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Abstrakt

Studium protein-protein interakci v in vitro podminkéch je velmi zgjimavé a piinasi
fadu unikénich vydedki. Hlavnim cilem naSi prace bylo studovat matrixovou
metaloproteinazu 9 (MMP-9) a jgi interakce skolagenem. Primarné jsme se zaméfili na
optimalizaci chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy pro detekci MMP-9 a interakce
skolagenem. Za optimanich podminek (¢as akumulace 90 s, z&kladni elektrolyt 0,2 M
acetatovy pufr pH 5, rozpoustéci proud 1 pA) byl stanoven detekéni limit pro MMP-9 jako
100 pM. Kolagenu o koncentraci 1 pg/ml byl akumulovéan po dobu 90 s na povrch rtutové
kapkové elektrody (HMDE). Po této byla modifikovana HMDE omyta ve vodé a ponoiena do
roztoku MMP-9 (5 ul) o koncentraci 1 ng/ml po dobu 90 s. Zjistili jsme, Ze po aplikaci MM P-
9 na kolagen se signdl kolagenu zvysil priblizné dvakrét a pozice se posunula na -1,63 V
oproti detekci samotného kolagenu a MMP-9 (-1,4 V). Lze usuzovat, Ze vzrast signdu
kolagenu ovliviiuje MMP-9 tim, Ze kolagen je Stépen na mensi fragmenty, které jsou |épe
piistupné na povrch HMDE a dévgji vysSi signdl. Vysledky byly ovéieny pomoci gelové
chipové elektroforézy. Dale jsme pouzili diferencni pulsni voltametrii Brdic¢kovu reakci pro
studium ovlivnéni aktivity MMP-9 zvySenou teplotou a koncentraci zinecnatych iontd, jako
kofaktoru pro tyto enzymy. Aktivita MMP-9 v prostiedi zinecnatych ionta je vysSi
v porovnani s experimentem kolagen-MMP-9 bez jgjich piitomnosti.



Uvod

Matrixové metaloproteindzy (MMP) jsou pocetnou skupinou zinek-dependentnich
proteint, které maji za ukol Stépeni a prestavovani jednotlivych soucéasti pojivové tkané
(kolagen, dastin, Zelatina a kasein). Degradace pojivové tkane je dgj, ktery probiha pi
ontogenetickych zménéch v organismu, jako je napiiklad rast, morfogeneze, ale také hojeni
ran a poskozeni tkéni. Stim také souvisi aktivita MMP pii onemocnéni a patologickych
procesech (zanéty, kozni ¢i nadorova onemocnéni). Skupina téchto enzymu hrgje dulezitou
roli v fadé procesti a proto neni divu, Ze se v organismu vyskytuji ve vice formach. Je znamo
kolem 20-ti typa MMP podle presyntetického Useku na chromozomech a specifitou
k substratu *. Diky metodam rentgenové krystalografie a nuklearni magnetické rezonance je
dnes zndma struktura mnoha MMP 22,

Vétdina téchto enzymua (kromé membranovych MMP) je z buiky sekretovana ve forme
proenzymu, ktery je podle potieby pro samotné Stépeni aktivovan ionty zinku. MazZzeme se
tedy domnivat, Ze by zde mohl existovat typ transportu ionta zinku ato na bazi transportniho
proteinu, ktery by mohl doposud neznamym zpasobem pienédSet zinek pro aktivni Stépeni
tkdné¢ metaloproteindzami. Jednim z takovych prenaSect je nizkomolekuldrni protein
metalothionein *°,

Studium protein-protein interakci vin vitro podminkach je v dob¢, kdy se pozornost
mnoha védeckych skupin po celém svété obraci smérem k proteomu, velmi zajimavé a prinési
fadu unikétnich vysledkt. Primarné jsme se zaméfili na optimalizaci chronopotenciometrické
rozpoustéci analyzy pro detekci MMP-9 a interakci s kolagenem. Chronopotenciometrickéa
rozpoudtéci analyza byla pouZita pro detekci nekolika biologicky dileZitych peptidi ®' a
proteint jako metalothionein &, alpha-synuclein *°, MutS protein *, glutathion-S-transferasa
7 thrombin *8. Navic, Ostatna a kol. prokézala, Ze |ze tuto elektrochemickou metodu pouZit
pro studium strukturnich zmén bovinniho sérového albuminu **%°. Déale naSe pozornost
smétovala na studium riaznych zpasobu aktivace MMP-9. Vysledky byly ovéreny pomoci
gelové chipové elektroforézy 2*. Hlavnim cilem této préace je ukézat, e aplikace modernich
elektrochemickych metod v kombinaci sklasickymi molekuléarné-biologickymi technikami

pii feSeni urcitych problému v biologii miZe byt velmi vyhodné



Experimentélni ¢ast

Chemikélie

Lidska MMP-9 byla dodana od firmy Chemicon International (Temecula, USA).
Lyofilizovany kolagen byl ziskan od Vyzkumného Ustavu pletaiského (Brno, Ceska
republika). Ostatni pouzité chemikdlie byly zakoupeny od firmy Sigma Aldrich v ACS
gistots, pokud neni uvedeno jinak. Zasobni roztoky standardii (koncentrace 10 pg.mi™) byly
pripraveny v vodé ACS cistoty (Sigma-Aldrich, USA) a uchovany ve tmé pii teploté -20 °C.
Pracovni roztok byl pfipravovan denné fedénim zasobnich roztoki. Hodnoty pH byly méieny
s pouzitim WTW inoLab Level 3 (Weilheim, Némecko), spojenym s osobnim pocitacem
(Weilheim). pH-elektroda (SenTix-H) byla pravidelné kalibrovana souborem WTW pufr.
V&echny roztoky byly pred anayzou filtrovany pies teflonovy filtr 0,45 pm (MetaChem,
Torrance, CA, USA). Voda byla demineralizovana pomoci reverzni osmézy na pristrojich
Aqua Osmotic 02 (Aqua Osmotic, Tidnov, Ceska republika) a dée ¢igtena pomoci Millipore
RG (Millipore Corp., USA, 18 MW).

Adsorptivni prenosova rozpousteci technika chronopotenciometricka rozpousteci analyza
Elektrochemické analyzy byly provadény na AUTOLABuU (EcoChemie, Nizozemi) ve
spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouZit tiielektrodovy systém skladajici se
z visici rtutové kapkové elektrody jako pracovni elektrody splochou 0.4 mm?
argentochloridové elektrody (Ag/AgCl/3 M KCI) jako referentni elektrody a uhlikové tycky
jako pomocné elektrody. Anayzované vzorky byly pred detekci deoxygenovéany probublanim
argonem (99,999%), saturovanym ve vod¢é po 120 s. VSechny experimenty byly provadény
pii laboratorni teploté. Software GPES 4.9 (EcoChemie) byl pouZzit pro zpracovani hrubych
dat (vyhlazovani, korekce na zakladni hladinu). Experimentalni podminky pro detekci MMP
pomoci adsorptivni pienosové rozpoustéci (AdTS) techniky chronopotenciometrické

rozpoustéci analyzy (CPSA) byly optimalizovany.

Diferencni pulsni voltametrie Brdickova reakce

Elektrochemické analyzy byly provadény na pristroji JAUTOLAB 11 (EcoChemie,
Nizozemi) ve spojeni s VA-Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byl pouzit tiielektrodovy
systém skladgjici se z visici rtutové kapkové elektrody jako pracovni elektrody s plochou
0.4mm? argentochloridové elektrody (Ag/AgCl/3 M KCI) jako referentni elektrody a
uhlikové tyc¢ky jako pomocné elektrody. Za&kladni elektrolyt (1 mM Co(NH3)eCls a 1 M



amonny pufr; NHz(ag) + NH4Cl, pH = 9,6). Parametry diferen¢ni pulsni voltametrie byly
nasledujici: pocétecni potencid —0,6 V, kone¢ny potencid —1,6 V, modulaéni ¢as 0,057 s,
¢asovy interval 0,2 s, potencidlovy krok 1 mV, modulacni amplituda 250 mV, teplota 37 °C,
ktera byla udrzovana pomoci pratokového pristroje JULABO F12/ED (Labortechnik GmbH,
Némecko).

Chipova gelova el ektroforéza — Experion

Anayzy byly provadény na chipové gelové elektroforéze Experion (Bio-Rad, USA).
V8echny anayzované vzorky byly fedény tak, aby koncentrace proteini nepieséhla 300
ug/ml. Nasledné byly 4 pl tohoto roztoku smichany s 2 ul redukéniho pufru (systémovy pufr
ve smési merkaptoethanolem (100%) v pomeru 30:1 (v/v)). Tato smés byla ponechéna 4 min.
pii 100 °C a poté bylo pridano 84 ul vody (ACS). Po naplnéni chipu gelem a piiprave
barviciho roztoku byla zredéna smés vzorku, redukeéniho pufru a vody (6 pl) davkovana do
systému. Jako standard byl pouzit Pro260 Ladder (Bio-Rad). Pro inkubaci vzorka pied
analyzou byl pouzit thermomixer (Eppendorf 5430, USA).

Vysedky a diskuse

Detekce matrixoveé metaloproteinazy 9

Navrhli jsme elektrochemickou metodu zaloZzenou na katalytickém vylu¢ovani vodiku,
oznatovanou jako pik H, za které jsou odpovédné —SH a NH; skupiny MMP. Detekce
probihala pomoci adsorptivni prenosové techniky (Obr.1A). Nejdiive jsme hledali
elektrochemické parametry pro analyzu metaloproteinazy. Prvnim parametrem, jenz byl
optimalizovan, byla doba akumulace metaloproteinazy na rtutové elektrode. Zakladni
koncentrace metal oproteinazy byla velmi nizka (0,01 ng/ml) a detekce probihala v borétovém
pufru pH = 7,6. Jednotlivé ¢asy akumulace byly uréeny na 30, 60, 90, 120, 150 a 180 s.
Zjigtili jsme, Ze sdobou akumulace roste i vySka piku az do 90 s, kde dosahuje svého
maxima, poté vyska piku klesa.

DalSim krokem bylo zjistit, jak se metaoproteindza chova v riznych pufrech. Byla
vybrana nésledujici pufrovana prostiedi: acetéovy pufr (pH 4,6); Britton-Robinson pufr (pH
6,5), fosfatovy pufr (pH 6,95) a boratovy pufr (pH 7,6). V acetatovém pufru jsme pozorovali
ngvysSi odezvu. Zaroven lze fici, Ze nizSi pH je pro eektrochemickou analyzu
metal oproteinazy vhodnéjSi nez pH vysSi. Kazdy pufr, tedy i rizné pH, dava vznik signdlu

metal oproteinazy v mirné odlisném potencidu. Acetéovy pufr v -1,47 V (Obr. 1B); Britton-



Robinson -1,62 V, fosféovy pufr -1,71 V a boréovy pufr -1,74 V. Za pozorované zmeény
v potencidlech piki jsou pravdépodobné odpoveédny rozdily v priabéhu elektrodové reakce.
Dasim experimentem bylo sledovani zavidosti vy3ky piku metaloproteindzy o koncentraci
1 ng/ml na raizném pH acetédtového pufru. Bylo zjisténo, Ze optimanim je pH 5. Odezvu
signdu metaloproteindzy v acetdtovém pufru pH = 5 vyrazné ovliviuje aplikovany
rozpoustéci proud. Byly sledovany tyto hodnoty rozpoustéciho proudu (1, 2, 4, 6, 8, 10 a 12
HA). Stim, jak roste hodnota rozpoustéciho proudu, klesa signa metal oproteinazy. Proto jsme
zvolili hodnotu rozpoustéciho proudu 1 pA. Limit detekce byl stanoven jako 3 x signél/Sum
die Longa a Winefordnera ? jako 100 pM %,
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Obr 1. (A) Schéma adsorptivni rozpoustéci pienosoveé techniky (AdTS) pouzité pro detekci
metalothioneinu; (1.) obnova povrchu visici rtutové kapkové elektrody (HMDE); (2.)
adsorpce MMP resp. Kolagenu v kapce roztoku na povrch HMDE pii otevieném potencidu;
(3.) omyti elektrody v deionizované vodg; (4.) analyza MMP anebo kolagenu metodou CPSA
pii zapojeni elektrod A-pomocna (uhlikova tycka); W-pracovni (HMDE); R-referentni
(Ag/AQCI/KCI). (B) CPSA voltamogram MMP. Zakladnim elektrolytem byl acetdtovy pufr
(pH 4,6). AdTS CPSA parametry byly nasledujici: inicia¢ni potencid 0 V, konecny potencid
-1.85V, teplota 20°C, doba akumulace 90 s.

Priprava kolagenu

Samotnd priprava roztoku kolagenu neni prilis technologicky jednoduchou zaleZitosti.
V piipadé rozpousténi kolagenu ve vodé jsme velice limitovani jeho omezenou rozpustnosti,
za coz je odpovédna jeho kompaktni struktura. Vlivem mechanického pusobeni (trepani,
michani) 1ze dosdhnout omezeného rozpousténi kolagenu, ale pravdépodobné za poskozeni
vySSich proteinovych struktur. ZlepSeni fyzikdnich vlastnosti kolagenni hmoty je mozné
docilit pasobenim snizeného tlaku. Bylo zjisténo, Ze v takové kolagenni hmoté vznikaji

nehomogenni shluky (neni ukazéno). Urceni koncentrace kolagenu spektrofotometricky je



proto velmi obtizné. Alternativni metodou, jak zjistit koncentraci kolagenu, se zda byt
elektrochemick& detekce pomoci metody sguare wave voltametrie na uhlikové pastové
elektrodé, kde je pozorovéan charakteristicky voltametricky zaznam. V experimentu byl
kolagen rozpoustén ve vode, pripadné kyseling chlorovodikove (9%). Suspenze byla tiepana
pomoci Vortex 2 (400 rpm) 15 minut. Kolagen se pomérné velmi dobre rozpoustél v prostiedi
kyseliny chlorovodikové. Ziskany signa kolagenu se zvy3Sova v zévidosti na jeho
koncentraci. V pripade, Ze byl kolagen rozpoustén pouze v demineraizované vode, byla jeho
rychlost rozpousténi silné omezena

V né&dedujicim experimentu byl studovan vliv razné koncentrace kyseliny
chlorovodikové na rozpustnost kolagenu. Pro tento Gc¢el byly piipraveny roztoky HCI (od 0,1
az po 10%) a ke kazdému bylo navazeno 100 mg kolagenu. Takto pripraveny 1 ml roztoku
byl umistén na tiepacku a po dobu 30 min. intenzivné protiepavan (400 rpm). Poté byly
vzorky analyzovany pomoci square wave voltametrie na uhlikové pastové elektrodé (doba
akumulace 120 s, frekvence 200 Hz, z&kladni elektrolyt: acetdovy pufr pH 5, pocétecni
potencid 0V akonecny potencid 1,5 V). Bylo mozné pozorovat, Ze s narastgjici koncentraci
kyseliny chlorovodikové dochazi k narustu obsahu rozpusténého kolagenu ve sledovaném
vzorku. Na druhou stranu jsou roztoky obsahujici kolagen velmi kyselé (pH 0,5 aZ 1,5), coz
muaZe negativné ovliviiovat nativni strukturu proteinu. Do dalSich experimentt jsme zvolili

rozpousténi v prostiedi kyseliny chlorovodikové o koncentraci 9 % (nm/m).

Interakce kolagenu s MMP-9

Jednim z hlavnich cilta této prace bylo studovat aktivaci MMP-9. Kolagen patii mezi
hlavni substrdty MMP v organismu. Rozhodli jsme se pristoupit k optimalizaci a nasledné
elektrochemické detekci interakce MMP-9 s kolagenem. Nejdiive jsme optimalizovali dobu
akumulace kolagenu na rtutovou elektrodu. Ostatni parametry byly pro analyzu kolagenu
stginé jako u MMP-9. Nejvhodnéjsi doba akumulace byla 90 s. Nésledné¢ jsme mohli
pristoupit ke studiu interakce MMP-9 a kolagenu. Nejvhodngjsi podminky pro Stépeni
kolagenu MM-9 (1 ng/ml) byly v prostiedi 0,05 M Tris- HCl pH = 7,6 + 0,2 M NaCl + 0,01
M CaCl,.

Nyni jsme mohli provést analyzu vlastni interakce, ktera probihala nésledovné. Pouzili
jsme vzorek kolagenu o koncentraci 1 pg/ml a akumulovali ho po dobu 90 s na HMDE. Po
této dob¢ jsme HMDE omyli ve vodé o ACS ¢istoté a ponotili do kapky vzorku MMP-9 o
koncentraci 1 ng/ml a opét akumulovali 90 s. Po uplynuti této doby byla HMDE omyta a
analyza mohla prob¢hnout. Zjistili jsme Ze po aplikaci MMP-9 na kolagen se signd kolagenu



zvySil priblizné dvakrét a pozice se posunula na-1,63 V oproti detekci samotného kolagenu a
MMP-9 (-1,4 V). Pro ovéfeni jsme sniZili koncentrace obou I&ek o polovinu, tedy na 0,5
pg/ml a zmetili jsme samotny kolagen a poté po aplikaci 0,5 ng/ml MMP-9. Vlivem toho
signd poklesl oproti koncentracim 1 pg/ml téméi o polovinu arovnéz tak i signél po interakci
klesl o polovinu. Lze usuzovat, Ze vzrust signdlu kolagenu ovliviiuje MMP-9 tim, Ze byl
kolagen Stépen na mensi fragmenty, které jsou |épe pristupné k povrchu pracovni elektrody a
poskytuji tak vySSi signdl. Vysledky byly potvrzeny pomoci gelové chipové elektroforézy

(neni ukézano).

Brdickova reakce jako dalSi nastroj pro studium MMP-9

Jak bylo vySe ukazano, CPSA je vhodnym nastrojem pro studium interakci MMP-9
s kolagenem.

| pres citlivost pouZité elektrochemické techniky neni vhodna pro sériové analyzy a
studium fady riznych faktora, které mohou aktivitu MMP-9 ovlivnit. Proto nas zajimalo,
jestli jsme schopni takové interakce studovat i pomoci dalSi elektrochemické metody. Pro
tento (¢el jsme zvolili metodu diferencni pulsni voltametrie v Brdickove roztoku 2%, Byly
pouZity roztoky o zasobni koncentraci: kolagen 1 mg/ml (v 9% HCI), MMP-9 10 pg/ml,
ZnCl, 10 pg/ml. Priprava pracovniho elektrolytu probihala tak, Ze ngjprve byl do pracovni
elektrochemické nadobky obsahujici 2 ml Brdickovy soluce nadavkovan zasobni roztok
kolagenu v objemu 20 pl za odebrani ekvivaentniho objemu Brdi¢kovy soluce z nadobky.
Vysledna koncentrace kolagenu v pracovnim roztoku Brdi¢kovy soluce tak ¢inila 10 pg/ml.
Po pridani kolagenu byla teplota pracovniho roztoku zvySena zlaboratorni na teplotu
fyziologickou, tedy 37 °C pomoci pratokové nadobky pripojené na termostat Julabo a byla
piidana MMP-9. Ddle nésedovaly tii varianty analyzy. Prvni varianta byla detekce
samotného kolagenu o mnozstvi 20 pg (Obr. 2, modra kiivka). Druha varianta byla detekce
kolagenu (20 pug) sMMP-9 o mnozZstvi 200 ng (Obr. 2, zelena kiivka). Treti varianta analyzy
probihala ve smési kolagen (20 pg), MMP-9 (200 ng) a ZnCl, o mnozstvi 200 ng (Obr. 2,
cervend kiivka). Roztoky byly utésnény v nédobce parafilmem, aby nedochézelo
k vyparovani vzorka, které bylo béhem osmihodinové analyzy minimalni (do péti procent

z celkového objemu).



*Powiité ko ncentrace:
Kohgen 10 pg/ml — — = — Kohgen+MMP+Zn
MMP 100 ngfml 8 hodin
Zn100 ng/ml
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Obr. 2: Typické voltamogramy kolagenu inkubovaného v prostredi MMP.9.

Interakce kolagenu sMMP-9 piinesla zgjimavé vysledky. Pik, ktery zodpovida za
pristupnost elektroaktivnich skupin proteini (-SH, -NH,) snazvem Catl se v pribéhu
inkubace téchto dvou proteint postupné zvySoval. Tento fakt je mozné vysvétlit interakci
MMP-9 s kolagenem, kde dochézelo k postupné degradaci kolagenu a tim se zvySoval pocet
elektroaktivnich skupin schopnych elektrochemické premény na povrchu pracovni elektrody
(Obr. 2 a0br. 3, zelenakiivka). Signd samotného kolagenu se béhem inkubace prilis neméenil
(Obr. 3, modra krivka).

Tyto proteiny ve své struktuie obsahuji zine¢naté ionty, které je schopen transportovat
protein metal othionein. Proto jsme cely experiment zjednodusili a analyzovali smés kolagenu,
MMP-9 a zinecnatych ionti. Vysedek naSich anayz je mozné vidét na Obrézcich 2 a 3,
cervend kiivka. Elektrochemicky signdl Catl se zvySova po celou dobu inkubace. Priblizné
v 360. minuté dodlo ke zlomu a signd vzrostl béhem nasledujicich nékolika desitek minut
téméi o padesat procent. Struktura kolagenu je kompaktni aje velmi pravdépodobné, Ze tento
Zlom znaci Stépeni této struktury na mensi fragmenty. NejzajimavéjSim vysledkem je, ze
aktivita MMP-9 v prostiedi zinecnatych iontd (100 ng/ml) je wvySSi v porovnani
s experimentem kolagen-MMP-9 bez pritomnosti téchto iontt (Obr. 3).
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Obr. 3: Zavidost vy3ky a pozice signdlu Cat 1 na délce interakce mezi MMP-9 a kolagenem.
Casovy rozestup mezi analyzami byl 17 minut.

Zavér

V této praci se nam podatilo unikani volbou metod pro analyzy prokézat moZnost
vyuziti elektrochemickych metod pro studium aktivity matrixové metaloproteinazy 9, kteraje
hlavnim prvkem v degradaci a prestavovani Zivocisné extracelularni matrix. Nejprve byly
optimalizovany postupy elektrochemické detekce pomoci chronopotenciometrickeé analyzy ve
spojeni s adsorpéni prenosovou technikou. Nasledné byla touto metodou testovana moznost
elektrochemického monitorovani zmeén pii vazbé MMP na substréat kolagenu, jenz byl
akumulovan na povrch pracovni elektrody. To vSe ndm dalo dostatek podkladt pro dalsi
préci, ktera se tykala ovéieni experimentalniho schématu pomoci chipové elektroforézy. Tou
bylo prokézano, Ze zvySena teplota mize aktivovat u MMP-9 &tépeni v pritomnosti substratu
kolagenu. Stémito vysledky jsme se opét vrétil k elektrochemické analyze. Zvolili jsme
metodu diferencni pulsni voltametrie - Brdickovy reakce. Tou jsme ziskali experimenténi
data, ktera sveédci o prabéhu enzymatického ptisobeni MMP-9 na kolagen pii fyziologické

teploté ao zvySeni aktivity v piipadé aplikovani ekvimolarniho mnozstvi zinkovych ionta.
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