochéazelo k degradaci

analyzovaného proteinu.

Nasledné byl stejny postup opakovan znovu se stejnymi, ale Cerstvé
pfipravenymi izola¢nimi roztoky MIB-L s BSA a bez BSA (A a B) a také s jinou
casti tkan¢ pankreatu (C a D). Pro kontrolu spravného postupu vsech krokt analyzy

byl do posledni jamky zatazena frakce z izolace tkané jater, peletka 9000 x g.
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100 kDa
75 kDa
50 kDa
37 kDa
25 kDa
20 kDa

15 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa - | -
37 kDa
25 kDa
20 kDa

15 kDa

Obrazek 29 — Western blot analyza frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — zhodnoceni viivu

BSA v pufiru MIB-L, tkan pankreatu A), C) supernatanty, B), D) peletky,

M,, — standard molekulovych hmotnosti, 1- 600 x g MIB-L bez BSA, 2 — 600 x g s BSA, 3 -9000 x g bez
BSA, 4 -9000 x g s BSA, 5 —20000 x g bez BSA, 6 — 20000 x g s BSA, 7) kontrola, tkai jater peletka
9000 x g.

Ve vyznacenych rameccich (viz obr. €. 29) byl viditelny prouzek odpovidajici
sledovanému proteinu CerS2 pouze v kontrolnim vzorku tkéné jater. V oblasti
mensSich Mw u vzorkt frakci ziskanych z peletek byly opét viditelné specifické
prouzky. Z toho bylo mozné usoudit, ze by se mohlo opétovné jednat o degradacni
fragmenty CerS2. Z vysledkii 1ze usuzovat, ze degradacni enzymy, které jsou
jak v tkani jater [134], tak hlavn¢ v tkani pankreatu [135] ptfitomny, zplsobuji
masivni degradaci vSech extrahovanych proteinii. Tato degradace byla pozorovana

ve vSech analyzovanych frakcich.
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V dal$i sérii experimenti byly testovany dal$i roztoky, ve kterych byla
provedena homogenizace odpovidajici tkané. Dale bylo vzato v uvahu, Ze enzym
CerS2 je membranovy enzym [39] a pridavek detergentu muze vést k jeho uvolnéni
z membranovych struktur a snadnéjsi izolaci [95]. Proto byl jako homogeniza¢ni
roztok pouzit detergent SDS o koncentraci 0,5%, 1%, 2% a 4% (viz obrazek ¢. 30).
Dalsi vyhodou je, ze SDS jako ucinny detergent [136] muze velice efektivné
denaturovat degrada¢ni enzymy piitomné ve vzorku. Po této zméné roztoku
pro homogenizaci tkané v SDS, byl zménén také postup centrifugace. Centrifugaci
nevznikaly peletky, jako tomu bylo v pfedchazejicich experimentech, ale vytvarel
se zretelny sediment. Byl proto misto tfech centrifugacnich kroki ponechan
v postupu pouze jeden (pouze 9000 x g 10 min), ktery v pfedchozich experimentech
poskytoval nejintenzivngjsi signal. Toto vedlo ke zjednoduseni a zkraceni poctu

separacnich krok.

8 7 6 5 Mw 4 3 21 My 1 2 3 4 56 7 8
100 kDa
75 kDa A) 100 i B)
75 kDa
50 kDa ——— 50 kDa
s 37 kD
37 kDa . - - o -0
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa . 15 kDa

— .

Obrazek 30 —Western blot analyza izolacnich frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — Zména
roztoku pro homogenizaci, rizné koncentrace SDS, tkané pankreatu, po homogenizaci a centrifugaci, 9000 x g
primarni protilatka A) LS-Bio, B) Atlas Antibodies. Ve vymezenych rameccich Ize pozorovat pritomnost proteinu

CerS2 v jednotlivych frakcich.

Mw — standard molekulovych hmotnost, 1 — 0,5% SDS sediment, 2 — 1% SDS sediment, 3 — 2% SDS sediment,
4 — 4% SDS sediment, 5 — 0,5% SDS supernatant, 6 — 1% SDS supernatant, 7 — 2% SDS supernatant, 8 — 4%
SDS supernatant.
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Ve vyznacenych rdmeccich byl viditelny prouzek, ktery dle polohy na gelu
(Mw), také reaktivity se specifickou protilatkou, odpovidajici proteinu CerS2 témét
ve vSech frakcich. Nejintenzivnéjsi signdl byl pozorovan v obou piipadech
ve frakcich 7 a 8, v supernatantech po homogenizaci tkdné s roztoky 2% a 4% SDS.
Podle ptedpokladu byl specificky prouzek odpovidajici CerS2 vice intenzivni
ve frakcich supernatantu nez v peletkach.

Na téchto dvou snimcich (obr.¢.30) byl viditelny také rozdil mezi dvéma
pouzitymi primdrnimi protilatkami proti CerS2. Prvni pouzita protilatka byla proti
celé sekvenci proteinu CerS2 (membrana A, vyrobce LS-Bio), ta druhd pouzita
protilatka byla jenom proti urcité Casti N-konce proteinu CerS2 (membrana B,
vyrobce Atlas antibodies). Protilatka proti celé sekvenci CerS2 reagovala
1 s proteiny o niz§i Mw nez je Mw CerS2 mohlo by se jednat o degradované proteiny
CerS2. Zatimco protilatka proti pouze urcité casti CerS2 reagovala pouze
s nedegradovanymi proteiny CerS2.

Izolace CerS2 ztkdné za pouziti SDS jako homogeniza¢niho roztoku byla
uspésna. Jako nejvhodnéjsi se ukazala 2% a 4% SDS. Z obrazku ¢. 30 A) byla
opetovné patrnad pfitomnost prouzku odpovidajici dle Mw a reaktivity
se specifickou protilaitkou sledovanému proteinu CerS2 vice ve frakcich

supernatantu nez ve frakcich peletek oproti centrifugaci v MIB-L pufru.

Dal8imi experimenty bylo zjiStovano minimdlni mnozstvi homogenatu tkané,
potiebné¢ho k Gspésné izolaci CerS2 ztkadni a detekci pomoci metody WB
s imunochemickou detekci pro protein Cers2. Pomoci fedici fady byla zkoumana
linearita v rozsahu 2-10 pl objemu homogendtu tkan¢ aplikovaného na gel.
Homogenaty tkani byly pfipravené stejnym postupem podle piedchozi tspésné
izolace homogenizace ve 2% SDS, centrifugace 9000 x g, 10 min. Vzdy byly
zpracovany celkem 4 vzorky tkani. Kazd4d membrana odpovidé jednomu vzorku
tkan¢. Pred naddavkovadnim vzorkli do gelu byly vzorky nafedény 2% SDS
dle tabulky €. 9 pak povafeny v poméru 1:1 ve vzorkovém pufru obsahujictho DTT

a davkovany do gelu.
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Tabulka 9 — Redéni homogendtu tkéni.

1 2 3 4 5 6
Homogenat (pl) 10 8 6 5 4 2
2% SDS (ul) 0 2 4 5 6 8
My 1 2 3 4 5 6 My 1 2 3 4 5 6
100 kDa
75 kDa A) 100 kDa B)
50 kDa 75 kDa
37 kDa 50 kDa
37 kDa - - . — - -
25 kDa
20 kDa 25 kDa
20 kDa
15 kDa o ™ e -
15 kDa
My 1 2 3 4 5 6 My 1 2 3 4 5 6
100 kDa o) 100 kDa D)
75 kDa 75 kDa
50 kDa 50 kDa
37 kDa 37 kDa e i -
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa
15 kDa

Obrazek 31 — Western blot analyza s imunochemickou detekct pro protein CerS2 — fedici Fada, tkan pankreatu,
po homogenizaci a centrifugaci 9000 x g. Ve vymezenych rameccich Ize pozorovat pritomnost proteinu CerS2

v jednotlivych frakcich. Primarni protilatka LS-Bio.

Mw — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 ul homogenatu tkané, 2 — 8 ul homogenatu tkané, 3 — 6 ul
homogenatu tkané, 4 — 5 pl homogenatu tkané, 5 — 4 pul homogenatu tkdné, 6 — 2 ul homogenatu tkané.

Na membranég po reakci se specifickou protilatkou (proti celé sekvenci CerS2 —
LS-Bio) byly zietelné prouzky odpovidajici dle Mw proteinu CerS2. Z téchto
Ctyfech membran byla vhodna ke zjiSténi linearity pomoci denzitometrického
vyhodnoceni pouze membrana B (graf ¢.1). Na ostatnich byla patrna degradace
sledovan¢ho proteinu pfitomnosti prouzkli v oblasti malych molekulovych
hmotnosti. Na membrané¢ C byly pozorovany pfitomné tfi prouzky blizko sebe
v o¢ekavané oblasti molekulové hmotnosti. Pravdépodobné ten nejnize odpovidal
sledovanému proteinu CerS2. Pfitomnost ostatnich prouzkii na membrané C okolo
vys$$ich molekulovych hmotnosti mohla vzniknout jako vedlejsi produkt pfipravy

vzorku a elektroforézy.
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Na grafu ¢.1 jezndzornéno denzitometrické vyhodnoceni membrany B,

konkrétn€ zavislost relativni intenzity na objemu pipetovaného homogenatu.

Relativni 45000
intenzita 40000
35000
30000
25000
20000
15000 y=1901,1x + 13406
10000 R>=10,56
5000
0

0 2 4 6 8 10 12
Objem homogenatu [pl]

Graf 1 — Denzitometrické vyhodnoceni membrany B po Western blott analyze pro protein CerS2, tkan

pankreatu.

Relativni intenzita odpovidd hodnoté surové intenzity (raw volume)
vyhodnocené v programu GeneTools (relativni hodnota intenzity ziskana souctem
pixell ve vyznaceném sledovaném pasmu pii denzitometrickém vyhodnoceni
vyfocené membrany po imunochemické detekci). Z grafu €.1 je patrné, Ze hodnoty
maji vzestupnou tendenci, ale ze zévislosti je zfejmé, Ze protokol poskytuje
vysledky snizkou linearitou. Pfi¢inou nejednoznaénych vysledkl byla
pravdépodobné rtiznd mira degradace proteinii ve vzorku béhem jeho pfipravy

a CasteCné i rizny pivod tkané, odebirané postupné z riiznych ¢asti zmrazené tkang.
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Stejny experiment byl proveden i se vzorky tkan¢ jater. Homogenizace tkané

byla provedena ve 2% SDS, centrifugace 9000 % g, 10 min, déale byl odebran

supernatant a nasledné pted elektroforézou byly vzorky natedény 2% SDS.

My 1 2 3 4 5 6

Mw 1 2 3 4 5 6

100 kDa A 100 kDa o
75 kDa 75 kDa
50 kDa 50 kDa
37 kDa P . e e - 37 kDa - - - - -
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa 15 kDa
Mw 1 2 3 4 5 6 Mw 1 2 3 4 5 6
100 kDa Q) D)
75 kDa 100 kDa
50 kDa 75 kDa
37 kDa = & 50 kDa
- - -~ 37 kDa | - & © e .
25 kDa -
20 kDa 25 kDa -
15 kDa 20 kDa
15 kDa

Obrazek 32 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — fedici Fada, tkar jater,

po homogenizaci a centrifugaci 9000 % g. Ve vyznacenych rameccich lze pozorovat pritomnost proteinu

CerS2 v jednotlivych frakcich. Primarni protilatka LS-Bio.

Mw — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 ul homogenatu tkané, 2 — 8 ul homogenatu tkané, 3 — 6 ul

Ve vyznacenych rameccich (viz obr.¢.32) byly pozorované prouzky odpovidajici

proteinu CerS2. Sledovany protein byl pfitomny ve vSech fedénich.
Na membrandch C a D bylo moZné pozorovat specifické prouzky s nizsi
molekulovou hmotnosti, mohlo se jednat o fragmenty CerS2 ptipadné doslo
ke zméné¢ separacnich podminek beéhem elektroforézy. K denzitometrickému
vyhodnoceni byly pouzity membrany B, C, a D. Graf ¢. 2 znézoriiuje zavislost

relativni intenzity prouzku na objemu vzorku nanaSeného do gelu.
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Relativni 90000
Iintenzita 80000

70000
60000
50000
40000

y = 5988,8x + 13239
30000 R2=0,97

20000 y =6597,5x + 35429
10000 R*=094
0

0 2 4 6 8 10 12
Objem homogenatu [pl]

Graf 2 — Denzitometrické vyhodnoceni membran B, C, D, po Western blot analyze pro protein CerS2, tkané

Jater. Cervené membrana B zelené membrana C a fialové membrana D.

Z grafu ¢.2 je patrné, Ze 1ze zaznamenat vzestupnou tendenci intenzity prouzka
odpovidajicich CerS2. Bude-li protokol pro izolaci CerS2 provadén za podminek,
kde nebude dochazet k ¢aste¢né degradaci enzymu, a bude-li provadén opakované
s vysokou peclivosti, je mozné semikvantitativné vyhodnotit mnozstvi enzymu

nachdazejiciho se v alikvotu tkdné jater, poptipadé i pankreatu.
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Stejny experiment byl opakovan se vzory tkané jater za pouziti jiné primarni

protilatky pouze proti ¢asti (N- konci) CerS2 — vyrobce Atlas Antibodies.

My 1 2 3 4 5 6 My 1 2 3 4 5 6
100 kDa A) 100 kDa B)
75 kDa i 75 kDa - =
50 kDa - 50 kDa
37 kDa I_-_. S % 37 kDa a W W WM - -
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa 15 kDa

My 1 2 3 4 5 6
100 kDa o)
75 kDa o o
50 kDa
37 kDa |._. -
25 kDa
20 kDa
15 kDa

Obrazek 33 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2 — redici Fada, tkan jater po
homogenizaci a centrifugaci 9000 * g. Ve vymezenych rameccich lze pozorovat pritomnost proteinu CerS2

v jednotlivych frakcich. Protilatka Atlas Antibodies.

Mw - standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 pl homogenatu tkdng, 2 — 8 ul homogenétu tkéné, 3 — 6 pl
homogenatu tkané, 4 — 5 ul homogenatu tkang, 5 — 4 ul homogenatu tkang, 6 — 2 pl homogenétu tkang.
Vyrazné prouzky v poloze molekulovych hmotnosti mezi 50 a 37 kDa
odpovidajici dle Mw a reaktivité se specifickou protildtkou sledovanému proteinu
CerS2 byly vyznacené rameckem. Signal specificky pro protein CerS2 byl pfitomny
ve vSech alikvotech vzorku. Na v§ech membranéch byly také patrné dalsi prouzky
v pozici odpovidajici Mw okolo 100 kDa. V ptipadé pifedchozich membran (obr.
¢.33) byla pouzita protilatka proti celé sekvenci CerS2 a byly viditelné prouzky
oniz§i molekulové hmotnosti. Specifické prouzky mohly ptedstavovat
jiz degradované casti CerS2. Pfi pouziti protilatky pouze proti N-koncové Casti
CerS2 unikatni pouze pro CerS2 byly pozorovany prouzky okolo 100 kDa. Jak bylo

jiz zminéno vySe mohlo se jednat o néjaky proteinovy komplex s CerS2 nebo dimer
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CerS2. Viditelné rozdily lze pravdépodobné pficitat rozdilné specifité a reaktivité

protilatek. K denzitometrickému vyhodnoceni byly vybrané membrany A a B.

Relativni 80000

intenzita 70000
60000
50000
[ ]
40000
30000 y =44533x + 14924
R2=10,89
20000 é
y=6902,1x + 5528,3
10000 R® = 0.03
0
0 2 4 6 8 10 12

Objem homogenatu [pl]

Graf 3 — Denzitometrické vyhodnoceni membran A a B, po Western blot analyze pro protein CerS2, tkané jater.

Modre membrana A a cervené membrana B.

Na grafu ¢.3 je zndzornéno denzitometrick¢é vyhodnoceni membran A a B,
konkrétné zavislost relativni intenzity vyhodnocované¢ho prouzku na objemu
pipetovaného homogenatu. Z grafu ¢.3 je patrné, Ze hodnoty maji vzestupnou
tendenci. Denzitometrické vyhodnoceni bylo pouze orientacni. Byla porovnavana
zavislost stupné¢ fedéni na intenzit€¢ prouzku na membran¢ po WB

s imunochemickou detekci pro protein CerS2.
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Pro potvrzeni opakovatelnosti nové optimalizovaného protokolu metody izolace
CerS2, bylo stejnym zpiisobem zpracovano a pomoci SDS-PAGE spolu s WB
a imunochemickou detekci pro protein CerS2 analyzovéano 5 alikvotd tkané jater
a také pankreatu. Kazdy vzorek byl zpracovavan stejnym zplsobem za stejnych
podminek dle optimalizovaného protokolu. Krajeni tkané na suchém ledu, vazeni,
homogenizace ve 2% SDS, elektroforéza ve vzorkovém pufru obsahujici DTT,

pfenos proteinll na nitrocelul6zovou membranu a také imunochemické detekce.

Mw 1 2 3 4 5 My 1 2 3 4 5
150 kDa A) B)
100 kDa 150 kDa
75 kDa 100 kDa = = s B =
75 kDa
50 kDa
37 kDa 50 kDa
= 0 6 - 37 kDa ([ & & & = |
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa

Obrazek 34 — Western blot analyza izolacnich frakci s imunochemickou detekci pro protein CerS2 —
homogenizace ve 2% SDS, supernatant 9000 % g, vzorky tkané pankreatu (A), vzorky tkané jater (B).

Ve vymezenych rameccich Ize pozorovat pritomnost proteinu CerS2 v jednotlivych frakcich.

1 —vzorek 1, 2 — vzorek 2, 3 — vzorek 3, 4 — vzorek 4, 5 — vzorek 5.

Ve vyznaceném ramecku na (viz obr. ¢. 34) v oekavané oblasti molekulové
hmotnosti byla patrna pfitomnost prouzku odpovidajici sledovanému proteinu
CerS2 ve vSech vzorcich tkdni. U vzorki tkané pankreatu (A) byly patrné specifické
prouzky o niz§i molekulové hmotnosti, mohlo se jednat o jiz ¢aste¢n¢ degradované
proteiny CerS2 nebo jinak chemicky modifikované. Ze ziskanych vysledka
pro vzorky tkané pankreatu bylo patrné, Ze na finalni vysledek mize mit také vliv
1 konkrétni ¢ast tkané, kterd byla odebrana a zpracovavana ze skladované tkané.
U vzorkt tkang jater (B) bylo mozné pozorovat opét prouzky okolo 100 kDa. Jak jiz
bylo zminéno, mohlo se jednat odimer nebo o jinou molekulovou
interakci s CerS2. Homogenizaci celkem péti riiznych ¢asti tkani jater i pankreatu

ve 2% SDS byla ovétena opakovatelnost metody pro izolaci CerS2.
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Po ovéfeni opakovatelnosti metody pro izolaci CerS2 pomoci WB
s imunochemickou detekci pro protein CerS2 ztkani byly dalSi experimenty
zamé&feny také na identifikaci CerS2 pomoci MS. K tomuto ovéfeni a identifikaci
izolovaného proteinu byly pouzity metody LC-UV a LC-MS. Pro identifikaci CerS2
pomoci hmotnostni spektrometrie byly pfipraveny dva gely. Z toho prvniho byly
proteiny pfeneseny na nitrocelulozovou membranu a byly inkubovany
se specifickou primarni protilatkou — proti ¢asti N konce proteinu. Druhy gel byl
po elektroforéze obarveny Coomassie a po vysledku zimunochemické detekce
toho prvniho zn¢j byly vyfiznuty konkrétni ¢asti obsahujici CerS2. Dale byly
vyfiznuté Casti gelu zpracovavéany dle postupu (viz kap.c.5.12 Stépeni v gelu).
Pomoci LC-UV analyzy byla ovéfovana opakovatelnost daného postupu a také

ovétovana Cistota vzorku pfed samotnou LC-MS analyzou.

150 kDa

100 kDa
=] [ (=]
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

Obrazek 35 — Western blot analyza s imunochemickou detekct pro protein CerS2 — vzorky tkani pankreatu
a jater, homogenizace ve 2% SDS, supernatant 9000 g. Pomoci rameckii jsou vyznacend jednotliva mista

vyFiznuti casti z gelu. Barva ramecku odpovida barvé kiivky v grafu z LC-UV (viz grafy ¢.3 a 4).

1-3 — vzorky tkané pankreatu, 4-6 — vzorky tkané jater

Ve vSech vyznacCenych rdmeccich (viz obr. ¢. 35) byla patrnd pfitomnost
specifického prouzku odpovidajicimu dle Mw a reaktivity se specifickou protilatkou
sledovanému proteinu CerS2. U tkané jater byly opét pozorovany specifické
prouzky okolo 100 kDa. Pro potvrzeni domnénky o tvorbé dimeru CerS2 byly tyto

prouzky také vytiznuty a ddle analyzovany.
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100 kDa

vzorek 3
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Retenéni ¢as [min]

Graf 4 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni

faze C18, mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky tkané jater.

Absorbance [ mU]
4

35

25

vzorek 3

vzorek

vzorek 1

0,5

12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Reten¢ni ¢as [min]

Graf 5 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni fize C18,

mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky tkané pankreatu.

Grafy €. 4 a 5 znazornuji zavislost absorbance v case. Jednotlivé kiivky
predstavuji signal peptidii ve vzorku a také informaci o Cistoté vzorku. Porovnanim

kiivek mezi sebou byla zkouména opakovatelnost ptipravy vzorkll vyfiznutim
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z gelu. Vzorky byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie na reverzni
fazi (C18) ve spojeni s UV detekcei pti 215 nm. Peptidy byly separovany pomoci
gradientu ACN/0,1% TFA. Grafy znazoriiuji chromatogramy LC-UV analyzy,
kde je zaznamenana separace tryptickych $tépnych produktl (peptidit) pomoci
kapalinové chromatografie na reverzni fazi asdetekci vUV pifi 215 nm.
Porovnanim zaznami bylo mozné vyhodnotit opakovatelnost ptipravy vzorki
vyfiznutim a §tépenim v gelu. Jak je viditelné z grafu ¢.5 vzorky tkané pankreatu
dosahovaly niz8i absorbance, nez je tomu u vzorkl jater (graf ¢.4). V jatrech
se enzym CerS2 nachazi ve vétS§im mnozstvi nez v pankreatu, v pribéhu izolace
nedochazi k degradaci proteinti proteolytickymi enzymy v takové mife jako
u vzorkll pankreatické tkané. Také bylo na prvni pohled viditelné, ze tfeti vzorek
se vyrazné odlisSuje od zbylych dvou. Dle vysledku z gelii bylo patrné, Ze je velmi
obtizné dosdhnout opakovatelnosti metody Stépeni v gelu pro dalsi analyzy vedouci
ke kvantifikaci CerS2.

Membrana WB analyzy (obr.¢.35), byla také vyhodnocena denzitometricky.
Byl porovnavan rozdil signalu pfitomnosti CerS2 ve tkanich jater a pankreatu.
Na obrazku ¢.36 je znazornén chromatogram LC-MS analyzy se zaznamem

separace tryptickych peptidl (pripraveny ze vzorku tkang jater), konkrétné zavislost

Relativni abundance

|_vzorek 1,

1l |
Lot VAT ) VU W WL M A S N e e A S e . ) , vzorek 2 |

vzorek 3

| \ { vzorek |
i 100kDa \

Cas [midf “

Obrazek 36 —Zaznam LC-MS analyzy vzorkii tkané jater Stépenych v gelu. Reverzni faze CI18, mobilni faze
gradient ACN/0,1% FA, nanoESI, Q exactive.
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relativni intenzity piki v ¢ase LC-MS analyzy. VSechny tfi zpracované vzorky
tkané jater St€épenych v gelu vykazuji podobny profil. Modry zaznam piedstavuje
vytiznuté ¢asti gelu okolo 100 kDa a vykazuje rozdily ve sloZeni. Podobnost bude
zpusobena predevsim pfitomnosti enzymu trypsinu ve vzorku, ktery byl pouzit

pro ziskani specificky nastépenych peptidu.

Relativni abundance
100

\
"“.‘\‘.'..‘J‘ " oA e Mo A LA o e R ) vzorek 1

\ Iy
0 L aMA A ) .| vzorek 2

ALY f\ L ) ) . vzorek 3

N 4
Cas [min]

Obrazek 37 — Zaznam LC-MS analyzy vzorkii tkané pankreatu Stépenych v gelu, reverzni faze C18, mobilni
faze gradient ACN/ 0,1% FA, nanoESI, Q exactive.

Na obrazku ¢.37 je zndzornén chromatogram LC-MS analyzy se zaznamem
separace tryptickych peptidi (pfipravenych ze vzorkd tkani pankreatu). Grafy
vykazuji podobny profil, jsou zde ale patrné ingkteré rozdily. Tteti vzorek
se od dvou predeslych odlisuje vyskou 16 a 17 minutou, a i nékteré dalsi piky jsou
podstatné vyssi. Pfi¢inou odliSnosti je nejspiSe rozdil mezi jednotlivymi alikvoty
tkané. Toto také koresponduje s pribéhem kiivky vzorku ¢.3 u LC-UV analyzy (viz
graf €. 5).

Vzorky byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie na reverzni fazi
(C18) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Q-exative. Peptidy byly separovany
pomoci gradientu ACN/0,1% FA (4-34%). Analyza byla provedena

na hmotnostnim spektrometru Q Exactive, ktery kombinuje kvadrupolovy filtr
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s detekci v Orbitrap analyzatoru. Identifikace proteini byla provedena pomoci
softwaru Proteome Discoverer. LC-MS analyzou vzorki tkdni jater pfipravenych
Stépenim v gelu bylo celkem identifikovano 1216 proteinovych skupin a pfitomnost
proteinu CerS2 byla potvrzena identifikaci 4 specifickych peptidi pro CerS2.
Ve vzorcich tkan¢ pankreatu pfipravenych Stépenim v gelu bylo identifikovano
celkem 1398 proteinovych skupin a pfitomnost CerS2 byla potvrzena identifikaci
3 specifickych peptidd pro CerS2. Pomoci Stépeni v gelu a MS se podaftilo
ve vzorcich tkané jater i pankreatu identifikovat CerS2 a potvrdit tim vysledky
ziskané pomoci metody WB s imunochemickou detekci pro protein CeS2. Stejnym
zpusobem byl analyzovan i vzorek vytiznutych casti gelit kolem 100 kDa s cilem
ov¢étit, zda se jednd o dimer proteinu CerS2 nebo komplex CerS2 s jinym proteinem.
V téchto Castech byla jasné zietelnd reaktivita se specifickou protilatkou. Ve vzorku
ziskaném §tépenim v gelu ¢asti okolo 100 kDa nebyl metodou LC-MS enzym CerS2
prokazan.

Dalsi piiprava vzorkii pro prikaz CerS2 v tkanovych homogenatech byla
provedena technikou ,,in-solution digest, tzv. §tépeni v roztoku. Diivodem bylo,
ze Stépeni v roztoku poskytuje vEétsi vytéznost oproti Stépeni v gelu, nedochazi
ke ztratam izolovaného proteinu v pribéhu elektroforetické separace. Na druhou
stranu je vSak takovy vzorek méné Cisty a obsahuje mnoho jinych proteint ztézujici
MS analyzu. Jako vzorky pro Sté€peni v roztoku byly zvolené jiz ovéfené vzorky
tkani, ve kterych byla pomoci WB s imunochemickou detekci prokazéana piitomnost

enzymu CerS2.
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100 kDa
75 kDa
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Obrazek 38 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Vysledky imunodetekce

CerS2 pro vzorky pouzité pro Stépeni v roztoku. A) tkan jater, B) tkan pankreatu. Barvy rameckii

odpovidaji barvam kiivek grafit z LC-UV analyz (viz grafy ¢.6 a 7).

My — standart molekulovych hmotnosti, 1— vzorek ¢.1, 2 — vzorek ¢€.2, 3 — vzorek ¢.3.

V jednotlivych rdmeccich (viz obr. €. 38) jsou oznacené prouzky odpovidajici

dle Mw a reaktivitou specifické protilatky proteinu CerS2. Jednd se o vysledky

imunochemické detekce pro protein CerS2 ve vzorcich pouzitych na Stépeni

v roztoku. Jednotlivé barevné oznaceni ramecku odpovidda barvé zidznamu

chromatogramu v grafu LC-UV (grafy ¢.6 a 7).

Absorbance [mU]

10
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vzorek 1
vzorek 2

o vzorek 3

35
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40 45 50 55

Graf 6 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni faze CIS8,

mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky tkani jater po Stépent v roztoku.
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Graf 7 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni faze C18,

mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky tkani pankreatu po Stépeni v roztoku

Na zdznamech LC-UV analyz (grafy ¢. 6 a 7) je pro oba typy nastépené tkané

viditelné, e jednotlivé chromatografické zaznamy jsou si velmi podobné. Stépenim

v roztoku bylo dosazeno lepsi opakovatelnosti nez Stépenim v gelu.
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Obrazek 39 — Zaznam LC-MS analyzy vzorkii tkani jater v roztoku, reverzni fize C18, mobilni fize gradient

ACN/0,1% FA, nanoESI, Q exactive.
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Obrazek 40 — Zaznam LC-MS analyzy vzorkii tkani pankreatu v roztoku, reverzni faze C18, mobilni faze

gradient ACN/0,1% FA, nanoESI, Q exactive.

Na téchto dvou obrazcich €.39 a ¢.40 jsou chromatogramy se zdznamem separace
peptidi, konkrétné intenzita pikti v case LC-MS analyzy. Vzorky obou zkoumanych
tkani vykazovaly na zdznamu LC-MS analyzy velmi podobné profily jedné vybrané
tkané.

Dle ptedchozich vysledkll na zédklad€ nizkého poctu identifikovanych peptida
metodou $tépeni v roztoku byla po §té€peni v roztoku zafazena bazicka frakcionace
s cilem snizit komplexitu vzorku a tim zlep$it detekci a identifikaci v nasledné MS
analyze. Ze vzorkli po Stépeni v roztoku byly pfipravené smésné vzorky, jeden
pro tkan jater a druhy pro tkan pankreatu. Frakcionace tryptickych peptidi byla
provedena manudlné v mikrokolonce s reverzni fazi (C18) za pouziti eluce pomoci
gradientu acetonitrilu (2-40%) s 20 mM mravencanem amonnym (pH 10). Pfed LC-
MS analyzou bylo rozdé¢leni peptidii ovéfeno pomoci LC-UV analyzy (obr. €. 41
a42). Tento krok pomohl ovéfit uspésnou piipravu frakei a ptipadnou detekci

kontaminantu.
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Obrazek 41 —Zaznam LC-UV analyzy vzorku frakci pripravenych manualni bazickou mikrogradientovou
frakcionaci peptidit smésného vzorku tkané jater po Stépeni v roztoku. jednotlivé frakce jsou odliseny

barevné (1-17).
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Retencni ¢as
Obrazek 42 — Zaznam LC-UV analyzy vzorkii frakci pripravenych manualni bazickou mikrogradientovou

frakcionact peptidii smésného vzorku tkané pankreatu po Stépeni v roztoku. jednotlivé frakce jsou odliseny

barevné (1-17).

Vysledné chromatogramy jednotlivych frakei (viz obr. €. 41 a 42) poukazuji
na uspé$nou frakcionaci komplexnich smési peptidi. Bylo pfipraveno celkem

17 frakei, nejvyssi intenzita byla zaznamenéna ve frakcich 5-13 u vzorku tkéné jater
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a5-11 u tkan€ pankreatu. RozloZeni signilu svéd¢i o dobré separaci vhodné
pro naslednou LC-MS analyzu.

Vzorky byly déle analyzovany pomoci kapalinové chromatografie na reverzni
fazi (C18) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Q-exative. Peptidy byly
separovany pomoci gradientu ACN/0,1% FA (4-34%). Analyza byla provedena
na hmotnostnim spektrometru Q Exactive, ktery kombinuje kvadrupolovy filtr
s detekci v Orbitrap analyzatoru. Identifikace proteini byla provedena pomoci
softwaru Proteome Discoverer. LC-MS analyzou vzorki tkdni jater pfipravenych
St€épenim v roztoku bylo identifikovano celkem 2152 proteinovych skupin
a pfitomnost sledovaného proteinu CerS2 byla prokazana identifikaci 2
specifickych peptidi. Ve vzorcich tkdn€ pankreatu pfipravenych Stépenim
v roztoku bylo pomoci LC-MS analyzy identifikovano celkem 2217 proteinovych
skupin a pfitomnost sledovaného proteinu CerS2 nebyla prokézana. Pomoci bazické
frakcionace vzorkl pfipravenych St€penim v roztoku bylo identifikovano u tkané
jater celkem 4993 proteinovych skupin, pfitomnost sledovaného proteinu CerS2
byla potvrzena identifikaci 4 specifickych peptidd pro CerS2. U vzorkl tkané
pankreatu po Stépeni v roztoku a bazické frakcionaci bylo identifikovano celkem
4683 proteinovych skupin, a pfitomnost sledovaného proteinu CerS2 byla

prokézana identifikaci 2 specifickych peptida pro CerS2.

Tabulka 10 — Identifikované peptidy po Stépeni v gelu, roztoku a bazické frakcionaci, vvhodnoceno v Proteome

Discoverer.
Identifikované Stépeni v gelu Stépeni Bazické frakcionace
peptidy v roztoku
Jatra Pankreas Jatra Pankreas Jatra Pankreas
ASPNPTLEHFYLTSGK v v v v v
QVEVELLSR v v v v
ASPNPTLEHFYLTSGKQPK v v
LRASPNPTLEHFYLTSGKQPK v
NQDRPSLLK v v
AGTLIMALHDSSDYLLESAK v
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Tabulka ¢. 10 znazornuje identifikované peptidy, specifické pro CerS2, pomoci
odlisnych metod piipravy vzorkl tkani jater a pankreatu. Pro identifikaci CerS2
bylo lepsi Stépeni v gelu v porovnanim se $t€penim v roztoku, protoze jiz pomoci
elektroforézy a vytiznuti pouze urcité ¢asti gelu doslo k ¢astecné separaci CerS2
ze slozité a komplexni smési proteinli pfitomnych v homogenatech tkani. Pomoci
bazické frakcionace vzorki pfipravenych pomoci §tépeni v roztoku bylo dosazeno
vétstho poctu identifikovanych peptidd. Pro opakovatelnost a ptipadnou
kvantifikaci bylo vyhodnoceno, Ze je pravdépodobnéji vhodné&jsi postup s ptipravou
vzorku se Stépenim v roztoku a naslednou bazickou frakcionaci vzorku.

Jednotlivé identifikované peptidy z prasecich tkédni jater a pankreatu jsou
znazornéné v sekvenci praseci CerS2 (AOA287A843). Fragmenty oznaceny barvou
odpovidaji identifikovanym peptidim specifickych pro CerS2, pomoci LC-MS

analyz vzorkd pripravenych pomoci $tépeni v gelu, roztoku a také Sté€penim

v roztoku s naslednou manualni bazickou mikrogradientovou frakcionaci.

CerS2 (AOA287A843)
10 20 30 40 50 60
MEDRMLQTLY DYFWWERLWL PVNLTWADLE DRDGRVYAKA SDLYITLPLA LVFLIIRYFF
70 80 90 100 110 120
ELYVATPLAA LLNVKEKTRL RASPNPTLEH FYLTSGKQPK QVEVELLSRQ SGLSARQVER
130 140 150 160 170 180
WERRRR KFREA SWREFTEFYLIA FIAGMAVIVD KPWEYDMRKV WEGYPIQSTI
190 200 210 220 230 240
PSOQYWYYMIE LSEFYWSLLEFS IASDVKRKDE KEQITHHVAT IILISFSWFA NYVRAGTLIM
250 260 270 280 290 300
ALHDSSDYLL ESAKMFNYAG WKNTCNNIFI VFAIVFIITR LVILPFWILH CTLVYPLELY
310 320 330 340 350 360
PAFFGYYFFN FMMGVLQLLH IFWAYLILRM AHKFITGKLV EDERSDREET ESSEGEEAAA
370 380
GGGAKSRPLA NGHPILSNNH RKND
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Dalsimi experimenty bylo ovétit, zda by kroky redukce, alkylace a precipitace
pted elektroforetickou separaci zvySily vytéznost sledovaného proteinu CerS2.
Hlavnim cilem tohoto kroku bylo zakoncentrovani vzorku a odstranéni SDS
ze vzorku pred LC-UV a LC-MS analyzami. SDS méni hydrofobicitu a néboj
proteinti, tim ovliviiuje retenci a rozliSeni, mize také potlacit ionizaci analytu

a v neposledni fadé miize kontaminovat pfistroje.

My 1 2 3 4 5 6 My 1 2 3 4 5
250 kDa ~— STy A) 250 kDa . . B)
150 kDa r 150 kDa V.
100 kDa = a : 100 kDa = s &
75 kDa 75 kDa
50 kDa | 50 kDa
37 kDa ™ = A 37kDa | @ |
25 kDa 25 kDa
20 kDa 20 kDa

Obrazek 43 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Zavedeni redukce,

alkylace a precipitace do protokolu (A). Riizné metody precipitace (B).

A) 1—jaterni homogenat, 2 — pankreaticky homogenat, 3 a 4 jatra redukeci, alkylaci a po precipitaci
acetonem, 5 a 6 pankreat po redukci, alkylaci a po precipitaci acetonem
B) 1 —jaterni homogenat, 2 — precipitace TCA, 3 — precipitece acetonem 4x objemy, 4 — precipitace

TCA v acetonu 5— precipitace 6 objemil vzorku a 10 min povareno ve vzorkovém pufru

Z vyznaCenych rameckl (viz obr. 43) bylo patrné, Ze provedeni redukce,
alkylace a precipitace proteinu s naslednou identifikaci CerS2 nemé ocekavany
efekt. V pozici 1 a 2 na membrané A) a také v pozici 1 na membrané B) byly
viditelné prouzky odpovidajici CerS2 v homogenatech tkani pfed krokem redukce,
alkylace a precipitace. Poté¢ vSak specifické prouzky pro CerS2 zietelné nebyly.
Po precipitaci 500 pl tkdnovych homogenati vznikaly velké proteinové peletky,
které se nepodaftilo zcela rozpustit v menSim objemu vzorkového roztoku. Zména
precipitaéni metody tento problém také nevytesila.

Pro dal$i experiment bylo snizeno mnozstvi vychoziho homogenatu tkané z 500
pl na 50 pl a postupovano podle postupu alkylace, redukce a precipitace, ktery byl

uspésné proveden u Stépeni v roztoku.
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Obrazek 44 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Redukce, alkylace a

precipitace proteinii acetonem.

1 — jaterni homogenat, 2 — pankreaticky homogenat, 3 a 4 homogenaty po redukci, alkylaci a precipitaci,
peletka rozpusténa ve 2% SDS (3 jatra, 4 pankreat), 5-7 jaterni homogenaty po redukci, alkylaci a precipitaci
acetonem, peletka rozpusténa ve vzorkovém pufru 8-10 pankreatické homogenaty po redukci, alkylaci a

precipitaci acetonem, peletka rozpusténa ve vzorkovém pufru.

Ve vyznaCeném radmeCku (viz obr. 44) v oblasti ocekavané molekulové
hmotnosti okolo 45 kDa, byl patrny naznak prouzku odpovidajici také reaktivitou
se specifitou protilatkou proteinu CerS2. Konkrétn¢ ve frakcich 3 a4, tedy
po rozpusteéni peletky, po redukei, alkylaci a precipitaci, ve 2% SDS. Ve frakcich
5-7 byl nepatrny naznak piitomnosti specifického prouzku pro CerS2 nicméné
ve frakcich 8-9 uz nikoliv. Po rozpusténi peletek ve vzorkovém pufru nebyl
pozorovan stejné intenzivni prouzek specificky pro CerS2. To miZe naznacovat,
7e po odstranéni SDS na sledovany enzym pusobily rizné vlivy vedouci k jeho
degradaci. Jednim z faktori mohlo byt plisobeni protedz pfitomnych ve tkani
pankreatu, dale také vliv sonifikace a vortexovani pii snaze rozpustit peletu. Tyto
vysledky vzorkil tkdné pankreatu po precipitaci jen potvrdily predchozi netspésné
pokusy izolovat CerS2 z tkané pankreatu po homogenizaci v izola¢nim pufru MIB-
L. Jasné se potvrdilo, Ze homogenizace tkané¢ ptimo do 2% roztoku SDS vyrazné
omezi degradaci CerS2 a umozni priikaz a naslednou identifikaci enzymu ve vzorku
pomoci MS. Zahrnuti kroku redukce, alkylace a precipitace proteinli s naslednym
rozpuSténi peletky ve vzorkovém pufru pted elektroforetickou separaci
do protokolu se neukézalo jako uplné spravnou cestou pro izolaci CerS2 z tkani

jater a pankreatu.
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6.2 Izolace ceramidsyntazy 2 z krevnich bunék
Vzorek plné krve byl pouzit jako dalsi biologicky material, ve kterém se dle
literatury [28] nachazi membranove vazany enzym CerS2, konkrétné v membrané
leukocytti. Odbér krve predstavuje téméf neinvazivni odbér biologického materidlu
a byl by vhodny pro screening piipadnych odchylek v mnozstvi nebo struktute

membranoveé vazaného enzymu CerS2.

Izolace z plné krve

Postup izolace byl obdobny jako pii praci s jaterni a pankreatickou tkani. K 500
ul nesrazlivé lidské krve bylo ptidano 1,5 ml izola¢niho pufru MIB-L nebo 2% SDS.
Obsah zkumavky byl centrifugovan 600 x g 5 min, 4 °C, erytrocyty by se mély
po prvnim kroku nachdzet na dné zkumavky. Néasledn¢ byl odebran supernatant
a ten dale centrifugovan 9000 x g 10 min. Po separa¢nich krocich byla provedena
SDS-PAGE a také WB s imunochemickou detekci pro protein CerS2. I1zolace CerS2
vsak nebyla Gspé€$na. Divodem mohla byt masivni hemolyza erytrocyti v disledku
zamrazeni plné krve hned po odbéru (-20°C), kde doslo ke kontaminaci vzorki
proteiny lyzovanych erytrocytl, hlavné hemoglobinu. Membrana byla po transferu

také lehce, ale viditelné obarvena krvi lehce do rtizova.

My 12 3 My 1 2 3 4 56 7 8

150 kDa P)

Obrazek 45 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Vysledek izolace CerS2

z plné krve, nespecificka reakce chemiluminiscencniho cinidla a hemoglobinu.

M,, — standard molekulovych hmotnosti, 1 — supernatant 9000 x g MIB-L, 2 — peletka 9000 x g MIB-L, 3 —
supernatant 9000 x g MIB-L, 4 — peletka 9000 x g MIB-L, 5 — supernatant 9000 x g 2% SDS, 6 — sediment
9000 x g 2% SDS, 7 — supernatant 9000 x g 2% SDS, 8 — sediment 9000 % g 2% SDS.
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Na vyhodnocenych membranach (viz obr. 45) byla vidét reakce
chemiluminiscenéniho ¢inidla s hemoglobinem na membrané nikoliv s CerS2.
Chemiluminiscen¢ni Cinidlo je totiz smési luminolu a peroxidu vodiku [137].
Skupina hem nachézejici se v hemoglobinu ma pseudoperoxiddzovou aktivitu
[138], tedy ive velmi malém mnozstvi reaguje stimto Cinidlem a vysledkem
je velmi viditelnd nespecifickd reakce. Izolace CerS2 zplné krve pomoci
centrifugacnich kroki a WB s imunochemickou detekei pro protein CerS2 nebyly
proto tou nejlepsi volbou pro stanoveni CerS2 z krevnich bun¢k. Hemolyza zde byla
hlavni pfekazkou. Proto bylo hleddno jiné feSeni, jak izolovat CerS2 z krevnich
bun¢k, tak aby nebyly pfitomné erytrocyty. Jelikoz se CerS2 nachéazi hlavné
v membranach bilych krvinek dalsi experimenty byly zaméfené na izolaci CerS2

pouze z bilych krvinek.

Izolace z bilych krvinek (buffy coatu) s MIB-L

V literatute byl jiz CerS2 izolovan z mySich bunc¢k kostni diené [108,122],
ve které bilé krvinky vznikaji. Pro dostupnost biologického materialu byl pro izolaci
CerS2 z bilych krvinek pouzit buffy coat. Buffy coat obsahuje predevsim bilé
krvinky a krevni desticky. Ziskava se centrifugaci nesrazlivé krve. Ve zkumavce
s plnou krvi se mezi plazmou a erytrocyty vytvori tenkd Sedobila vrstva buffy coat,
leukocyty a krevni desticky maji mensi hustotu nez erytrocyty (viz obr. ¢.46). Buffy

coat tvoti asi méné nez 1 % celkového objemu krve odebrané ve zkumavce.

!

«— Buffy coat

Erytrocyty

I Centrifugace Plasma

Plna nesrazliva
krev

Obrazek 46 — Priprava buffy coatu, vytvoreno pomoci

BioRender.com.
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Ke 100 pl buffy coatu bylo ptidano 400 ul PBS (7,4). Nasledné bylo ptidano 1,5
ml izola¢niho pufru MIB-L a postupovano podle stejného centrifugacniho protokolu
jako u izolace z plné krve (viz kap.5.11). Postupna centrifugace: nejdiive 600 x g 5
min a poté¢ 9000 x g 10 min. Z kazdého kroku izolace byla odebrana ¢ast pro

nasledujici analyzy pomoci WB s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

My 1 2 3 4 5 6 Mw 1 2 3 4 5
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150 kDa 250 kDa " ,
100 kDa 150 kDa ’
75 kDa 100 kDa
75 kDa
50 kDa
37 kDa = 50 kDa 3
37 kDa | [}
25 kDa
20 kDa
25 kDa
20 kDa

Obrazek 47 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Izolace CerS2 z vrsty buffy

coat.

A) 1 —supernatant 600 x g, 2 — supernatant 9000 x g, 3 —supernatant 9000 x g, 4 — peletka 600 x g, 5
a 6 — peletky 9000 x g
B) 1 —peletka 600 x g, 2 a 3 — peletky 9000 x g, 4 a 5 — supernatanty 9000 x g.

Z prvnich vysledkl bylo patrné, Ze je CerS2 ptitomny ve frakcich z peletek.
Ve vyznacenych rameccich na obrazku €. 47 byl specificky prouzek odpovidajici
Myw a reaktivitou se specifickou protilatkou odpovidajici sledovanému proteinu
CerS2 viditelny pouze v peletce 600 x g (obr. ¢.47 A) frakce 4 a B) frakce 1). Frakce
peletek 9000 x g (prouzky v horni ¢asti membrany) také vykazovaly reaktivitu
se specifickou protilatkou odpovidajici proteinu CerS2 (obr.c.47 A) frakce 5 a 6, B)
frakce 2 a 3). Tyto prouzky byly nejspiSe agregaty, ve kterych je soucasti
i sledovany enzym CerS2. Pfi¢inou byly nejspiSe nezdafena resuspendace peletky
adiky tomu doSlo kagregaci proteini, kter¢é bylo obtizné rozpustit.

V supernatantech se CerS2 nenachazel (obr. ¢ 47 A) frakce 1-3, B) frakce 4 a 5).

112



250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa v - W w =

25 kDa
20 kDa

Obrazek 48 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. Analyza frakci izolace

CerS2 z vrstvy buffy coat.

1 — peletka 600 x g, 2 —peletka 9000 x g nefedénd, 3 —peletka 9000 x g fedéni 1:1 PBS, 4 — peletka 9000 x
g fedéni 1:3 PBS, 5 — peletka 9000 x g fedéni 1:1 2% SDS, 6 — peletka 9000 x g fedéni 1:3 2% SDS.

Ve vyznaceném ramecku (viz obr. ¢.48) byl viditelny specificky prouzek
odpovidajici sledovanému proteinu CerS2 ptedevsim u nafedénych frakcich peletky
9000 x g (frakce 3-6). Ve frakci 2 je viditelny agregat v oblasti vysokych
molekulovych hmotnosti. Pfi pfipraveé vzorki bylo zjisténo, Ze je zapotiebi pouziti
vétsiho objemu roztoku, ve kterém je peletka resuspendovana. Na vysledek nemél

vliv pouzity roztok na fedéni: PBS (7,4) nebo 2% SDS. ani pomér fedéni.
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6.3 Izolace ceramidsyntazy 2 metodou afinitni chromatografie

Dal8im tkolem bylo zavést a optimalizovat podminky a izolace enzymu CerS2
metodou afinitni chromatografie. Tento tkol zahrnoval dva dil¢i kroky. Prvnim
krokem izolace CerS2 pomoci afinitni chromatografie byla pfiprava
imunosorbentu, magnetickych ¢astice s kovalentné navazanou protilatkou proti
CerS2. Pro vyrobu nosice byly pouzity magnetické Castice s karboxylovou funkéni
skupinou (COOH). Druhym krokem byla vlastni izolace CerS2 z vybranych vzorkl
pomoci pfipravené¢ho nosice.

Na magnetické ¢astice byly imobilizovany specifické protilatky proti CerS2.
Specifické protilatky IgG byly na magnetické Castice vazany pomoci tvorby
peptidové vazby mezi karboxylovou skupinou na magnetickych casticich
a aminoskupinou protilatky. Jednalo se o neorientovanou imobilizaci protilatek.
Pro vazbu specifické protilatky proti CerS2 bylo pouzito 0,5 mg ¢astic a 2,5 ug
protilatek. U¢innost vazby protilatky na karboxylované magnetické Gastice byla
oveéfena pomoci gelové elektroforézy anaslednym obarvenim gelu stiibrem.
Do gelu byla davkovana protilatka ve stejné koncentraci jako byla v roztoku
pfi vazbé na Castice, dale roztok po vazbé a také jednotlivé promyvaci kroky. Tento
postup byl opakovan celkem 3x a vzdy se stejnym vysledkem viz obarveny gel

sttibrem (viz obr. ¢. 49)

250 kDa|
150 kDa| "
100 kDaf
75 kDa

50 kDa
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Obrazek 49 — Gel obarveny stiibrem. Analyza uspésnosti pripravy nosice, ovéreni ucinnosti vazby IgG

na magnetické castice ProMag COOH.

My — standard molekulovych hmotnosti, 1 — roztok protilatky (pfed vazbou), 2 — vazebna frakce (po vazb¢), 3 —
promyvaci krok 1, 4 — promyvaci krok 2, 5 — promyvaci krok 3, 6 — promyvaci krok 4, 7 — promyvaci krok 5.
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V prvni frakci byl viditelny prouzek odpovidajici ptitomnosti IgG protilatky
proti CerS2. Ve frakci 2 byl vyrazny tibytek molekul IgG po vazbé€ na magnetické
Castice. Ve frakcich promyvacich krokli nebyl viditelny zadny prouzek znacici
pfipadné vymyvani IgG molekuly s magnetickych ¢astic. Vysledky z tohoto gelu
potvrdily GspéSnou vazbu protilatky proti CerS2 na magnetické Castice. Na takto
pfipraveny nosi¢ byl nejprve vazan CerS2 z bunécného lyzatu se zvySenou expresi
CerS2 pro vyzkouseni podminek sorpce a eluce. Jako prvni byla zvolend kysela
eluce. Eluce byla provedena pomoci glycinového pufru o pH 2,5, ktery narusuje
interakci mezi protildtkou a navazanym proteinem sniZenim pH.

Castice byly nejprve promyty PBS pufrem, dale byl k magnetickym piidan 10 x
natedény bunécny lyzat. Vzorek byl ponechan inkubovat s pfipravenym nosi¢em
pfes noc na rotatoru v lednici. Po ukonceni inkubace byl od castic odebran
supernatant (vazebna frakce). Nasledné byly castice promyty 5 x studenym PBS
(promyvaci kroky) a nasledné byla 5 x provedena eluce glycinovym pufrem.
Vazebna frakce, jednotlivé promyvaci a elu¢ni kroky byly déle analyzovany pomoci
elektroforézy snaslednym obarvenim gelu stiibrem a také pomoci WB

s imunochemickou detekci pro protein CerS2.
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Obrazek 50— Analyza vazebné frakce, promyvacich krokii a elucnich frakci po vazbe CerS2 z bunécného
overexpression CerS2 lyzatu a eluci glycinovym pufrem. A — gel obarveny stfibrem, B— Western blot

analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

My — standard molekulovych hmotnosti, 1 —10 x nafedény bunécny lyzat, 2 — vazebna frakce (po vazbg),

3 — promyvaci krok 1, 4 — promyvaci krok 2, 5 — promyvaci krok 3, 6 — promyvaci krok 4, 7 — kysela
eluce 1, 8 —kysela eluce 2, 9 —eluce 3, 10 eluce 4, 11— eluce 5.

Ve vyznaceném ramecku nebyl na obrazku ¢. 50 A) v ocekavané oblasti

molekulové hmotnosti v rozmezi 37 a 45 kDa mezi prvnimi dvéma frakcemi 1 a 2
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patrny ubytek intenzity prouzku, ktery by znacil navazani CerS2. Nicméné v dalSich
promyvacich a elu¢nich frakcich nebyl v této oblasti Zadny prouzek, ktery
by znamenal uvolnéni CerS2 pii promyvacich krocich ¢i pii jednotlivych krocich
kyselé eluce.

Ve vyznadeném rameCku byla na obrazku ¢. 50 B) patrna piitomnost
specifického prouzku pro sledovany protein CerS2 pouze v bunécném lyzatu pred
vazbou, Nicméné v dalSich promyvacich a elu¢nich frakcich nebyl v této oblasti
zadny prouzek, ktery by znamenal uvolnéni CerS2 pii promyvacich krocich
¢i pfi jednotlivych krocich kyselé eluce.

Tento vysledek lze vysvétlit tak, ze sice doslo k navdzani enzymu CerS2
na imunosorbent, ale ze se nepodafilo kyselou eluci protein uvolnit. Nepatrny
naznak specifické reakce s protilatkou byl ve vazebné frakci 2, kde se nejspise
jednalo o zbyly nenavazany CerS2 z roztoku.

Po predchozi netspésné kyselé eluci, byla na tom stejném nosi¢i provedena
dodate¢na eluce 1% deoxycholdtem (DOC) v 50 mM NHsHCOs;. Deoxycholat
je mirny detergent a narusuje hydrofobni interakce a souc¢asné umoznuje zachovat

proteiny v solubilni formé.

My 1 2 3456 7 89 My 1 2 3 4 5 6 7 8 9
- A) 250 kDa . B)
150 kDa
100 kDa (
a8 75 kDa '
&
50 kDa -
4 37 kDa
25 kDa
20 kDa

Obrazek 51 — Analyza vazebné frakce, promyvacich krokii a elucnich frakci po vazbé CerS2 z bunécného
overexpression CerS2 lyzatu a eluci 1% deoxycholatu v 50 mM NH,HCO;. A — gel obarveny stiibrem, B —

Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

My — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 x natfedény bunéény lyzat, 2 — vazebna frakce (po vazb¢), 3 —
promyvaci krok 1, 4 — promyvaci krok 2, 5 — promyvaci krok 3, 6 — roztok ve kterém byly uchovéavan nosi¢, 7

— eluce deoxycholatem 1, 8 — eluce deoxycholatem 2, 9 — eluce deoxycholatem 3.
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Na obrazku ¢. 51 A) byl ve frakci 2 pozorovan nepatrny naznak projasnéni
(oznacen rameckem), ktery mohl znacit uspesné navazani CerS2. Ve frakci 7 bylo
patrné, Ze se n¢jaké proteiny eluuji z nosice. Proto byly stejné frakce analyzovany
i pomoci WB s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

Ve vyznaceném ramecku na obr. €. 51 B) byl signal odpovidajici molekulovou
hmotnosti a reaktivitou se specifickou protilatkou proteinu CerS2 patrny op€t pouze
ve frakci pfed vazbou — bunééném lyzatu. Nicméné v dalSich promyvacich
a elucnich frakcich nebyl v této oblasti zadny prouzek, ktery by znamenal uvolnéni
CerS2 pti promyvacich krocich ¢i pfi jednotlivych krocich kyselé eluce i eluce
deoxycholatem. Ve frakcich 2 a 7 byl nepatrny naznak prouzku okolo 250 kDa.
Ve frakci 2 mohl tento prouzek odpovidat proteinu CerS2, ktery ziistal v roztoku
po vazbé a nenavazal se. Ve frakci 7 se mohlo o uvolnény protein CerS2 po eluci,
nicméné tyto prouzky byly v oblasti velmi vysoké molekulové hmotnosti.
Na zaklad¢ elektroforetickych analyz dil¢ich frakci bylo zjiSténo, Ze byl-li protein
CerS2 navéazany na nosici, tak se ho pomoci kyselé eluce a eluce deoxycholatem

nepodafilo uvolnit.

117



Dale byly ptipraveny dva dal$i nosi¢e stejnym postupem popsanych vyse. Na
0,5 mg karboxylovanych ¢astic bylo imobilizovano 2,5 pg specifické protilatky
proti proteinu CerS2. CerS2 byl na téchto dvou nosi¢ich vazan z bunééného lyzatu
se zvySenou expresi CerS2 a také zhomogenatu jaterni tkané. Byly zatazeny

tii typy eluci: kysela eluce, eluce deoxycholdtem a nasledné dodate¢na zasadita

eluce.
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Obrazek 52 — Analyza vazebné frakce, promyvacich krokii a elucnich frakci po vazbé CerS2 z bunécného
overexpression CerS2 lyzatu a eluci glycinovym pufrem a 1% deoxycholatem v 50 mM NHHCO3.4 — Gel

obarveny stiibrem. B — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

My — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 x nafedény bunéény lyzat, 2 — vazebna frakce (po vazbg),
3 — promyvaci krok 1, 4 — promyvaci krok 2, 5 — promyvaci krok 3, 6 —promyvaci krok 4, 7 — kysela eluce
1, 8 —kysela eluce 2, 9 — kysela eluce 3, 10 — kysela eluce 4, 11 — eluce DOC 1, 12 — eluce DOC 2, 13 —
eluce DOC 3, 14 — eluce DOC 4

Na obrazku ¢. 52 ve vysledku z obarveného gelu stiibrem (A) byl mezi 1 a2
frakci viditelny rozdil. Na nosi¢ se navazalo témét vSe nejen pouze CerS2. Ve frakcei
3 promyvacim kroku bylo viditelné, Ze se vétSina necistot uvolnila. Bylo
pozorovano nepatrné projasnéni ve vyznaceném ramecku ve frakcei 3 okolo 45 kDa
to naznacuje, ze zustal navazany pouze CerS2. Ve frakci 11, tedy ve vzorku po eluci
deoxycholdtem jsou opét vidét proteiny uvoliujici se z nosice, nikoliv pouze
uvolnéni samostatného CerS2. Tyto frakce byly také analyzovany pomoci
imunochemické detekce (B). V ramci uvedeného experimentu vyplyva,
ze pravdépodobné doslo znovu ke specifické sorpci izolované CerS2 na nosic
se specifickou protilatkou, ale nepodafilo se ani tentokrat protein uvolnit.
Tento vysledek byl obdobny i v pfipadé nosice, na ktery byl vazan CerS2

z homogenatu jaterni tkdn€. Vysledky byly obdobné (viz obr.¢.53)
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Obrazek 53 — Analyza vazebné frakce, promyvacich krokii a elucnich frakci po vazbé CerS2 z jaterniho
homogenndatu. Eluce glycinovym pufrem a 1% deoxycholatem v 50 mM NH,HCOj3. A — gel obarveny stiibrem,

B — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2.

My — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 x jaterni homogennat, 2 — vazebna frakce (po vazb¢), 3 —
promyvaci krok 1, 4 — promyvaci krok 2, 5 — promyvaci krok 3, 6 —promyvaci krok 4, 7 —kysela eluce 1, 8 —
kysela eluce 2, 9 — kysela eluce 3, 10 — kysela eluce 4, 11 — eluce DOC 1, 12 —eluce DOC 2, 13 — eluce DOC
3, 14 — eluce DOC 4.

Na zaklad¢ ptedchozich neuspésnych pokustt o eluci CerS2 a vysledka
naznacujicich jeho setrvani na nosici, byl zafazen dodatecni elu¢ni krok pomoci
zasaditych podminek 1 M NH4OH ktery zvySenim pH narusuje elektrostatické

interakce mezi protilatkou a navdzanym proteinem.
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2 s

25 kDa ' 25 kDa

Obrazek 54 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. A — Membrdana obarvena
stribrem, B — Imunochemicka detekce pro protein CerS2. Analyza, promyvacich krokii a elucnich frakci

po vazbé CerS2 z bunécného lyzatu. Zasadita eluce.

Myw — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 x nafedény buné&cny lyzat, 2 — promyvaci krok 1, 3 —
promyvaci krok 2, 4 — promyvaci krok 3, 5 a 6 —roztok ve kterém byly ¢astice uchovavany, 7 — zasadita

eluce 1, 8 — zasadita eluce 2, 9 — zasadita eluce 3, 10 — zasadita eluce 4, 11 — zasadita eluce 5.
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Obrazek 55 — Western blot analyza s imunochemickou detekci pro protein CerS2. A —Membrana obarvena
stribrem, B — Imunochemicka detekce pro protein CerS2. Analyza promyvacich krokit a elucnich frakci po

vazbé CerS?2 z jaterntho homogenatu. Zasadita eluce.

Myw — standard molekulovych hmotnosti, 1 — 10 x nafedény jaterni homogenéat, 2 — promyvaci krok 1, 3 —
promyvaci krok 2, 4 — promyvaci krok 3, 5 —roztok ve kterém byly ¢astice uchovavany, 6 — zasadita eluce

1, 7 — zasadita eluce 2, 8 — zasadita eluce 3, 9 — zasadita eluce 4, 10 — zasadita eluce 5.

Po pfenosu proteinll na membranu a jejim obarvenim stiibrem byla pfitomnost
proteinli zaznamenana pouze v kontrolnim vzorku bunééného lyzatu (viz obr. €. 54
A). Nepatrné také v promyvacim kroku 3 (frakce 4), v ostatnich nikoliv.

Ve vyznaceném ramecku na membrané po imunochemické detekci pro protein
CerS2 (obr.¢. 54 A) byly pfitomnost specifického prouzku pro CerS2 detekovéana
pouze ve frakci pred vazbou, ve frakcich 7 a 8 (v prvnich dvou elu¢nich krocich)
jsou nepatrné ndznaky reakce. Protein CerS2 se v elucnich frakcich a ani
v promyvacich nepodafilo prokézat. Po pfenosu proteinli na membranu a jejim
obarvenim stiibrem (A) (viz obr.¢.55) byla pfitomnost proteint patrna ve frakci 1
kontrolnim vzorku homogenatu tkdné jater a ve frakci 6, prvnim kroku zasadité
eluce.

Pomoci imunochemické detekce byla ve vyznaceném rdmecku na membrané (B)
detekovéana ptitomnost prouzku odpovidajici sledovanému proteinu CerS2 pouze
ve vzorku homogenatu jaterni tkdné (kontrolnim vzorku). Nicméné v dalSich
promyvacich a elu¢nich frakcich nebyl v této oblasti Zadny prouzek, ktery
by znamenal uvolnéni CerS2 pfi promyvacich krocich ¢i pii jednotlivych krocich.
K uspésné eluci proteinu CerS2 z nosice ani v tomto piipade (za téchto podminek)

nedoslo.
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Proto byl navrzen dal§i postup, jak piitomnost CerS2 na povrchu nosice
prokézat. Po promyti imunosorbentu 5 x NH4HCO3 byl k ¢asticim pfidan trypsin
v hmotnostnim poméru 1:20 v celkovém objemu 50 pl. Zamérem tohoto kroku bylo
pomoci LC-MS analyzy identifikovat CerS2 ve smési tryptickych peptidii
ziskanych St€penim proteinii navazanych na magnetické Céastice a potvrdit tim
navazani CerS2 na nosic.

Enzymatické Stépeni trypsinem probihalo pfes noc pii 37 °C. Po uplynuti
inkubace byl od magnetickych ¢astic odebran supernatant, okyselen 5% TFA
a vysusen. Nasledné¢ byly vzorky piecistény na mikrokolonkach, dle jiz pouzitého
postupu pfi priprave vzorkl stépeni v gelu. Takto ptipravené vzorky byly uchovany
pro dalsi analyzy pomoci LC-UV a LC-MS. LC-UV metodou poskytnuté vysledky
znadi pritomnost peptidii a také ¢asteéné Cistotu daného vzorku. LC-MS analyza

byla pouzita k identifikaci CerS2 ve smési peptidi.

Absorbance [mU]
45

4

35

15 20 25 30 35 40 45 50 55
Retenéni ¢as [min]

Graf 8 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni faze C18,

mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky po nastépeni nosice s vazbou z jater.
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Graf 9 — Zaznam chromatogramu z kapalinového chromatografu s UV detekci pri 215 nm, reverzni faze C18,

40 45 50 55

mobilni faze gradient ACN/0,1% TFA, vzorky po nastépeni nosice s vazbou z bunécného lyzatu.

V obou ptipadech analyzy vzorkl peptidickych smési vzorki po na Stépeni bylo

pomoci LC-UV analyz detekovano velké mnozstvi peptidického materidlu (viz

grafy ¢. 8 a2 9).
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Obrazek 57 — Zaznam LC-MS analyzy vzorkil po Stépeni nosice s vazbou z jaterniho homogendtu, reverzni fize

C18, mobilni faze gradient ACN/0,1% FA, nanoESI, Q exactive
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Obrazek 56 — Zaznam LC-MS analyzy vzorkii po §tépeni nosice s vazbou z bunécného lyzatu, reverzni fize
C18, mobilni faze gradient ACN/0,1% FA, nanoESI, Q exactive
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V zaznamu LC-MS analyz (viz obr. .56 A 57) byla v obou piipadech patrna
pfitomnost polyethylenglykolu (PEG) vyznacené Cervenym ovalem. Ten mohl
ovlivilovat samotnou analyzu. Pravdépodobné stél i za intenzivnim signalem z LC-
UV.

Vzorky byly opét analyzovany pomoci kapalinové chromatografie na reverzni
fazi (C18) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Q-exative. Peptidy byly
separovany pomoci gradientu ACN/0,1% FA (4-34%). Analyza byla provedena
na hmotnostnim spektrometru Q Exactive, ktery kombinuje kvadrupolovy filtr
s detekci v Orbitrap analyzatoru. Identifikace proteini byla provedena pomoci
softwaru Proteome Discoverer.

I pfes kontaminaci vzorki PEG se pomoci LC-MS podatilo identifikovat CerS2
v obou vzorcich nastépenych nosict. U vzorku ziskaného §t€penim nosice s vazbou
z prase¢i jaterni tkané bylo identifikovano celkem 1942 proteinovych skupin,
pritomnost CerS2 byla potvrzena identifikaci 4 specifickych peptidii pro CerS2.
U vzorku ziskaného $tépenim nosice s vazbou z bunécného lyzatu (HEK bunék)
s nadmérnou expresi CerS2 bylo identifikovano celkem 2516 proteinovych skupin
a pritomnost CerS2 byla potvrzena identifikaci 8 specifickych peptidi proCerS2.
Pomoci MS analyz se potvrdilo, ze CerS2 ziistal navazany na obou nosicich. Pouzita
protilatka nebyla nejlepsi volbou pro afinitni chromatografii, protoze se na ni CerS2
navazal opravdu pevné, kdyz ho nebylo mozné nékolika riznymi typy eluci z nosice
eluovat. V tabulce €. 11 jsou znazornéné jednotlivé identifikované peptidy

po inkubaci obou nosicu s trypsinem.
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Tabulka 11 — Identifikované peptidy po nastépeni nosicii, vwvhodnoceno v Proteome Discoverer.

Identifikované

peptidy

Stépeni nosiéa

Praseci jatra

HEK buiiky (lidské)

ASPNPTLEHFYLTSGK

v

APPNATLEHFYLTSGK

QVEVELLSR

ASPNPTLEHFYLTSGKQPK

APPNATLEHFYLTSGKQPK

LRAPPNATLEHFYLTSGK

LRASPNPTLEHFYLTSGKQPK

NQDRPSLLK

AGTLIMALHDSSDYLLESAK

SRPLANGHPILNNNHR

SDREETESSEGEEAAAGGGAK

LVEDERSDREETESSEGEEAAAGGGAK

SNEEN EEN RN

Ve vzorcich ziskanych §tépenim nosict bylo pomoci LC-MS identifikovano

celkem 11 peptidi specifickych pro sledovany protein Cers2. Jeden peptid
(QVEVELLSR) byl identifikovan v obou piipadech a ma stejnou sekvenci

jak u prase¢i CerS2, tak iulidské Cers2. Déle byl také vobou ptipadech

identifikovan peptid, ktery se 1iSi mezi lidskou a prase¢i CerS2 sloZenim pouze

dvéma aminokyselinami (ASPNPTLEHFYLTSGK a APPNATLEHFYLTSGK).

Bylo identifikovano n¢kolik dalSich peptidovych fragmentl s vynechanym mistem

Stépeni (tzv. missed cleavage).
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V jednotlivych sekvencich (praseci i lidské) proteinu CerS2 jsou vyznacené
jednotlivé identifikované peptidy po Stépeni nosici po vazbé zjaterniho

homogenatu a bunécného lyzatu lidskych bun€k s nadmérnou expresi proteinu

CerS2.

» Sekvence praseci CerS2 (A0OA287A843)
10 20 30 40 50 60
MEDRMLQTLY DYFWWERLWL PVNLTWADLE DRDGRVYAKA SDLYITLPLA LVFLIIRYFF
70 80 90 100 110 120
ELYVATPLAA LLNVKEKTRL RASPNPTLEH FYLTSGKQPK QVEVELLSRQ SGLSARQVER
130 140 150 160 170 180
WFRRRRNQDR PSLLKKFREA SWRFTFYLIA FIAGMAVIVD KPWFYDMRKV WEGYPIQSTI
190 200 210 220 230 240
PSQYWYYMIE LSFYWSLLFS IASDVKRKDF KEQIIHHVAT IILISFSWFA NYVRAGTLIM
250 260 270 280 290 300
ALHDSSDYLL ESAKMFNYAG WKNTCNNIFI VFAIVFIITR LVILPFWILH CTLVYPLELY
310 320 330 340 350 360
PAFFGYYFFN FMMGVLQLLH IFWAYLILRM AHKFITGKLV EDERSDREET ESSEGEEAAA
370 380
GGGAKSRPLA NGHPILSNNH RKND
* Sekvence lidské CerS2 (Q96G23)
10 20 30 40 50 60
MLQTLYDYFW WERLWLPVNL TWADLEDRDG RVYAKASDLY ITLPLALLFL IVRYFFELYV
70 80 90 100 110 120
ATPLAALLNI KEKTRLRAPP NATLEHFYLT SGKQPKQVEV ELLSRQSGLS GRQVERWFRR
130 140 150 160 170 180
RRNQDRPSLL KKFREASWRF TFYLIAFIAG MAVIVDKPWF YDMKKVWEGY PIQSTIPSQY
190 200 210 220 230 240
WYYMIELSFY WSLLFSIASD VKRKDFKEQI IHHVATIILI SFSWFANYIR
250 260 270 280 290 300
MENYAGWKNT CNNIFIVFAI VFIITRLVIL PFWILHCTLV YPLELYPAFF
310 320 330 340 350 360
GYYFFNSMMG VLQLLHIFWA YLILRMAHKF ITGK
370 380
SRPLANGHP ILNNNHRKND
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DISKUSE

Vramci experimentdlni Casti  této diplomové prace byla zavedena
a optimalizovdna metoda pro izolaci enzymu CerS2 zpraseci tkané jater
a pankreatu. Cilem bylo ové&fit moznosti detekce a nasledné identifikace CerS2
pomoci imunochemickych a hmotnostné spektrometrickych metod. Pro izolaci
membranovych frakci obsahujicich CerS2 byl pouzit izola¢ni pufr MIB-L
doporucovany v literatufe [93] pro izolaci endoplazmatického retikula z jaterni
tkané. Tento pufr byl vhodny pouze pro homogenizaci jaterni tkdné. V piipadé
pankreatické tkan¢ dochazelo k vyznamné degradaci proteinu. Vysledky naznacuji
nevhodnost tohoto pufru pro pankreatickou tkan, pravdépodobné kvuli vyssi
proteolytické aktivité tkan€ pankreatu oproti jaterni. Dal§im vyznamnym faktorem
ovlivityjicim kvalitu izolovaného proteinu se ukdzala ¢ast dané tkané, ze které
byl dany vzorek odebran. Pro analyzu CerS2 je vhodné odebrat vzorek z centralni
¢asti organu, nikoliv z perifernich konct. Protein CerS2 mohl byt v disledku
uchovani ¢asti tkané v - 80 °C v okrajovych ¢astech jiz degradovany.

Alternativni izola¢ni postup vyuzivajici 2% SDS, jako roztok pro homogenizaci
tkan¢€ a samotnou izolaci, umoznil efektivni izolaci CerS2 z tkané¢ jater i pankreatu.
Jako nejoptimalnéjsi se ukazala 2% koncentrace SDS. Tyto ziskané poznatky
koresponduji se clankem [134], kde pro identifikace membranovych proteint
pomoci metody WB a LC-MS analyzy byly tkdn€ mySiho mozku homogenizovany
ve 2% SDS obsahujiciho 100 mM DTT a 100 mM Tris. V budoucich experimentech
by bylo mozné vyzkouset i jiné typy izolacnich roztokt a také ptidavek inhibitort
proteaz, které by mohly minimalizovat proteolyzu CerS2 ve tkdni pankreatu a ktery
je zminovan pii izolaci CerS2 [115].

Dal8im pfinosem této prace bylo zavedeni a ovéfeni izola¢niho protokolu CerS2
z prase¢i tkané jater a pankreatu. Pomoci hmotnostni spektrometrie se podafilo
uspésn¢ identifikovat celkem 6 specifickych peptidi pro CerS2, a to ve vzorcich
pfipravenych riznymi postupy. Pro LC-MS analyzu a identifikaci CerS2 byly
vzorky pfipravené pomoci Stépeni v gelu, Stépeni v roztoku a také pomoci Stépeni

v roztoku s naslednou manualni bazickou frakcionaci. V nasledujici tabulce ¢. 12
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jsou shrnuté¢ pocty identifikovanych peptidi v ramci jednotlivych protokolil

ptipravy vzorkl pro MS analyzy.

Tabulka 12 — Prehled poctu identifikovanych peptidii specifickych pro protein CersS2.

Protokol Tkan jater Tkan pankreatu
Stépeni v gelu 4 3
Stépeni v roztoku 2 0
Stépeni v roztoku s naslednou bazickou frakcionaci 4 2

Stépeni v gelu a bazické frakcionace vedly k identifikaci vyssiho poétu peptidi
oproti samotnému Stépeni v roztoku. To bylo pravdépodobné zplsobeno
efektivnéjSim rozdélenim smési pii elektroforéze a frakcionaci, které je potfebné
k identifikaci vyssiho poctu peptidi.

Ve studii [135], kterd analyzovala proteom perfuzniho roztoku (tekutiny
obsahujici intraceluldrni proteiny uvolnéné z organll) a porovnavala vytéZnost
metod Stépeni vroztoku a v gelu, vedlo Stépeni v roztoku k vy$Simu poctu
identifikovanych proteinti nez Stépeni v gelu. V této praci zaméefené na analyzu
komplexnich homogenatu jaterni a pankreatické tkané bylo naopak vyssiho poctu
identifikovanych peptidii specifickych pro CerS2 dosazeno metodou Sté€peni v gelu.
Tento rozdil odrazi vys$si komplexitu analyzovanych tkanovych homogenati
ve srovnani perfuznimi roztoky.

Identifikované peptidy specifické pro CerS2 z praseci tkdné jater a pankreatu
se vyskytovaly opakované napii¢ métenimi, konkrétné nejcastéji byly zastoupeny
tyto dva: ASPNPTLEHFYLTSGK a QVEVELLSR.

Ziskan4 data by mohla v budoucnu slouzit jako zéklad pro cilené metody
hmotnostné spektrofotometrickém kvantifikace proteinu CerS2. Ziskana LC-MS
data tak potvrzuji nejen Uspésnost izola¢niho postupu, ale zaroven také poskytuji
vychozi bod pro ptipadny dals$i vyvoj metodiky smérem k piesnéjSimu sledovani
CerS2 v riznych biologickych materidlech.

Izolace CerS2 z lidské krve byla doprovazena nékolika technickymi problémy.

V plné nesrazlivé krvi doslo k hemolyze a interferenci mezi hemem a detekénim
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chemiluminiscen¢nim ¢inidlem, coz znemoznilo specifickou detekci enzymu
CerS2. Uspéiné izolace CerS2 byly dosazeno z vrstvy buffy coat, a tim byla
potvrzena skutecnost, ze je CerS2 pfitomny v membrané bilych krvinek. Pfitomnost
CerS2 v membranach bilych krvinek byla potvrzena pouze imunochemickou
detekci. V dalSich experimentech by bylo vhodné identifikovat CerS2 i pomoci
hmotnostni spektrometrie jako tomu bylo v ptipad¢ vzorki piipravenych z tkani.
Pro budouci experimenty by bylo také vhodné vyzkouset izolaci CerS2 z bufty
coatu s vyuzitim jinych izola¢nich pufrd, naptiklad MIB-C, ktery je v literatuie
popsan [93] pro izolaci ER z bunék a mohl by ptfedstavovat Setrnéjsi variantu nez
pouzity MIB-L. Tento pufr MIB-C se od n¢j 1isi tim, Ze neobsahuje BSA a EGTA,
¢imz by mohl minimalizovat interferenci pfi naslednych analyzach. Déle je mozné
testovat i izolaci pomoci 2% SDS, ktera se osvédcila u tkani a mize poskytnout
dostate¢ny vytézek i z krevnich bunék.

Pokusy o afinitni purifikaci CerS2, z jaterniho homogenatu a bunééného lyzatu
bun¢k snadmérnou expresi CerS2, pomoci imobilizovanych protilatek
na magnetickych ¢asticich davaly nejednoznacné vysledky. Dle vysledki gelové
elektroforézy se lze domnivat, Zze se sice enzym CerS2 se na nosi¢ navazal,
ale nebylo ho mozné standardnimi metodami uspésné eluovat. To bylo
pravdépodobné zplsobeno vysokou afinitou zvolenych protilatek imobilizovanych
na magnetické ¢astice. Pro ovéfeni této hypotézy byl imunosorbent inkubovan
s trypsinem. Pfedpoklad byl, Ze jsou-li na sorbentu zachycené¢ molekuly CerS2,
podaii se je trypsinem postupné nastépit a vzniklé fragmenty postupné z nosice
uvolnit. Tyto peptidy by mély byt poté prokazany pomoci LC-MS. Pomoci LC-MS
analyz se skutecné potvrdila pfitomnost CerS2 a zaroven také to, Ze na nosic
se spolecn¢ navézalo spoustu jinych proteint. Tyto vysledky jasné urcuji smér
dalsiho vyzkumu. Bude nutné potlacit pfi izolaci vysokou miru nespecifické sorpce,
napf. volnou jin¢ho materidlu magnetickych castic. Vhodné by bylo zkusit
jak hydrofilni, tak i hydrofobni material. Idedlni by bylo najit podminky,
kdy by se preferenné na nosi¢ vazal enzym CerS2 a vSechny dal$i membranové

1 cytosolové proteiny by byly odmyty. Cilem je tedy nejen izolovat enzym pomoci
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specifické protilatky, ale zajistit, aby tento protein nebyl kontaminovan dal§imi

proteiny, které vyrazné omezuji potencial MS analyzy.
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ZAVER

Studium enzymu ceramidsyntdza 2 vychézi z rostouciho z4jmu o pochopeni
zmén lipidového metabolismu u nadorovych onemocnénich. Nadorové bunky
vykazuji zmény nejen v mnozstvi lipidl, ale také v aktivit¢ enzymt, které
se podileji na jejich syntéze. CerS2 je jednim z enzymi, ktery miize hrat dilezitou
roli v patogenezi nékterych typt rakoviny. Detailngjsi studium CerS2 by mohlo
v budoucnu ptispét lepsi diagnostice nadorovych onemocnéni.

Diplomové prace se zabyvala studiem a sledovanim enzymu ceramidsyntaza 2
v praseCich tkani jater a pankreatu, dale také jeho izolaci z lidskych krve. Cilem
bylo navrhnout a optimalizovat izola¢ni protokol, pro n¢kolik typt vzorkd, ktery
by umoznil spolehlivou detekci proteinu CerS2. Pro ovéteni téchto protokoli bylo
vyuzito nékolik analytickych metod v€etné hmotnostni spektrometrie. I pies nékteré
prekazky se podafilo zavést metodu pro izolaci CerS2 z tkdn€ jater a pankreatu,
kterd miize byt vyuzitelnd jako podklad pro dal§i experimenty vedouci
ke kvantifikaci enzymu, sledovani jeho aktivity nebo jeho zmén pii patologickych
procesech. Pomoci hmotnostni spektrometrie se podatilo identifikovat CerS2
v tkani jater 1 pankreatu. Ziskana data mohou byt vyuzita pfi cilené analyze CerS2.

Izolace z lidské krve byla Gspé$na pouze z vrstvy buffy coat a byla potvrzena
pomoci analyzy Western blot s imunochemickou detekci pro protein CerS2.
Tim byla potvrzena pfitomnost CerS2 v membrané bilych krvinek.

Dal8im cilem této prace bylo optimalizovat podminky sorpce a eluce CerS2
z tkéni jater metodou afinitni chromatografie. Afinitni chromatografie s pouzitou
protilatkou proti CerS2 imobilizovanou na magnetickych Ccasticich poskytla
nejednoznacné vysledky. Na nosici se spolu se sledovanym proteinem pomoci MS
bylo identifikovano mnoho dal$ich proteinti. Vhodné by bylo otestovat i jiné afinitni

ligandy.

130



POUZITA LITERATURA

1.

10.

11.

12.

LUO, Xiangjian; CHENG, Can; TAN, Zheqiong; LI, Namei; TANG, Min et al.
Emerging roles of lipid metabolism in cancer metastasis. Online. Molecular
Cancer. 2017, ro€. 16, €. 1. doi: 10.1186/s12943-017-0646-3.

CUI, Meng-Ying; Y1, Xing; ZHU, Dan-Xia a WU, Jun. The Role of Lipid
Metabolism in Gastric Cancer. Online. Frontiers in Oncology. 2022, ro¢. 12.
doi: 10.3389/fonc.2022.916661.

KRAUSS, Dana; FARI, Ourania a SIBILIA, Maria. Lipid Metabolism
Interplay in CRC—An Update. Online. Metabolites. 2022, ro¢. 12, ¢. 3, doi:
10.3390/metabo12030213.

VASSEUR, Sophie a GUILLAUMOND, Fabienne. Lipids in cancer: a global
view of the contribution of lipid pathways to metastatic formation and treatment
resistance. Online. Oncogenesis. 2022, ro¢. 11, €. 1. doi: 10.1038/s41389-022-
00420-8.

MUNIR, Rimsha; LISEC, Jan; SWINNEN, Johannes V. a ZAIDI, Nousheen.
Lipid metabolism in cancer cells under metabolic stress. Online. British Journal
of Cancer. 2019, ro¢. 120, €. 12, s. 1090-1098. doi: 10.1038/s41416-019-0451-
4.

YIN, Xinpeng; XU, Ruiyuan; SONG, Jianlu; RUZE, Rexiati; CHEN, Yuan et
al. Lipid metabolism in pancreatic cancer: emerging roles and potential targets.
Online. Cancer Communications. 2022, ro¢. 42, ¢. 12, s. 1234-1256. doi:
10.1002/cac2.12360.

SUNAMI, Yoshiaki; REBELO, Artur a KLEEFF, Jorg. Lipid Metabolism and
Lipid Droplets in Pancreatic Cancer and Stellate Cells. Online. Cancers. 2018,
ro¢. 10, ¢. 1. doi: 10.3390/cancers10010003.

LI, Biao; MI, Jing a YUAN, Qi. Fatty acid metabolism-related enzymes in
colorectal cancer metastasis: from biological function to molecular mechanism.
Online. Cell Death Discovery. 2024, ro¢. 10, ¢. 1. doi: 10.1038/s41420-024-
02126-9.

ZAYTSEVA, Yekaterina. Lipid Metabolism as a Targetable Metabolic
Vulnerability in Colorectal Cancer. Online. Cancers. 2021, ro¢. 13, ¢. 2. doi:
10.3390/cancers13020301.

LI, Ying; NICHOLSON, Rebekah J. a SUMMERS, Scott A. Ceramide
signaling in the gut. Online. Molecular and Cellular Endocrinology. 2022, roc.
544. doi: 10.1016/j.mce.2022.111554.

VANAUBERG, Dimitri; SCHULZ, Céline a LEFEBVRE, Tony. Involvement
of the pro-oncogenic enzyme fatty acid synthase in the hallmarks of cancer: a
promising target in anti-cancer therapies. Online. Oncogenesis. 2023, ro¢. 12,
¢. 1. doi: 10.1038/s41389-023-00460-8.

HUNT, Elizabeth G.; HURST, Katie E.; RIESENBERG, Brian P.; KENNEDY,
Andrew S.; GANDY, Evelyn J. et al. Acetyl-CoA carboxylase obstructs CD8+
T cell lipid utilization in the tumor microenvironment. Online. Cell
Metabolism. 2024, ro¢. 36, ¢ 5, s.  969-983.e10. doi:
10.1016/j.cmet.2024.02.009.

131



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

PICCININ, Elena; CARIELLO, Marica a MOSCHETTA, Antonio. Lipid
metabolism in colon cancer: Role of Liver X Receptor (LXR) and Stearoyl-CoA
Desaturase 1 (SCD1). Online. Molecular Aspects of Medicine. 2021, roc. 78.
doi: 10.1016/j.mam.2020.100933.

GU, Qiuying; WANG, Yuan; YI, Ping a CHENG, Chunming. Theoretical
framework and emerging challenges of lipid metabolism in cancer. Online.
Seminars in Cancer Biology. 2025, ro¢. 108, s. 48-70. doi:
10.1016/j.semcancer.2024.12.002.

PARK, Joo-Won; PARK, Woo-Jac a FUTERMAN, Anthony H. Ceramide
synthases as potential targets for therapeutic intervention in human diseases.
Online. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and Cell Biology of
Lipids. 2014, ro¢. 1841, €. 5, s. 671-681. doi: 10.1016/j.bbalip.2013.08.019.
ZHANG, Qian; WANG, Jin-yan; YAN, Wei; WANG, Dan-dan; YANG, Su-jin
et al. Clinical and pathological significance of Homo sapiens ceramide synthase
2 (CerS-2) in diverse human cancers. Online. Bioscience Reports. 2019, ro€. 39,
¢.5.doi:10.1042/BSR20181743.

CHENG, Xiaolin a SMITH, Jeremy C. Biological Membrane Organization and
Cellular Signaling. Online. Chemical Reviews. 2019, ro¢. 119, €. 9, s. 5849-
5880. doi: 10.1021/acs.chemrev.8b00439.

WATSON, Helen. Biological membranes. Online. Essays in Biochemistry.
2015, ro€. 59, s. 43-69. doi: 10.1042/bse0590043.

SIMONS, K. a SAMPAIO, J. L. Membrane Organization and Lipid Rafts.
Online. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology. 2011, ro¢. 3, €. 10, s.
a004697-a004697. doi: 10.1101/cshperspect.a004697.

VAN MEER, Gerrit; VOELKER, Dennis R. a FEIGENSON, Gerald W.
Membrane lipids: where they are and how they behave. Online. Nature Reviews
Molecular Cell Biology. 2008, ro¢. 9, €. 2, s. 112-124. doi: 10.1038/nrm2330.
WILLIAM (BILL) W. CHRISTIE. Sphingolipids: Chemistry and
BiochemistryAn Introduction. Online. An introduction. Dostupné z:
https://lipidmaps.org/resources/lipidweb/lipidweb _html/lipids/sphingo/introsph
/index.htm.

GROSCH, Sabine; SCHIFFMANN, Susanne a GEISSLINGER, Gerd. Chain
length-specific properties of ceramides. Online. Progress in Lipid Research.
2012, ro¢. 51, €. 1, s. 50-62. doi: 10.1016/j.plipres.2011.11.001.

STITH, Jeffrey L.; VELAZQUEZ, Fabiola N. a OBEID, Lina M. Advances in
determining signaling mechanisms of ceramide and role in disease. Online.
Journal of Lipid Research. 2019, ro¢. 60, ¢ 5, s. 913-918.
doi.org/10.1194/j1r.S092874.

OGRETMEN, Besim a HANNUN, Yusuf A. Biologically active sphingolipids
in cancer pathogenesis and treatment. Online. Nature Reviews Cancer. 2004, roc.
4,¢. 8, s.604-616. doi: 10.1038/nrc1411.

STIBAN, Johnny; CAPUTO, Lauraa COLOMBINI, Marco. Ceramide synthesis
in the endoplasmic reticulum can permeabilize mitochondria to proapoptotic
proteins. Online. Journal of Lipid Research. 2008, ro€. 49, €. 3, s. 625-634. doi:
10.1194/j1r.M700480-JLR200.

132



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

ZHANG, Mengmeng; LI, Zhangyun; LIU, Yuwei; DING, Xiao; WANG,
Yanyan et al. The ceramide synthase (CERS/LASS) family: Functions involved
in cancer progression. Online. Cellular Oncology. 2023, roc€. 46, €. 4, s. 825-
845. doi: 10.1007/s13402-023-00798-6.

OHNO, Yusuke; SUTO, Shota; YAMANAKA, Masao; MIZUTANI, Yukiko;
MITSUTAKE, Susumu et al. ELOVLI1 production of C24 acyl-CoAs is linked
to C24 sphingolipid synthesis. Online. Proceedings of the National Academy
of Sciences. 2010, ro¢. 107, ¢. 43, s. 18439-18444. doi:
10.1073/pnas.1005572107.

LEVY, Michal a FUTERMAN, Anthony H. Mammalian ceramide synthases.
Online. [UBMB Life. 2010, ro€. 62, €. 5, s. 347-356. doi: 10.1002/iub.319.
LAVIAD, Elad L.; ALBEE, Lee; PANKOVA-KHOLMYANSKY, Irene;
EPSTEIN, Sharon; PARK, Hyejung et al. Characterization of Ceramide
Synthase 2. Online. Journal of Biological Chemistry. 2008, roc. 283, €. 9, s.
5677-5684. doi: 10.1074/jbc.M707386200.

ALIZADEH, Javad; DA SILVA ROSA, Simone C.; WENG, Xiaohui;
JACOBS, Joadi; LORZADEH, Shahrokh et al. Ceramides and ceramide
synthases in cancer: Focus on apoptosis and autophagy. Online. European
Journal of Cell Biology. 2023, ro¢. 102, ¢. 3. doi: 10.1016/j.ejcb.2023.151337.
DING, Song; LI, Guorui; FU, Tinglv, ZHANG, Tianyu; LU, Xiao et al.
Ceramides and mitochondrial homeostasis. Online. Cellular Signalling. 2024,
ro¢. 117. doi:10.1016/j.cellsig.2024.111099.

NGANGA, Rose; OLEINIK, Natalia a OGRETMEN, Besim. Mechanisms of
Ceramide-Dependent Cancer Cell Death. Online. In: Sphingolipids in Cancer.
Advances in Cancer Research. Elsevier, 2018, s. 1-25. ISBN 9780128142233.
doi:10.1016/bs.acr.2018.04.007.

SPASSIEVA, Stefka D.; MULLEN, Thomas D.; TOWNSEND, Danyelle M. a
OBEID, Lina M. Disruption of ceramide synthesis by CERS2 down-regulation
leads to autophagy and the unfolded protein response. Online. Biochemical
Journal. 2009, ro€. 424, ¢. 2, s. 273-283. doi.10.1042/BJ20090699.

ZELNIK, Iris D.; MESTRE, Beatriz; WEINSTEIN, Jonathan J.; DINGJAN,
Tamir; [ZRAILOV, Stav et al. Computational design and molecular dynamics
simulations suggest the mode of substrate binding in ceramide synthases.
Online. Nature Communications. 2023, ro€. 14, ¢. 1. doi: 10.1038/s41467-023-
38047-x.

TIDHAR, Rotem; ZELNIK, Iris D.; VOLPERT, Giora, BEN-DOR, Shifra;
KELLY, Samuel et al. Eleven residues determine the acyl chain specificity of
ceramide synthases. Online. Journal of Biological Chemistry. 2018, ro¢. 293,
¢. 25,5.9912-9921. doi: 10.1074/jbc.RA118.001936.

TURPIN-NOLAN, Sarah M. a BRUNING, Jens C. The role of ceramides in
metabolic disorders: when size and localization matters. Online. Nature
Reviews Endocrinology. 2020, ro¢. 16, €. 4, s. 224-233. doi: 10.1038/s41574-
020-0320-5.

CERS1 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000223802-CERS1.

133



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

P27544 - CERSI HUMAN. Online. UniProt.  Dostupné  z:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P27544/entry.

CERS2 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000143418-CERS2.
Q96G23. CERS2 HUMAN. Online. UniProt. Dostupné zZ:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q96G23/entry#sequences.

CERS3 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000154227-CERS3.
Q8IU89 - CERS3 HUMAN. Online. UniProt. Dostupné z:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8IU89/entry.

CERS4 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000090661-CERS4.
Q9HA82 - CERS4 HUMAN. Online. UniProt. Dostupné z:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9HA82/entry.

CERSS5 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000139624-CERSS.
Q8N5B7 - CERS5 HUMAN. Online. UniProt. Dostupné z:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q8N5B7/entry.

CERS6 protein expression summary. Online. The Human Protein Atlas.
Dostupné z: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000172292-CERS6.
Q6ZMGY9 - CERS6 HUMAN. Online. UniProt. Dostupné z:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q6ZMG9/entry.

RAICHUR, Suryaprakash. Ceramide Synthases Are Attractive Drug Targets
for Treating Metabolic Diseases. Online. PubMed. Dostupné z:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32849276/.

KIHARA, Akio. Synthesis and degradation pathways, functions, and pathology
of ceramides and epidermal acylceramides. Online. Progress in Lipid Research.
2016, roc€. 63, s. 50-69. doi: 10.1016/j.plipres.2016.04.001.

RAICHUR, Suryaprakash; BRUNNER, Bodo; BIELOHUBY, Maximilian;
HANSEN, Gitte; PFENNINGER, Anja et al. The role of C16: 0 ceramide in
the development of obesity and type 2 diabetes: CerS6 inhibition as a novel
therapeutic approach. Online. Molecular Metabolism. 2019, ro¢. 21, s. 36-50.
doi: 10.1016/j.molmet.2018.12.008.

PAN, Hui; QIN, Wen-Xin; HUO, Ke-Ke; WAN, Da-Fang; YU, Yao et al.
Cloning, Mapping, and Characterization of a Human Homologue of the Yeast
Longevity Assurance Gene LAG1. Online. Genomics. 2001, ro¢. 77, €. 1-2, s.
58-64. doi: 10.1006/geno.2001.6614.

XIE, Tian; FANG, Qi; ZHANG, Zike; WANG, Yanfei; DONG, Feitong et al.
Structure and mechanism of a eukaryotic ceramide synthase complex. Online.
The EMBO Journal. 2023, ro¢€. 42, ¢. 24. doi: org/10.15252/embj.2023114889.
TIDHAR, Rotem; BEN-DOR, Shifra; WANG, Elaine; KELLY, Samuel,
MERRILL, Alfred H. et al. Acyl Chain Specificity of Ceramide Synthases Is
Determined within a Region of 150 Residues in the Tram-Lag-CLN8 (TLC)
Domain. Online. Journal of Biological Chemistry. 2012, ro¢. 287, €. 5,s. 3197-
3206. doi: 10.1074/jbc.M111.280271.

134



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

CINGOLANI, Francesca; FUTERMAN, Anthony H. a CASAS, Josefina.
Ceramide synthases in biomedical research. Online. Chemistry and Physics of
Lipids. 2016, ro¢. 197, s. 25-32. doi: 10.1016/j.chemphyslip.2015.07.026.
WEGNER, Marthe-Susanna; SCHIFFMANN, Susanne; PARNHAM, Michael
John; GEISSLINGER, Gerd a GROSCH, Sabine. The enigma of ceramide
synthase regulation in mammalian cells. Online. Progress in Lipid Research.
2016, ro€. 63, s. 93-119. doi:10.1016/j.plipres.2016.03.006.
GARCIA-VALLICROSA, Clara; FALCON-PEREZ, Juan M. a ROYO, Felix.
The Role of Longevity Assurance Homolog 2/Ceramide Synthase 2 in Bladder
Cancer. Online. International Journal of Molecular Sciences. 2023, roc. 24, ¢.
21. doi:10.3390/ijms242115668.

SASSA, Takayuki; HIRAYAMA, Taisuke a KIHARA, Akio. Enzyme
Activities of the Ceramide Synthases CERS2-6 Are Regulated by
Phosphorylation in the C-terminal Region. Online. Journal of Biological
Chemistry. 2016, ro€. 291, €. 14, s. 7477-7487. doi: 10.1074/jbc.M115.695858.
BORGQO, Christian; D’AMORE, Claudio; SARNO, Stefania; SALVI, Mauro a
RUZZENE, Maria. Protein kinase CK2: a potential therapeutic target for
diverse human diseases. Online. Signal Transduction and Targeted Therapy.
2021, ro€. 6, ¢. 1. doi: 10.1038/s41392-021-00567-7.

NOVGORODOV, Sergei A.; RILEY, Christopher L.; KEFFLER, Jarryd A.;
YU, Jin; KINDY, Mark S. et al. SIRT3 Deacetylates Ceramide Synthases.
Online. Journal of Biological Chemistry. 2016, ro¢. 291, ¢. 4, s. 1957-1973.
doi: 10.1074/jbc.M115.668228.

HUANG, Jing-Yi; HIRSCHEY, Matthew D.; SHIMAZU, Tadahiro; HO, Linh
a VERDIN, Eric. Mitochondrial sirtuins. Online. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Proteins and Proteomics. 2010, ro¢. 1804, €. 8, s. 1645-1651. doi:
10.1016/j.bbapap.2009.12.021.

KIM, Jiyoon L.; BEN-DOR, Shifra; ROSENFELD-GUR, Eden a
FUTERMAN, Anthony H. A novel C-terminal DxRSDXE motif in ceramide
synthases involved in dimer formation. Online. Journal of Biological
Chemistry. 2022, ro¢€. 298, €. 2. doi: 10.1016/5.jbc.2021.101517.

LAVIAD, Elad L.; KELLY, Samuel; MERRILL, Alfred H. a FUTERMAN,
Anthony H. Modulation of Ceramide Synthase Activity via Dimerization.
Online. Journal of Biological Chemistry. 2012, ro¢. 287, ¢. 25, s. 21025-21033.
doi: 10.1074/jbc.M112.363580.

FAVALORO, B.; ALLOCATI, N.; GRAZIANO, V.; DI ILIO, C. a DE
LAURENZI, V. Role of Apoptosis in disease. Online. Aging. 2012, roc. 4, ¢.
5,s.330-349. doi: 10.18632/aging.100459.

COSTIGAN A, Hollville E; YAGAMI T, Yamamoto Y; CHENG KT, Piwnica-
Worms D.; TONG X, Tang R a ZHANG C, Liu N. Apoptosis. Online. NCBI
Bookshelf. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499821/.
ELMORE, Susan. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Online.
Toxicologic Pathology. 2007, ro¢. 35, ¢ 4, s. 495-516. doi:
10.1080/01926230701320337.

COLOMBINI, Marco. Membrane Channels Formed by Ceramide. Online. In:
GULBINS, Erich a PETRACHE, Irina (ed.). Sphingolipids: Basic Science and

135


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK499821/

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Drug Development. Handbook of Experimental Pharmacology. Vienna:
Springer Vienna, 2013, s. 109-126. ISBN 978-3-7091-1367-7. doi:
10.1007/978-3-7091-1368-4 6.

STIBAN, Johnny a PERERA, Meenu. Very long chain ceramides interfere with
Cl6-ceramide-induced channel formation: A plausible mechanism for
regulating the initiation of intrinsic apoptosis. Online. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes. 2015, ro¢. 1848, €. 2,s. 561-567. doi:
10.1016/j.bbamem.2014.11.018.

GANGOITI, Patricia; CAMACHO, Luz; ARANA, Lide; OURO, Alberto;
GRANADO, Maria H. et al. Control of metabolism and signaling of simple
bioactive sphingolipids: Implications in disease. Online. Progress in Lipid
Research. 2010, ro€. 49, ¢. 4, s. 316-334. doi: 10.1016/j.plipres.2010.02.004.
HARTMANN, Daniela; LUCKS, Jessica; FUCHS, Sina; SCHIFFMANN,
Susanne; SCHREIBER, Yannick et al. Long chain ceramides and very long
chain ceramides have opposite effects on human breast and colon cancer cell
growth. Online. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology.
2012, ro€. 44, ¢. 4, s. 620-628. doi: 10.1016/j.biocel.2011.12.019.
SCHIFFMANN, Susanne; SANDNER, Jessica; BIROD, Kerstin; WOBST,
Ivonne; ANGIONI, Carlo et al. Ceramide synthases and ceramide levels are
increased in breast cancer tissue. Online. Carcinogenesis. 2009, ro¢. 30, €. 5, s.
745-752. doi: 10.1093/carcin/bgp061.

GU, Dishui; JIN, Haojie; JIN, Guangzhi; WANG, Cun; WANG, Ning et al.
The asialoglycoprotein receptor suppresses the metastasis of hepatocellular
carcinoma via LASS2-mediated inhibition of V-ATPase activity. Online.
Cancer Letters. 2016, ro¢. 379, ¢. 1, s. 107-116. doi:
10.1016/j.canlet.2016.05.030.

WANG, Haifeng; WANG, Jiansong; ZUO, Yigang; DING, Mingxia; YAN,
Ruping et al. Expression and prognostic significance of a new tumor metastasis
suppressor gene LASS2 in human bladder carcinoma. Online. Medical
Oncology. 2012, ro€. 29, €. 3, s. 1921-1927. doi: 10.1007/s12032-011-0026-6.
XU, Xiaoyan; YOU, Jiangfeng a PEI, Fei. Silencing of a novel tumor
metastasis suppressor gene LASS2/TMSGI1 promotes invasion of prostate
cancer cell in vitro through increase of vacuolar ATPase activity. Online.
Journal of Cellular Biochemistry. 2012, ro¢. 113, €. 7, s. 2356-2363. doi:
10.1002/jcb.24106.

XU, Xiaoyan; LIU, Beiying; ZOU, Pengcheng; ZHANG, Yan; YOU, Jiangfeng
et al. Silencing of LASS2/TMSG1 enhances invasion and metastasis capacity
of prostate cancer cell. Online. Journal of Cellular Biochemistry. 2014, roc.
115, ¢. 4,s. 731-743. doi: 10.1002/jcb.24716.

OGRETMEN, Besim. Sphingolipid metabolism in cancer signalling and
therapy. Online. Nature Reviews Cancer. 2018, ro¢. 18, ¢. 1, s. 33-50. doi:
10.1038/nrc.2017.96.

HARWOOD, John; LLOYD-EVANS, Emyr; GOMEZ-LARRAURI, Ana;
PRESA, Natalia, DOMINGUEZ-HERRERA, Asier et al. Role of bioactive
sphingolipids in physiology and pathology. Online. Essays in Biochemistry.
2020, ro€. 64, ¢. 3, s. 579-589. doi: 10.1042/EBC20190091.

136



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

GOMEZ-LARRAURI, Ana; DAS ADHIKARI, Upasana; ARAMBURU-
NUNEZ, Marta; CUSTODIA, Antia a OURO, Alberto. Ceramide Metabolism
Enzymes—Therapeutic Targets against Cancer. Online. Medicina. 2021, roc.
57, ¢. 7. doi: 10.3390/medicina57070729.

SHERIDAN, Megan a OGRETMEN, Besim. The Role of Ceramide
Metabolism and Signaling in the Regulation of Mitophagy and Cancer Therapy.
Online. Cancers. 2021, ro¢. 13, ¢. 10. doi: 10.3390/cancers13102475.
ZIGDON, Hila; KOGOT-LEVIN, Aviram; PARK, Joo-Won;
GOLDSCHMIDT, Ruth; KELLY, Samuel et al. Ablation of Ceramide
Synthase 2 Causes Chronic Oxidative Stress Due to Disruption of the
Mitochondrial Respiratory Chain. Online. Journal of Biological Chemistry.
2013, ro€. 288, €. 7, s. 4947-4956. doi: 10.1074/jbc.M112.402719.

BICKERT, Andreas; KERN, Paul; VAN UELFT, Martina;, HERRESTHAL,
Stefanie; ULAS, Thomas et al. Inactivation of ceramide synthase 2 catalytic
activity in mice affects transcription of genes involved in lipid metabolism and
cell division. Online. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular and
Cell Biology of Lipids. 2018, ro¢. 1863, ¢. 7, s. 734-749. doi:
10.1016/.bbalip.2018.04.006.

PANI, Trishna; RAJPUT, Kajal; KAR, Animesh; SHARMA, Harsh; BASAK,
Rituparna et al. Alternative splicing of ceramide synthase 2 alters levels of
specific ceramides and modulates cancer cell proliferation and migration in
Luminal B breast cancer subtype. Online. Cell Death & Disease. 2021, ro¢. 12,
¢.2.doi:10.1038/s41419-021-03436-x.

WAJAPEYEE, Narendra, BEAMON, Teresa Chiyanne a GUPTA, Romi.
Roles and therapeutic targeting of ceramide metabolism in cancer. Online.
Molecular Metabolism. 2024, ro¢. 83. doi: 10.1016/j.molmet.2024.101936.
SENNOUNE, Souad R.; BAKUNTS, Karina; MARTINEZ, Gloria M.; CHUA-
TUAN, Jenny L.; KEBIR, Yamina et al. Vacuolar H + -ATPase in human breast
cancer cells with distinct metastatic potential: distribution and functional
activity. Online. American Journal of Physiology-Cell Physiology. 2004, roc.
286, €. 6, s. C1443-C1452. doi: 10.1152/ajpcell.00407.2003.

IMGRUND, Silke; HARTMANN, Dieter; FARWANAH, Hany;
ECKHARDT, Matthias; SANDHOFF, Roger et al. Adult Ceramide Synthase 2
(CERS2)-deficient Mice Exhibit Myelin Sheath Defects, Cerebellar
Degeneration, and Hepatocarcinomas. Online. Journal of Biological
Chemistry. 2009, ro¢. 284, ¢ 48, s. 33549-33560. doi:
10.1074/jbc.M109.031971.

ZHAO, Qingqing; HE, Wei; LIU, Zhouheng; HUANG, Liangliang; YANG,
Xiaoli et al. LASS2 enhances p53 protein stability and nuclear import to
suppress liver cancer progression through interaction with MDM2/MDMX.
Online. Cell Death Discovery. 2023, ro¢. 9, ¢. 1. doi: 10.1038/s41420-023-
01709-2.

WANG, Haifeng; WANG, Jiansong; ZUO, Yigang; DING, Mingxia; YAN,
Ruping et al. Expression and prognostic significance of a new tumor metastasis
suppressor gene LASS2 in human bladder carcinoma. Online. Medical
Oncology. 2012, ro¢. 29, €. 3, s. 1921-1927. doi: 10.1007/s12032-011-0026-6.

137



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

ZHAO, QINGHUA; WANG, HAIFENG; YANG, MINGYING; YANG,
DELIN; ZUO, YIGANG et al. Expression of a tumor-associated gene, LASS2,
in the human bladder carcinoma cell lines BIU-87, T24, EJ and EJ-M3. Online.
Experimental and Therapeutic Medicine. 2013, ro€. 5, ¢. 3, s. 942-946. doi:
10.3892/etm.2013.892.

ALDOGHACHI, Ahmed Faris; BAHARUDIN, Aminuddin; AHMAD, Umar;
CHAN, Soon Choy; ONG, Teng Aik et al. Evaluation of CERS2 Gene as a
Potential Biomarker for Bladder Cancer. Online. Disease Markers. 2019, roc.
2019, s. 1-8. doi: 10.1155/2019/3875147.

FAN, Shao-hua; WANG, Yan-yan; LU, Jun; ZHENG, Yuan-lin; WU, Dong-
mei et al. CERS2 Suppresses Tumor Cell Invasion and is Associated with
Decreased V-ATPase and MMP-2/MMP-9 Activities in Breast Cancer. Online.
Journal of Cellular Biochemistry. 2015, ro¢. 116, ¢. 4, s. 502-513. doi:
10.1002/jcb.24978.

YU, Wenjuan; WANG, Leiming; WANG, Yuewei; XU, Xiaoyan, ZOU,
Pengcheng et al. A novel tumor metastasis suppressor gene LASS2/TMSG1
interacts with vacuolar ATPase through its homeodomain. Online. Journal of
Cellular Biochemistry. 2013, ro€. 114, €. 3, s. 570-583.d0i:10.1002/jcb.24400.
GONG, Miaozi; YU, Wenjuan; PEI Fei; YOU, Jiangfeng; CUI, Xianglin et al.
KLF6/Spl initiates transcription of the tmsg -1 gene in human prostate
carcinoma cells: An exon involved mechanism. Online. Journal of Cellular
Biochemistry. 2012, ro¢. 113, €. 1, s. 329-339. doi: 10.1002/jcb.23359.
LEIRO, Marc; VENTURA, Raiil; ROJO-QUEROL, Nil a HERNANDEZ-
ALVAREZ, Maria. Endoplasmic Reticulum Isolation: An Optimized
Approach into Cells and Mouse Liver Fractionation. Online. BIO-
PROTOCOL. 2023, ro¢. 13, ¢. 17. doi: 10.21769/BioProtoc.4803.

Protein Purification. Online. Dostupné Z:
https://biocev.If1.cuni.cz/file/282/protein-purification-handbook.pdf.

SMITH, Sinéad M. Strategies for the Purification of Membrane Proteins.
Online. In: WALLS, Dermot a LOUGHRAN, Sinéad T. (ed.). Protein
Chromatography. Methods in Molecular Biology. New York, NY: Springer
New York, 2017, s. 389-400. ISBN 978-1-4939-6410-9. doi: 10.1007/978-1-
4939-6412-3 21.

DECAPRIO, James a KOHL, Thomas O. Immunoprecipitation. Online. Cold
Spring  Harbor  Protocols. 2020, ro¢. 2020, ¢ 11. dot:
org/10.1101/pdb.top098509.

The principle and method of immunoprecipitation (IP). Online. MBL Life
Science -JAPAN-. Dostupné Z:
https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/immunoprecipitation.html.
STEWART, Adele a FISHER, Rory A. Co-Immunoprecipitation. Online. In:
Laboratory Methods in Cell Biology. Methods in Cell Biology. Elsevier, 2012,
s. 33-54. ISBN 9780124059146. doi: 10.1016/B978-0-12-405914-6.00002-0.
KIM, Jiyoon L.; MESTRE, Beatriz; MALITSKY, Sergey; ITKIN, Maxim;
KUPERVASER, Meital et al. Fatty acid transport protein 2 interacts with
ceramide synthase 2 to promote ceramide synthesis. Online. Journal of
Biological Chemistry. 2022, ro€. 298, ¢. 4. doi: 10.1016/j.jbc.2022.101735.

138


https://ruo.mbl.co.jp/bio/e/support/method/immunoprecipitation.html

100. RODRIGUEZ, Elliott L.; PODDAR, Saumen; IFTEKHAR, Sazia; SUH,
Kyungah; WOOLFORK, Ashley G. et al. Affinity chromatography: A review
of trends and developments over the past 50 years. Online. Journal of
Chromatography B. 2020, ro¢. 1157. doi: 10.1016/j.jchromb.2020.122332.

101. ZATLOUKALOVA, Eva. Afinitni chromatografie na imobilizovanych
kobaltnatych iontech a jeji pouziti. Online. 2004. Dostupné z: http://chemicke-
listy.cz/docs/full/2004 05 _04.pdf.

102. GE Healthcare Handbook, Affinity Chromatography Principles and
Methodes. Online. Dostupné z:
https://b3p.it.helsinki.fi/download/GE_Protein Purification Handbooks/Affin
ity Chromatography Handbook.pdf.

103. BI, Cong; LI, Rong; MATSUDA, Ryan; PAPASTAVROS, Efthimia;
PFAUNMILLER, Erika et al. Pharmaceutical and biomedical applications of
affinity chromatography: recent trends and developments. Online. PubMed.
Dostupné z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22305083/.

104. MOSER, Annette C a HAGE, David S. Immunoaffinity Chromatography:
An Introduction to Applications and Recent Developments. Online.
Bioanalysis. 2010, ro€. 2, €. 4, s. 769-790. doi: 10.4155/bi0.10.31.

105. MAGAKI, Shino; HOJAT, Seyed A.; WEI, Bowen; SO, Alexandra a
YONG, William H. An Introduction to the Performance of
Immunohistochemistry. Online. In: YONG, William H. (ed.). Biobanking.
Methods in Molecular Biology. New York, NY: Springer New York, 2019, s.
289-298. ISBN 978-1-4939-8933-1. doi: 10.1007/978-1-4939-8935-5 25.

106. KREMSER, Christiane; KLEMM, Anna-Lena; UELFT, Martina;
IMGRUND, Silke; GINKEL, Christina et al. Cell-type-specific expression
pattern of ceramide synthase 2 protein in mouse tissues. Online. Histochemistry
and Cell Biology. 2013, ro¢. 140, ¢. 5, s. 533-547. doi: 10.1007/s00418-013-
1091-z.

107. KE, Rong-Hu; WANG, Yin; MAO, Yin; ZHANG, Jun a XIONG, Ji.
Decreased expression of LASS2 is associated with worse prognosis in
meningiomas. Online. Journal of Neuro-Oncology. 2014, ro¢. 118, €. 2, s. 369-
376. doi: 10.1007/s11060-014-1441-2.

108. BARTHELMES, Julia; DE BAZO, Anika Ménner; PEWZNER-JUNG,
Yael; SCHMITZ, Katja; MAYER, Christoph A. et al. Lack of ceramide
synthase 2 suppresses the development of experimental autoimmune
encephalomyelitis by impairing the migratory capacity of neutrophils. Online.
Brain, Behavior, and Immunity. 2015, ro¢. 46, s. 280-292. doi:
10.1016/5.bb1.2015.02.010.

109. SHIN, Sun-Hye; CHO, Kyung-Ah; YOON, Hee-Soo; KIM, So-Yeon; KIM,
Hee-Yeon et al. Ceramide Synthase 2 Null Mice Are Protected from
Ovalbumin-Induced Asthma with Higher T Cell Receptor Signal Strength in
CD4+ T Cells. Online. International Journal of Molecular Sciences. 2021, ro¢.
22, ¢. 5. doi: 10.3390/ijms22052713.

110. RUAN, Haoyu; WANG, Ting; YANG, Chen; JIN, Guangzhi; GU, Dishui et
al. Co-expression of LASS2 and TGF-f1 predicts poor prognosis in

139


https://b3p.it.helsinki.fi/download/GE_Protein_Purification_Handbooks/Affinity_Chromatography_Handbook.pdf
https://b3p.it.helsinki.fi/download/GE_Protein_Purification_Handbooks/Affinity_Chromatography_Handbook.pdf

hepatocellular carcinoma. Scientific Reports. 2016, ro¢. 6, ¢. 1. doi:
10.1038/srep32421.

111. Immunohistochemistry (IHC) Principle. Online. Bosterbio. Dostupné také
zZ: https://www.bosterbio.com/protocol-and-
troubleshooting/immunohistochemistry-ihc-principle.

112. Subcellular Cers2. Online. The Human Protein Atlas. 2025. Dostupné z:
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000143418-CERS2/subcellular.

113. HARSHITHA, Ravikumar a ARUNRAJ, Duraipandian Rex. Real-time
quantitative PCR: A tool for absolute and relative quantification. Online.
Biochemistry and Molecular Biology Education. 2021, ro¢. 49, €. 5, s. 800-812.
doi: 10.1002/bmb.21552.

114. ADEOLA, Fowotade. Normalization of Gene Expression by Quantitative
RT-PCR in Human Cell Line: comparison of 12 Endogenous Reference Genes.
Online. Ethiopian Journal of Health Sciences. 2019, ro¢. 28, ¢. 6. doi:
10.4314/ejhs.v28i6.9.

115. SCHIFFMANN, Susanne; BIROD, Kerstin; MANNICH, Julia; EBERLE,
Max; WEGNER, Marthe-Susanna et al. Ceramide metabolism in mouse tissue.
Online. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. 2013, roc.
45, ¢. 8,s. 1886-1894. doi: 10.1016/j.biocel.2013.06.004.

116. MULLEN, Thomas D.; HANNUN, Yusuf A. a OBEID, Lina M. Ceramide
synthases at the centre of sphingolipid metabolism and biology. Online.
Biochemical Journal. 2012, ro¢. 441, ¢ 3, s. 789-802.
doi.org/10.1042/BJ20111626.

117. PEWZNER-JUNG, Yael; PARK, Hyejung; LAVIAD, Elad L.; SILVA,
Liana C.; LAHIRI, Sujoy et al. A Critical Role for Ceramide Synthase 2 in
Liver Homeostasis. Online. Journal of Biological Chemistry. 2010, roc. 285, €.
14, s. 10902-10910. doi: 10.1074/jbc.M109.077594.

118. MOSBECH, Mai-Britt; OLSEN, Anne S. B.; NEESS, Ditte; BEN-DAVID,
Oshrit; KLITTEN, Laura L. et al. Reduced ceramide synthase 2 activity causes
progressive myoclonic epilepsy. Online. Annals of Clinical and Translational
Neurology. 2014, ro¢. 1, €. 2, s. 88-98. doi: 10.1002/acn3.28.

119. DAVID KITZ KRAMER, Western Blotting (Immunoblot): Gel
Electrophoresis for Proteins. Online. Dostupné z: https://www.antibodies-
online.com/resources/17/1224/western-blotting-immunoblot-gel-
electrophoresis-for-proteins/.

120. SULE, Rasheed; RIVERA, Gabriela a GOMES, Aldrin V. Western Blotting
(immunoblotting): History, Theory, Uses, Protocol and Problems. Online.
BioTechniques. 2023, roc. 75, €. 3, s. 99-114. doi.org/10.2144/btn-2022-0034.

121. MESICEK, Judith; LEE, Hyunmi; FELDMAN, Taya; JIANG, Xuejun;
SKOBELEVA, Anastasia et al. Ceramide synthases 2, 5, and 6 confer distinct
roles in radiation-induced apoptosis in HeLa cells. Online. Cellular Signalling.
2010, ro€. 22, ¢. 9, s. 1300-1307. doi.org/10.1016/j.cellsig.2010.04.006.

122. KURZ, Jennifer; BARTHELMES, Julia; BLUM, Leonard; ULSHOFER,
Thomas; WEGNER, Marthe-Susanna et al. Role of ceramide synthase 2 in G-
CSF signaling and G-CSF-R translocation into detergent-resistant membranes.

140



Online. Scientific Reports. 2019, ro€. 9, €. 1. doi: 10.1038/s41598-018-37342-
8.

123. CASADOME-PERALES, Alvaro; NAYA, Sara; FERNANDEZ-
MARTINEZ, Elisa; MILLE, Bea G.; GUERRERO-VALERO, Marta et al.
Neuronal Prosurvival Role of Ceramide Synthase 2 by Olidogendrocyte-to-
Neuron Extracellular Vesicle Transfer. Online. International Journal of
Molecular Sciences. 2023, roc€. 24, €. 6. doi: 10.3390/ijms24065986.

124. NICHOLSON, Rebekah J; POSS, Annelise M; MASCHEK, J Alan; COX,
James E; HOPKINS, Paul N et al. Characterizing a Common CERS2
Polymorphism in a Mouse Model of Metabolic Disease and in Subjects from
the Utah CAD Study. Online. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism. 2021, ro¢. 106, ¢ 8 s. e3098-e3109. doi:
10.1210/clinem/dgab155.

125. What Is Protein Gel Electrophoresis? Definition. Online. Dostupné z:
https://www.excedr.com/resources/protein-gel-electrophoresis.

126.  GARCA-DESCALZO, Laura; GARCA-LPEZ, Eva; ALCZAR, Alberto;
BAQUERO, Fernando a CI, Cristina. Gel Electrophoresis of Proteins. Online.
In: MAGDELDIN, Sameh (ed.). Gel Electrophoresis - Principles and Basics.
InTech, 2012. ISBN 978-953-51-0458-2. doi: 10.5772/37514.

127. COUTTAS, Timothy A. a DON, Anthony S. Fluorescent Assays for
Ceramide Synthase Activity. Online. In: WAUGH, Mark G. (ed.). Lipid
Signaling Protocols. Methods in Molecular Biology. New York, NY: Springer
New York, 2016, s. 23-33. ISBN 978-1-4939-3169-9. doi: 10.1007/978-1-
4939-3170-5_3.

128. TIDHAR, Rotem; SIMS, Kacee; ROSENFELD-GUR, Eden; SHAW,
Walter a FUTERMAN, Anthony H. A rapid ceramide synthase activity using
NBD-sphinganine and solid phase extraction. Online. Journal of Lipid
Research. 2015, ro€. 56, ¢. 1, s. 193-199. doi: 10.1194/j1r.D052001.

129. ABAD, José Luis; NIEVES, Ingrid; RAYO, Pedro; CASAS, Josefina;
FABRIAS, Gemma et al. Straightforward Access to Spisulosine and 4,5-
Dehydrospisulosine Stereoisomers: Probes for Profiling Ceramide Synthase
Activities in Intact Cells. Online. The Journal of Organic Chemistry. 2013, ro¢.
78, €. 12, s. 5858-5866. doi: 10.1021/j0400440z.

130. KIM, Hyun Joon; QIAO, Qiao; TOOP, Hamish D.; MORRIS, Jonathan C.
a DON, Anthony S. A fluorescent assay for ceramide synthase activity. Online.
Journal of Lipid Research. 2012, ro¢. 53, ¢. 8, s. 1701-1707. doi:
10.1194/j1r.D025627.

131. BICKERT, Andreas; KERN, Paul; VAN UELFT, Martina;
HERRESTHAL, Stefanie; ULAS, Thomas et al. Inactivation of ceramide
synthase 2 catalytic activity in mice affects transcription of genes involved in
lipid metabolism and cell division. Online. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Molecular and Cell Biology of Lipids. 2018, ro¢. 1863, ¢. 7, s. 734-
749. doi: 10.1016/j.bbalip.2018.04.006.

132. LIM, Xin Ying; PICKFORD, Russell a DON, Anthony S. Assaying
Ceramide Synthase Activity In Vitro and in Living Cells Using Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry. Online. In: WAUGH, Mark G. (ed.).

141



Lipid Signaling Protocols. Methods in Molecular Biology. New York, NY:
Springer New York, 2016, s. 11-22. ISBN 978-1-4939-3169-9. doi:
10.1007/978-1-4939-3170-5 2.

133.  LUTTGEHARM, Kyle D.; CAHOON, Edgar B. a MARKHAM, Jennifer E.
A mass spectrometry-based method for the assay of ceramide synthase
substrate specificity. Online. Analytical Biochemistry. 2015, ro¢. 478, s. 96-
101. doi: 10.1016/j.ab.2015.02.016.

134. TREFTS, Elijjah; GANNON, Maureen a WASSERMAN, David H. The
liver. Online. Current Biology. 2017, ro¢. 27, €. 21, s. R1147-R1151. doi:
10.1016/5.cub.2017.09.019.

135. KARPINSKA, Monika a CZAUDERNA, Marian. Pancreas—Its Functions,
Disorders, and Physiological Impact on the Mammals’ Organism. Online.
Frontiers in Physiology. 2022, ro¢. 13. doi: 10.3389/fphys.2022.807632.

136. ZHOU, Yanting; GAO, Jing; ZHU, Hongwen; XU, Jingjing; HE, Han et al.
Enhancing Membrane Protein Identification Using a Simplified Centrifugation
and Detergent-Based Membrane Extraction Approach. Online. Analytical
Chemistry. 2018, roC. 90, ¢. 4, S. 2434-2439, doi:
10.1021/acs.analchem.7b03710.

137. Clarity Western ECL Substrate, 500 ml. Online. Bio-Rad Laboratories.
Dostupné z: https://www.bio-rad.com/en-cz/sku/1705061-clarity-western-ecl-
substrate-500-m1?ID=1705061.

138. ALAYASH, Abdu I. a WILSON, Michael T. Hemoglobin can Act as a
(Pseudo)-Peroxidase in Vivo. What is the Evidence? Online. Frontiers in
Molecular Biosciences. 2022, ro¢. 9. doi: 10.3389/fmolb.2022.910795.

139. SNASHALL, Corinna M.; SUTTON, Chris W.; FARO, Letizia Lo;
CERESA, Carlo; PLOEG, Rutger et al. Comparison of in-gel and in-solution
proteolysis in the proteome profiling of organ perfusion solutions. Online.
Clinical Proteomics. 2023, roc. 20, ¢. 1. doi:10.1186/s12014-023-09440-x.

142


https://www.bio-rad.com/en-cz/sku/1705061-clarity-western-ecl-substrate-500-ml?ID=1705061
https://www.bio-rad.com/en-cz/sku/1705061-clarity-western-ecl-substrate-500-ml?ID=1705061

PRILOHY

Ptiloha A — Identifikované peptidy ve vzorcich jaterni tkang pfipravenych metodou
SEEPENT V ZIUL. et 144
Piiloha B — Identifikované peptidy ve vzorcich pankreatické tkdné pfipravenych
MEtodou StEPENT V ZEIUL. c.eeiiiiiiieiieie e 145
Ptiloha C — Identifikované peptidy ve vzorcich jaterni tkané pfipravenych metodou
SEEPENT V TOZEOKUL c..eenieeiiieiie ettt ettt ettt ettt eebeesabeebeesnbeeneeas 146
Ptiloha D — — Identifikované peptidy ve vzorcich pankreatické tkdné€ ptipravenych
MEtodou StEPENT V TOZLOKUL ...oviieeiieiieeiieiieeie ettt 147
Ptiloha E — Identifikované peptidy ve vzorku jaterni tkdné ptipravené¢ho metodou
Sté€peni v roztoku, s naslednou bazickou frakcionaci..........cccevvevieiiniiiniinennns 148
Piiloha F — Identifikované peptidy ve vzorku pankreatické tkané ptipraveného
metodou Stépeni v roztoku, s naslednou bazickou frakcionaci..........ccccceeenenen. 149
Piiloha G — Identifikované peptidy ve vzorku nosice inkubovaného s trypsinem,
vazba zZ Jaterni tKANE. ........coovieiiiiiieie e 150
Priloha H — Identifikované peptidy ve vzorku nosice inkubovaného s trypsinem,

vazba z bunécného lyzatu s nadmérnou expresi CerS2.. ......ccovvevveviriieneeniennns 151

143



Priloha A — Identifikované peptidy ve vzorcich jaterni tkané pripravenych metodou stépeni v gelu, vvhodnoceno
v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva pred a dva za sledovanym proteinem

a posledni tri peptidy.

Databézovy kod Nazev proteinu Unikétni | Pokryti Mw Vypoctené
peptidy [%] [kDa] pl
1 Q6QAQ1 Aktin, 2
cytoplazmaticky 1 81 41,7 5,48
2 13LVD5 Aktin gama 1 1 81 41,8 5,48
3 A0A286ZZC9 Fruktéza-
bisfosfataldolaza 40 70 40 8,09
4 D0GOB3 3-ketoacyl-CoA
thiolaza,
mitochondrialni 41 72 41,9 8,4
5 AOA4XIWTVS5 Aktin, gama, hladka
svalovina 11 73 40,2 5,48
6 A0A480UJ69 3-ketoacyl-CoA
thiolaza,
peroxizomalni
izoforma X1 26 63 44,5 8,21
7 AO0A8DORDHO Betain-homocystein
S-methyltransferdza 1 35 89 44,1 6,84
8 P00636 Fruktéza-1,6-
bisfosfataza 1 29 74 36,8 7,3
9 F1RPHO Fosfoglyceratkindza 35 85 44,5 7,9
10 P41367 Acyl-CoA
dehydrogenaza
specificka pro stfedni
fetézce,
mitochondrialni 36 58 46,5 8,28
254 P00336 B-fetézec
L-
laktatdehydrogenaza 6 23 36,6 5,86
255 AO0A288CFTO Triosefosfatizomeraza 10 41 30,5 7,71
256 A(QA287A843 Ceramidsyntaza 2 4 6 45,4 8,87
257 F1RGIJ3 Stres-70,protein,
mitochondrialni 9 16 70,1 5,6
258 A0A287AJ91 Dnal ¢len A3 rodiny
proteinti tepelného
Soku (Hsp40)
10 19 57,3 9,69
1214 | AO0A287BQ89 Cytosolova slozka
sestavy zeleza a siry
2A 1 7 18,4 4,98
1215 F1SFY5 Oxidoreduktaza
HTATIP2 1 5 30,7 8,12
1216 | AO0A4X1TIK6 vitamin-K-epoxid
reduktaza (citliva na
warfarin 1 9 15,3 11,03
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Priloha B — Identifikované peptidy ve vzorcich pankreatické tkané pripravenych metodou Stépeni v gelu,

vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva pred a dva za sledovanym

proteinem a posledni tii peptidy.

Databézovy Nézev proteinu Unikétni | Pokryti | Mw | Vypoctené
koéd peptidy [%] [kDa] pl
1 AOAS5G2RDD7 Proteindisulfidizomeraza 46 45 68,7 5,38
2 Q6QAQ1 Aktin, cytoplazmaticky 1 1 63 41,7 5,48
3 13LVD5 Aktin gama 1 1 63 41,8 5,48
4 Aktin, gama-enterickd
AO0A4X1IWTVS hladka svalovina 6 55 40,2 5,48
5 78 kDa protein regulovany
A0A287BILS glukdzou 45 57 73 5,36
6 AO0A4X1WBII | Keratin, cytoskelet typu II 8 40 62 54,4 5,82
7 A0A286ZYX8 Fruktézabisfosfataldoldza 3 61 36,4 8,84
8 Glyceraldehyd-3-fostat
P00355 dehydrogenaza 23 54 35,8 8,35
9 Aminotransferaza
aminokyselin s rozvétvenym
F1RL&0 fetézcem mitochondrialni 2 31 54 8,47
10 A0A287B8F3 Fruktézabisfosfataldoldza 2 59 45 8,09
Kolagen typu VI alfa 2
399 13L.Q84 fetézec 6 6 101 6,73
401 | AOA287BKE2 Protein NDRGI 5 19 41,7 5,71
402 A(Q0A287A843 Ceramidsyntaza 2 3 6 45,4 8,87
Protein vézajici guaninovy
nukleotid podjednotka alfa-
403 13L6U9 11 3 11 42,1 6,02
Dolichyl-
difosfooligosacharid--
proteinova
glykosyltransferaza
404 FISEM2 podjednotka 2 6 12 | 692 | 572
NADPH
adrenodoxinoxidoreduktaza,
1396 | A0A287B6CS mitochondridlni 1 4 48,4 8,18
Opakovani bohaté na leucin
1397 | AOASWA4FEN3 obsahujici 59 1 4 35,1 9,48
1398 F1SQ16 Golgin Bl 1 0 377,3 5,03
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Priloha C — Identifikované peptidy ve vzorcich jaterni tkané pripravenych metodou Stépeni v roztoku,
vyhodnoceno v Proteome Discoverer: prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva pred a dva za sledovanym

proteinem a posledni tii peptidy.

Databézovy kod Nazev proteinu Unikétni | Pokryti Mw | Vypoctené
peptidy [%] [kDa] pl
1 Protein obsahujici
profilovou doménu rodiny
AO0A5G2QRW3 globini 1 2 55 26,1 9,86
2 Hemoglobinova
P01965 podjednotka alfa 1 95 15 8,7
3 AOA8W4FGV2 Karbamoylfosfat syntéza 1 76 54 165,2 6,8
4 AQA286ZT13 Albumin 39 72 69,8 6,46
5 Podjednotka hemoglobinu
P02067 beta 4 96 16,2 7,68
6 A0A4X1SSR6 Kataldza 21 56 62,5 6,81
7 Aldehyddehydrogenaza
I3LRS5 (NAD(+)) 32 68 54,8 7,59
8 Glutaméatdehydrogenaza 1,
P42174 mitochondrialni 30 57 61,3 7,96
9 10-formyltetrahydrofolat
A0A286ZYUS dehydrogendza 20 60 95,1 5,86
10 Q6QAQ1 Aktin, cytoplazmaticky 1 1 59 41,7 5,48
Napétove zavisly
aniontovy selektivni kanal,
1105 Q29380 protein 3 1 9 30,6 8,66
Protein obsahujici
profilovou doménu MFS
(Major facilitator
1106 AOA5G2RCR6 superfamily) 3 9 60,2 8,34
1107 A(Q0A287A843 Ceramidsyntaza 2 2 5 45,4 8,87
Podjednotka zeta
1108 | AO0A287AWHS koatomeru 2 11 234 5,08
Trimetyllysindioxygenaza,
1109 FIRZS1 mitochondridlni 2 6 49,6 7,9
Sadl a UNC84 doména
2150 AQA287BILS obsahujici 2 1 1 81,6 7,23
2151 A0A287BMB4 Alaninaminotransferaza 1 1 116,6 6,52
Transmembranovy protein
indukovany ristovym
2152 F1SEQ3 hormonem 2 6 37,1 9,89
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Priloha D — — Identifikované peptidy ve vzorcich pankreatické tkané pripravenych metodou Stépeni v roztoku,

vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii a posledni tii peptidy.

Databézovy kod Nazev proteinu Unikatni | Pokryti Mw | Vypoctené
peptidy [%] [kDa] pl
1 I3LSAS Alfa-amyldza 2 48 55,8 6,96
2 GIF6X8 Proteindisulfidizomeréza 34 60 56,4 4,89
3 78 kDa protein
A0A287BILS regulovany glukézou 38 52 73 5,36
4 A0A286ZT13 Albumin 42 71 69,8 6,46
5 P09954 Karboxypeptidaza Al 15 44 47,2 5,3
6 Q29092 Endoplazmin 42 50 92,4 4,83
7 Protein vazajici
13L.GC2 ribosomy1 51 36 1573 9,1
8 Protein obsahujici
profilovou doménu rodiny
AO0A5G2QRW3 globint 2 45 26,1 9,86
9 A0A287AX21 Proteindisulfidizomeréza 21 42 58,9 4,91
10 P09955 Karboxypeptiddza B 18 62 474 54
Eukaryoticky inicia¢ni
2215 AOA5G2R117 faktor translace 6 1 4 27,1 4,74
2216 AOASW4FNS1 GMP reduktaza 1 1 54,5 10,14
Jumonji a interakéni
doména bohatd na AT
2217 | AOA287AMWS5 obsahujici 2 1 1 137 9,39
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Priloha E — Identifikované peptidy ve vzorku jaterni tkané pripraveného metodou Stépeni v roztoku, s ndslednou

bazickou frakcionaci, vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva pred

a dva za sledovanym proteinem a posledni tii peptidy.

Databazovy kod Nézev proteinu Unikatni | Pokryti Mw | Vypoctené
peptidy [%] [kDa] pl
1 Podjednotka hemoglobinu
P01965 alfa 1 80 15 8,7
2 Protein obsahujici
profilovou doménu
FIRGX4 rodiny globinti 1 80 15,2 8,7
3 Protein obsahujici
profilovou doménu
AO0ASG2QRW3 rodiny globint 2 51 26,1 9,86
4 Podjednotka hemoglobinu
P02067 beta 4 89 16,2 7,68
5 A0A4X1SSR6 Kataldza 5 63 62,5 6,81
6 AOA8WA4FGV2 | Karbamoylfosfatsyntdza 1 84 57 165,2 6,8
7 AQA286ZT13 Albumin 45 77 69,8 6,46
8 Aldehyddehydrogenaza
I3LRSS5 (NAD(1)) 33 61 54,8 7,59
9 Q6QAQ1 Aktin, cytoplazmaticky 1 1 70 41,7 5,48
10 Glutaméatdehydrogenaza
P42174 1, mitochondridlni 33 58 61,3 7,96
1803 | AOA5G2QBCS5 Protein SET 3 10 40,9 6,21
Protein obsahujici
1804 | AO0A287AAB2 doménu podobnou Ig 1 20 314 7,53
1805 | AO0A287A843 Ceramidsyntiza 2 4 14 45,4 8,87
Protein vézajici
guaninovy nukleotid G(q)
1806 Q2PKF4 podjednotka alfa 4 19 42,1 5,68
Transmembranovy ¢len
1807 K9IVV3 nadrodiny 9 7 13 75,8 7,58
Faktor 4 spojeny s
proteinem vazajicim
4991 I3LSM9 TATA-box 1 1 105,2 9,85
Proteinova fosfataza 4
4992 | AO0A5G2QQT6 regulaéni podjednotka 2 1 4 42,2 4,48
Obecny transkripéni
faktor 3C polypeptid 1
4993 FIRFGlI izoforma 1 2 1 238,7 7,65
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Priloha F — Identifikované peptidy ve vzorku pankreatické tkané pripraveného metodou Stépeni v roztoku,

s naslednou bazickou frakcionact, vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidi,

dva pred a dva za sledovanym proteinem a posledni tii peptidy.

Databazovy kod Nézev proteinu Unikatni | Pokryti Mw | Vypocitané
peptidy [%] [kDa] pl
1 F1S574 Alfa-amylaza 2 53 57,1 6,77
2 AOAS5G2RDD7 Proteindisulfidizomeraza 37 49 68,7 5,38
3 78 kDa protein
AO0A287BILS regulovany glukézou 41 52 73 5,36
4 A0A286ZT13 Albumin 36 70 69,8 6,46
5 P09954 Karboxypeptiddza Al 17 47 47,2 5,3
6 Podjednotka
P01965 hemoglobinu alfa 1 67 15 8,7
7 Protein obsahujici
profilovou doménu
AOA5G2QRW3 rodiny globint 2 49 26,1 9,86
8 Podjednotka
P02067 hemoglobinu beta 4 86 16,2 7,68
9 Q29092 Endoplazmin 43 49 924 4,83
10 Peptidaza S1 protein
A0A5G2QSL2 obsahujici doménu 3 30 25,9 7,06
2660 F1RR64 Endonukleaza 3 13 32,6 9,39
CLNG6 transmembranovy
2661 F1SJHS5 ER protein 1 4 36 8,97
2662 A0A287A843 Ceramidsyntiza 2 2 7 45,4 8,87
Glukokortikooidni
2663 QI9N1U3 receptor 2 2 85,6 6,98
2664 | AO0A287AAA4 DNA helikdza 7 4 212,2 5,8
Centrozomalni protein
4681 131554 128 1 1 134 6,15
Vyvoj embryonalniho
4682 | A0A4X1U5Q1 ektodermu 1 2 53 7,36
4683 A0A5G2RITI1 Cysteindesulfuraza 1 2 49,1 8,66
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Priloha G — Identifikované peptidy ve vzorku nosice inkubovaného s trypsinem, vazba z jaterni tkané,

vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva pred a dva za sledovanym

proteinem a posledni tii peptidy.

Databézovy kod Nazev proteinu Unikatni | Pokryti Mw Vypocit
peptidy [%] [kDa] ané pl
1 A0A4X1WBI1 Keratin, cytoskelet typu II 8 33 54 54,4 5,82
2 AOA8W4FGV2 Karbamoylfosfatsyntéza 1 47 36 165,2 6,8
3 Clen rodiny proteini
F1S9Q3 tepelného Soku A (Hsp70) 8 23 40 71,8 5,59
4 A0A287A5G1 Aktin gama 1 6 48 42 5,48
5 Protein tepelného Soku HSP
AQABIZC3K7 90-alfa 18 35 93,3 5,68
6 Protein tepelného Soku HSP
AO0A8D1ISAM9 90-beta 15 36 84,2 5,02
7 Eukaryoticky transla¢ni
A0A4X1VS57 clongacni faktor 2 23 27 95,8 7,05
8 Aktin, gama-entericka
AOA8W4FNX1 hladké svalovina 3 35 42,1 5,85
9 AOA8WA4FAS4 Fibrinogen alfa fetézec 18 24 99 6,46
10 A0A4X1SSR6 Kataldza 2 38 62,5 6,81
434 A0A287A6P1 Gelsolin 7 13 85,6 6,47
Protein vézajici prvek (Far
upstream element binding
435 A0A286ZXF7 protein 3) 5 10 72,4 9,29
436 A0A287A843 Ceramidsyntiza 2 4 14 45,4 8,87
437 F1RIEQ LRP chaperon MESD 3 22 25,9 7,88
Lehky polypeptid myozinu
438 A0A48010Y2 6 5 22 22,1 5,47
Pyruvatdehydrogenaza E1
1940 AO0A8W4FBG7 slozka podjednotka beta 2 7 36,2 6,44
Protein 2 bohaty na cystein
1941 AO0A5G2RIG8 a glycin 1 5 21 8,53
Coiled-coil doména
1942 AOA8WA4FCA7 obsahujici 157 1 6 41,4 6,47
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Priloha H — Identifikované peptidy ve vzorku nosice inkubovaného s trypsinem, vazba z bunécného lyzdtu
s nadmeérnou expresi CerS2, vyhodnoceno v Proteome Discoverer. Prvnich 10 identifikovanych peptidii, dva

pred a dva za sledovanym proteinem a posledni tii peptidy.

Databazovy kod Nazev proteinu Unikétni Pokryti Mw Vypocitané
peptidy [%0] [kDa] pl
1 Protein tepelného Soku
P08238 HSP 90-beta 21 51 83,2 5,03
2 Protein tepelného Soku s
P11142 kognatem 71 kDa 20 51 70,9 5,52
3 Protein tepelného Soku
P07900 HSP 90-alfa 21 47 84,6 5,02
4 P06733 Alfa-enolaza 30 59 47,1 7,39
5 P19338 Nucleolin 38 53 76,6 4,7
6 P60709 Aktin, cytoplazmaticky 1 6 53 41,7 5,48
7 P13639 Elongacéni faktor 2 32 32 95,3 6,83
8 Glyceraldehyd-3-fostat
P04406 dehydrogenaza 20 52 36 8,46
9 Stres-70 protein,
A0A7I2V2G2 mitochondridlni 33 52 66,6 5,66
10 Protein tepelného Soku
AO0A0G2JIW1 rodiny A (Hsp70), ¢len 1B 24 41 70,1 5,66
Trifunkéni purinovy
biosynteticky protein
269 P22102 adenosin-3 13 15 107,7 6,7
Licen¢ni faktor replikace
270 P33993 DNA MCM7 12 22 81,3 6,46
271 Q96G23 Ceramidsyntaza 2 8 24 44,8 8,98
272 AQAT7I2V2S3 Exportin 1 11 15 109,3 6,16
Eukaryoticky iniciacni
faktor translace 3
273 K7ER90 podjednotka G (fragment) 1 36 25,4 5,49
Vakuolarni tfidéni
proteinti 13 homolog D
2514 AOQA2R8YDS7 (Fragment) 1 1 173,8 7,09
2515 J3KPT4 TraB obsahujici doménu 1 3 427 8
Obecny transkripéni
2516 Q12789 faktor 3C polypeptid 1 1 0 238,7 7,3
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