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Abstrakt
Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4) je nejvice zastoupenym cytochromem P450 v lidském téle.

Hraje zasadni roli v metabolismu xenobiotik, kdy se podili na metabolismu 30 az 50 % vsech
klinicky vyuzivanych 1é¢iv. Rovnéz se ucastni metabolismu endogennich substratt a roli hraje
1 v nékterych rakovinnych onemocnénich. Z téchto divodu je CYP3A4 nutno ziskavat pro
veédecké ucely. Nejvice vyuzivanymi expresnimi systémy pro jeho piipravu jsou bakterie,
konkrétné E. coli. V této praci byl vyuzit kmen DHS5a, ktery byl transformovan plazmidem
nesoucim gen pro CYP3A4 a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktazu (CPR). Cilem prace

bylo najit vhodné podminky exprese tohoto konstruktu.

Prvnim cilem bylo ovéfeni pozitivniho vlivu d-aminolevulové kyseliny (SALA) na expresi
CYP3A4 a urceni optimalni doby exprese. Dal§im krokem pak bylo provedeni expresi za ¢tyt
riznych podminek — exprese byly provedeny pii 20; 25 a 30 °C pti 120 rpm a déle pak pfii
30 °C a 180 rpm. V ramci kazd¢ série byly testovany tii optické denzity — ODgoo 0,4; 0,6 a 0,8.
Pro ODsoo 0,6 byly v ramci kazdé série testovany tii rizné koncentrace IPTG jako induktoru —
0,1; 1 a5mM IPTG.

Pomoci sonikace a nékolika centrifugaci byly pro kazdy vzorek izolovany bakteridlni
membrany obsahujici membranové vazany CYP3A4 a NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktazu. V membranové frakci byla pomoci diferencnich CO spekter métena
koncentrace CYP3A4. Pro vSechny vzorky byla rovnéz provedena SDS elektroforéza
nasledovand western blotem a imunochemickou detekci CYP3A4. Ve vzorcich byla také
promé&iena aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktazy. Pro ovéfeni aktivity samotného
CYP3A4 byla provedena markerovd reakce CYP3A4 — 6f-hydroxylace testosteronu.
Metabolity této reakce byly detekovany pomoci HPLC.

V praci byl potvrzen pozitivni vliv pfitomnosti SALA pii expresi CYP3A4. Nejlepsi aktivita
CYP3A4 pak byla zjisténa u vzorkli exprimovanych pii 20 °C po dobu 46 hodin a vzorki
exprimovanych pfi 180 rpm po dobu 20 hodin, které byly indukovany pii1 ODegoo 0,6 pomoci
0,ImM IPTG. Vzorky exprimované pii 20 °C po dobu 46 hodin zaroven vykazovaly i nejvyssi
aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktazy. RovnéZ bylo prokazano, Ze indukci 0,1 ¢i
ImM IPTG Ize docilit vyssich aktivit CPR a CYP3A4 nezZ pii indukci SmM IPTG.

Klicova slova: cytochrom P450, CYP3A4, rekombinantni exprese, optimalizace exprese



Abstract

Cytochrome P450 3A4 is the most abundant cytochrome in the human body. It plays a key role
in the metabolism of xenobiotics, being involved in the metabolism of 30 to 50 % of all
clinically used drugs. It also participates in the metabolism of endogenous substrates and is
involved in certain cancerous diseases. For these reasons, it is necessary to produce CYP3A4
for scientific purposes. The most commonly used expression system for its production is
bacteria, specifically E. coli. In this study, the DH5a strain was used, transformed with
a plasmid carrying the genes for CYP3A4 and NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase

(CPR). The aim of this work was to identify suitable conditions for expression of this construct.

The first goal was to verify the positive effect of 6-aminolevulonic acid (JALA) on CYP3A4
expression and to determine the optimal time of expression. The next step was to perform
expression under four different conditions — at 20; 25; and 30 °C shaking at 120 rpm, and at
30 °C shaking at 180 rpm. For each condition, three optical densities were tested — ODeoo 0,4;
0,6; and 0,8. At ODsgo 0,6, three different IPTG concentrations were tested — 0,1; 1; and SmM
IPTG.

Using sonication and several centrifugation steps, bacterial membranes containing the
membrane-bound CYP3A4 and NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase were isolated from
each sample. In the membrane fraction, the concentration of CYP3 A4 was measured using CO-
difference spectroscopy. SDS-PAGE followed by western blotting and immunochemical
detection of CYP3A4 was also performed for all samples. The activity of NADPH:cytochrome
P450 oxidoreductase was also measured. To confirm the activity of CYP3A4 itself, a marker
reaction — the 6B-hydroxylation of testosterone — was carried out. The metabolites of this
reaction were detected using HPLC.

This study confirmed the positive effect of JALA on the expression of CYP3A4. The highest
CYP3A4 activity was observed in samples expressed at 20 °C for 46 hours and in samples
expressed at 180 rpm for 20 hours, which were induced at ODgoo 0,6 with 0,ImM IPTG. The
samples expressed at 20°C for 46 hours also showed the highest activity of
NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase. It was also demonstrated that induction with 0,1 or
ImM IPTG resulted in higher CPR and CYP3A4 activities than induction with SmM IPTG.

Keywords: cytochrome P450, CYP3A4, recombinant expression, expression optimization
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Seznam zkratek

e APS — peroxodisiran amonny (z anglického ammonium persulfate)

e BCA - bicinchoninova kyselina (z anglického bicinchoninic acid)

e (PR —NADPH:cytochrom P450 reduktiza

e CYP - cytochrom P450

e EDTA - ethylendiaminotetraoctova kyselina

e HPLC - vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (z anglického High Performance
Liquid Chromatography)

e [PTG — isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

e LB médium — z anglického Lysogeny broth; médium pro rtst bakterii

e NADP — nikotinamidadenindinukleotidfosfat

e NADPH - redukovana forma NADP

e PVDF - polyvinylidenfluorid

e ODsoo — optické denzita (absorbance) pfi vinové délce 600 nm

e rpm — otacky za minutu (z anglického revolutions per minute)

e SDS — dodecylsiran sodny (z anglického sodium dodecyl sulfate)

e TAE pufr — Tris/kyselina octova/EDTA pufr

e TB médium — z anglického Terrific broth; LB médium obohacené o ziviny

e TEMED - tetramethylethylendiamin

e Tris — trividlni nazev pro tris(hydroxymethyl)aminomethan

e O0ALA - delta-aminolevulovd kyselina (resp. S5-aminolevulova ¢i  5-amino-

4-oxovalerova kyselina)



1 Literarni prehled
1.1 Uvod

Obrovsky rozvoj mediciny za poslednich nékolik desitek let lidstvu umoznil zvyseni kvality
zivota a vyrazné prodlouzeni doby doziti. Zatimco primérna doba doziti v Ceské (resp.
Ceskoslovenské) republice &inila v roce 1950 piiblizné 64 let, nyni se jiz primérny oban
dozije 80 let [1]. Se vzrastajici kvalitou zdravotniho systému a pokrokem védy se zaroven na
trh dostaly stovky novych, nyni bézné pouzivanych 1éCiv. Pfiblizn¢ 70 az 80 % léciv
vyuzivanych v klinické praxi je metabolizovano cytochromy P450, pficemz zasadni roli hraje
cytochrom P450 3A4, ktery metabolizuje okolo 30 % vSech téchto klinicky vyznamnych latek

[2].

Primarné jsou cytochromy P450 spojovany s inaktivaci xenobiotik a jejich vyloucenim
z organismu, coz muze byt pro lidské télo jak prospésné, tak i Skodlivé, kdy nékterd 1é¢iva
nemusi mit dost ¢asu dosdhnout svého plného ucinku. Cytochromy P450 nicméné ale mohou

Mrwe

tak 1 neZadoucich a zdravi ohrozujicich, tedy aktivaci naptiklad prekarcinogentl.

Nejen s delsi dobou doziti souvisi také vétsi prevalence rakoviny v rdmei populace.
V roce 2022 bylo na svété diagnostikovano téméf dvacet milionti rakovinnych onemocnéni,
zaroven bylo zaznamendno aZ deset milionti umrti na rakovinu [3]. Tato ¢isla vS§ak mohou byt
vyrazné vys$$i, vezmeme-li v potaz, ze mnoho Umrti, at’ uz v pokrocilém véku ¢i méné
ekonomicky vyvinutych statech, nemusi byt nutné spojovéano s rakovinou. Cytochromy P450
zde hraji zasadni, avSak velmi komplikovanou roli. Jednim z prognostickych markert rakoviny
muZze byt i mira exprese CYP3A4 v postizenych tkanich pacienta. Naptiklad nadmérna exprese
CYP3A4 u perifernich T-buné&cnych lymfomi, hepatocelularnich karcinomt ¢i nadorti prsu je
spojovana s mensi pravdépodobnosti remise, vétsi mortalitou a slabsi odpovédi na konvencni
1écbu [4], [5], [6].

Pro co nejlepsi pochopeni mechanismu uc¢inku 1€kt a vylepseni 1écebnych metod je
nutné znat pribéh biotransformace xenobiotik v téle, tedy se vénovat funkci cytochromi P450,
v Cele s CYP3A4. V tomto procesu je tedy mimo jiné tfeba ziskavat CYP3A4 pro védecké
ucely. Nabizi se izolace z lidskych tkéni, ¢i exprese v eukaryotnich a prokaryotnich systémech.
Pro svou ekonomickou nenaro¢nost (v porovnani se zbylymi metodami) a flexibilitu byva
nejcastéji vyuzita exprese pomoci prokaryotnich systémti. Odborné publikace uvadéji rozli¢né
podminky exprese CYP3A4, jako je rizna teplota, pocet otacek pii expresi proteinu, sloZeni
rastového média ¢i doba exprese. Cilem této prace bylo pokusit se najit optimalni podminky
pro zisk metabolicky funkéniho cytochromu P450 3A4 z prokaryotniho expresniho systému,

ktery by mohl byt dale vyuzit ve vyzkumnych ¢innostech.



1.2 Cytochromy P450
Cytochromy P450, taktéz CYP, jsou rozsahla skupina hemoproteini objevena v padesatych

letech minulého stoleti. V odborné literatufe byly poprvé zminény vroce 1958 jako
,mikrosomalni pigment vézajici oxid uhelnaty* extrahovany z potkanich jater [7], [8]. Jako
o cytochromech P450 bylo o této skuping enzymi poprvé psano v roce 1962 [7], [9]. Cislo 450
vnazvu téchto proteinti pochdzi z vinové délky absorpéniho maxima aktivnich CYP
s vazanym oxidem uhelnatym. Cytochromy P450 byly objeveny ve vSech formach zivota, od
protist az po rostliny a zivo€ichy. K roku 2013 bylo v zivych organismech evidovano ptiblizné
21 000 rozlicnych CYP [10].

V lidském organismu je znamo 57 CYP — 50 se vyskytuje v endoplazmatickém retikulu
a zbylych 7 v mitochondriich, vSechny CYP jsou membranové vazané [11]. Cytochromy P450
se u Clovéka vyskytuji prevazné v jatrech, mizeme je ovSem nalézt i naptiklad v plicich,
tenkém stieve, ledvinach, nadledvinach ¢i mozku [11]. Cytochromy P450, jejichz sekvence
maji alespon 40% shodu, fadime do stejnych rodin znacenych arabskou ¢islici. Cytochromy se
shodou sekvence alespont 55 % pak patii do stejné podrodiny znafené velkym tiskacim

pismenem [12]. U lidi celkem rozliSujeme 18 rodin a 43 podrodin CYP [13].

Cytochromy P450 obsahuji porfyrinové jadro s centralnim atomem zeleza, ktery
umoznuje pfechodem mezi oxida¢nimi stavy +2 a +3 pfenos hydroxylové skupiny na substraty,
¢imz zvySuje jejich polaritu a umoziluje vylouceni z organismu. Porfyrinové jadro
(protoporfyrin IX) CYP je v proteinu stabilizovano piedevsim interakci centralniho atomu
zeleza s thiolatovou sirou aminokyseliny cysteinu pfitomné v aktivnim misté enzymu (paty
ligand zeleza); ¢astecné se na stabilizaci podili 1 hydrofobni interakce [14]. Aminokyselina
cystein je lokalizovdna v charakteristické konzervované sekvenci pro CYP FXXGXXXCXG
[13].

Cytochromy P450 jsou hlavnimi enzymy prvni faze biotransformace. Hraji vyznamnou
roli v biotransformaci jak endogennich, tak exogennich substrati — zajiSt'uji metabolismus
1€kd, steroidll, vitaminl rozpustnych v tucich, mastnych kyselin ¢i karcinogend a pesticidi
[15]. Celkem se CYP podili na 95 % vSech oxidaéné-redukénich reakcich organickych latek,
které tyto (oxidacné-redukéni) reakce v té€le podstupuji [16]. Cytochromy P450 metabolizuji
70 az 80% léciv [17].

vvvvvvv

odpovéd’ na podané xenobiotikum. Interindividualni odpovéd’ na xenobiotika, a tedy i hladiny
CYP, zavisi naptiklad na véku, stravé, pohlavi, etnicité, environmentalnich faktorech,
uzivanych lécich ¢i na genetické a epigenetické regulaci [13], [18]. Cytochromy P450 mohou

byt také indukovéany ¢i inhibovany rozliénymi xenobiotiky [13].
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1.2.1 Mechanismus funkce CYP
Vétsinu reakci katalyzovanych CYP Ize zapsat jako:

RH + 0, + NADPH + H* - ROH + H,0 + NADP*

Cytochromy P450 vyzaduji ke své funkci reduktazy. Cytochromy P450 ptisobici
v endoplazmatickém retikulu vyuzivaji enzym NADPH:cytochrom P450 reduktazu, mensi
skupina CYP vyskytujici se v mitochondriich spolupiisobi s ferredoxin reduktdzou [14].
V nativnim stavu je atom zeleza hexakoordinovany, kdy je Sestym substratem molekula vody
a zelezo se nachazi v nizkospinovém stavu. Po navazani substratu do aktivniho mista dojde
k oddisociovani vody, a zelezo se tak stdva pentakoordinovanym a vysokospinovym. Prvnim
krokem oxidace substratu je pienos elektronu z NADPH na NADPH:cytochrom P450
reduktazu, pokud se CYP nachdzi v endoplazmatickém retikulu, piipadné¢ na ferredoxin
reduktdzu a nehemovy Fe-S protein v pfipadé mitochondridlnich CYP [14]. Nasledné je
elektron pfenesen na samotny cytochrom, kde dojde k redukci Zeleza z oxida¢niho stavu +3 na
+2. Dal$im krokem je navdzani molekuly kysliku, kdy se zelezo opét stava
hexakoordinovanym, nasleduje dalsi redukce, tentokrat kysliku. Odstoupenim vody je ziskan
reaktivni meziprodukt oznacovany ,,Compound I“. Tento meziprodukt odebere atom vodiku
ze substratu za vzniku meziproduktu ,,Compound II* a radikalu substratu. Ty spolu ihned
reaguji za vzniku hydroxylovaného produktu. Produkt oddisociuje a na jeho misto se

koordinuje voda, pfi¢emz je obnovena nativni forma enzymu [19], [20].

1.2.2 Cytochrom P450 3A4 (CYP3A4)

Cytochrom P450 3A4 1ze na zdklad€ mnoZstvi jim metabolizovanych xenobiotik povazovat za
nejvyznamnéj$i cytochrom P450 [14]. Cytochrom P450 3A4 je rovnéz nejvice zastoupenym
CYP v lidském téle [11]. Pavodné byl CYP3A4 pojmenovan CYP3Anr na zaklad¢ schopnosti
oxidovat dihydropyridinovy blokator vapenatych kanali nifedipin [14], [21]. V jatrech tvofi
CYP3A4 15 az 30 % vSech CYP, v tenkém stievé je jeho zastoupeni jesté vyssi (piiblizne
78 %) [22], [23]. V mensi mife pak CYP3 A4 nalezneme naptiklad v Zaludku, plicich ¢i mozku,
a to jak na irovni mRNA, tak i na tirovni samotného proteinu [24], [25], [26]. U ploda v déloze
neni CYP3A4 prakticky vibec pfitomny, jeho hladiny vSak za¢nou stoupat jiz po porodu

a v prvnim mésici Zivota dosdhnout asi 30 az 40 % aktivity dospélého Eloveka [27].

V 3A podrodiné CYP u lidi se krom¢ CYP3A4 vyskytuji dalsi tfi enzymy: CYP3AS,
CYP3A7aCYP3A43 [28], [29]. Cela podrodina CYP3A je u lidi lokalizované na chromozomu
7, konkrétné v tiseku 7q22.1 [17]. Cytochrom P450 3A4 je tvoien 503 aminokyselinami [30].

Cytochrom P4503A4 hraje zasadni roli v prvni fazi biotransformace xenobiotik, kdy

metabolizuje 30 % vSech klinicky uzivanych 1é¢iv [2]. Neékteré zdroje vSak udavaji az 50 %

11



metabolizovanych 1&¢iv [30], [31]. Stejné jako u ostatnich CYP se exprese a funkce CYP3A4
vyrazné lisi jak interindividualng, tak intraindividudlné. Nasledkem je pak rozdilna a tézko
geneticky a v soucasné dob¢ je znamo pies 50 alel CYP3A4 [32], [33]. Nejlépe odhadnutelnym
faktorem ovliviiujicim funkci CYP3A4 jsou Iékové interakce, které plisobenim na pregnanovy
X receptor a konstitutivni androstanovy receptor zpusobi indukci enzymu [22]. Stejné tak
mohou funkci CYP3A4 inhibovat ¢i indukovat nékteré potraviny. Velmi zndmym piikladem
inhibice enzymu je grepovy dzus [34]. Déle expresi tohoto proteinu ovliviuji i fyziologické

faktory, jako jsou vek ¢i zanétlivé procesy [22].

U 1€k, které jsou metabolizované CYP3A4, jsou Casto pozorovany rozdily v clearance
(tedy vylouceni latky zorganismu) u muza a zen. Pravdépodobné se ale nejednd piimo
o fenomén zplsobeny rozdilnou mirou exprese CYP3A4 u obou pohlavi, ale o jev
zprostftedkovany rGznou mirou membranové vazaného plazmatického pienaSece,
P-glykoproteinu. Interakce mezi P-glykoproteinem a 1é¢ivem vede k rozdilné mife piistupnosti

substratu pro enzym a rizné rychlosti metabolismu latky [26].

Aktivni misto CYP3A4 je v porovnani s ostatnimi CYP velké a flexibilni, ¢imz
umoziuje metabolismus rozli€nych xenobiotik [35]. Do aktivniho mista se vejdou molekuly
az do objemu 520 A3 [36], [37]. Mezi vétsi 1é¢iva, ktera jsou metabolizovdna CYP3A4 patii
naptiklad néktera imunosupresiva (cyklosporin A), makrolidova antibiotika (erythromycin)
nebo cytostatika (paklitaxel) [17]. Mezi dalsi substraty CYP3A4 fadime naptiklad tamoxifen,
benzodiazepiny, opioidy, nékterd antidepresiva ¢i statiny [17]. Zaroveit CYP3 A4 metabolizuje
i endogenni latky, jako je testosteron, progesteron ¢i kortizol [17]. Pozornost pfi studiu
CYP3A4 je vénovana i metabolismu karcinogenti — CYP3A4 metabolizuje aflatoxin Bi, jeden
z nejsilnéjsich karcinogenti vibec, pficemz dochdzi k 3a-hydroxylaci vedouci k detoxifikaci
slouceniny, ale paraleln¢ i vzniku siln€¢ aktivniho mutagenniho 8,9-exo-epoxidu [11]. Mezi
dal$i karcinogeny metabolizované CYP3A4 fadime aflatoxin Gi, sterigmatocystin nebo
4,4'-methylenbis(2-chloranilin) (zndmy jako MOCA) [11].

1.3 Expresni systémy

Ze Sirokého spektra latek metabolizovanych CYP3A4 a jeho vysokého zastoupeni v lidském
téle je zfejmé, Ze je tieba ziskavat tento cytochrom pro védecké studie. Jednou z moznosti je
cytochromy pfimo izolovat z lidskych, ptipadné sav¢ich tkdni. Tento ptistup je vSak cenové i
casov€ naro¢ny. Vyvstavaji i urcité etické otazky. Alternativou jsou expresni systémy, kdy jsou

kyzené proteiny pfipraveny pomoci eukaryotnich ¢i prokaryotnich bunék.
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1.3.1 Prokaryotni systémy

Escherichia coli je jednim z nejvice vyuzivanych expresnich systému vibec [38]. Mezi jeji
hlavni vyhody patfi nenarocnost kultivace, rychlost riistu a cenova dostupnost celého procesu,
od média az po laboratorni pomucky a pfistroje [39]. Co se exprese prokaryotnich proteinti
tyce, je E. coli organismem prvni volby, je vSak ¢asto vyuzivéna i pro expresi eukaryotnich
proteinii [39]. V porovnanim s eukaryotnimi expresnimi systémy ma E. coli fadu nevyhod —na
exprimovanych proteinech nemtize =zajistit nckteré posttranslacni modifikace (napf.
glykosylace) a Casto se vyskytuji problémy u sklddani komplexnich proteinti, jako jsou

membranové proteiny ¢i vicepodjednotkové proteiny [39].

Pti rychlé ¢i nadmérné expresi miize u E. coli dojit ke smérovani proteinti do inkluznich
télisek, kdy je dale velmi obtizné a nakladné dané proteiny slozit do biologicky aktivni formy;
celkovy vytézek proteinu je pak také velmi maly [40]. Proteiny mohou byt produkovany do
cytoplazmy, periplazmy ¢i sekretovany mimo buiiku [39]. V periplazmé neni tak redukcéni
prostfedi jako v cytoplazmé, coz umoziuje tvorbu disulfidickych mustkl; v periplazmé je
rovnéz mensi proteolytickd aktivita [39]. Lokalizace proteinu do periplazmy ovSem vyZzaduje
umisténi signdlni sekvence na N-konec proteinu [39]. Nejcastéji vyuzivanym kmenem E. coli
pro expresi proteinti je BL21(DE3) a ptibuzné kmeny, dale pak AD494 nebo JIM83 [38], [39].

Dal$im vyznamnym bakteridlnim expresnim systém je gram-pozitivni Lactococcus
lactis. L. lactis, narozdil od E. coli, neobsahuje endotoxiny a bézn¢ se vyuziva v potravinaistvi,
coz zn¢j Cini atraktivni expresni systém pro expresi proteinii k biofarmaceutickym tucelim
[41], [42]. L. lactis se snadno kultivuje a umozniuje expresi proteind do ristového média [42].
Alternativou k E. coli mize byt i Pseudomonas, naptiklad P. fluorescens nebo aeruginosa,
schopna produkce mnozstvi proteinu srovnatelného s E. coli [43]. K expresi proteintl 1ze vyuzit
1 Streptomyces, gram-pozitivni bakterii, ktera podobné¢ jako L. lactis sekretuje velké mnozstvi
proteinti do ristového média [43]. Nejcastéji se diky své nizké endogenni proteolytické aktivite

vyuziva Streptomyces lividans [43].

1.3.2 Eukaryotni systémy

Sav¢i bunky nalézaji uplatnéni primarné pii expresi vétSich ¢1 membranovych eukaryotnich
proteinli, kdy jsou schopny Iépe napodobit pfirozené prostiedi vyskytu téchto proteini
a zajisténi spravnych komplexnich posttranslaénich modifikaci [39]. Ze savc¢ich bun€k se uziva
nejcastéji bunécna linie HEK 293 (z anglického Human embryonic kidney) zlidskych
embryondlnich ledvinovych bunék; nebo CHO linie (z anglického Chinese hamster ovary)

odvozend z bunck vajecnikl kiecka ¢inského [39].

Pro vneseni genu pro cilovy protein do bunék se zde vyuziva jak transfekce, tak

transdukce [39]. Vektory vyuzivané pro vneseni ciziho genu do sav€ich buné€k jsou vytvoreny
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na bazi Siroké Skaly virti — naptiklad adenovirti, bakulovirt, herpesvirt ¢i polyomavirt [38].
Dalsi moznosti vneseni genetické informace do sav¢i buiiky je vyuziti plazmidu ¢i chemicky
zprostiedkovana transfekce, kdy se pro vpraveni informace do bunky uzivéa polyethylenimin
a fosforecnan vapenaty [38]. Vyhodou savc¢ich buné€k je i moznost transientni transfekce [44].
Komplikaci pti uziti savciho systému je slozité technické provedeni kultivace buné¢k, vyssi

cena (a to jak bunék, tak i média a potfebného vybaveni) a mensi celkovy vynos proteinu [45].

Déale mohou byt jako expresni systémy vyuzity i kvasinky, jednobunécné eukaryotni
organismy kombinujici nékteré vlastnosti bakterialnich a sav¢ich systémt [39]. Oproti savéim
buitkam je kultivace kvasinek levnéjsi a jednodussi a tento expresni systém je rovnéz 1épe
geneticky modifikovatelny [46]. Velkou vyhodou oproti bakteridlnim systémtim je eukaryotni
draha syntézy proteinti — kvasinky dokazi provést nékteré posttranslacni modifikace typické
pro sav¢i proteiny, jako je glykosylace, fosforylace ¢i acetylace [47]. Zplsoby provedeni téchto

modifikaci nicmén¢ nejsou zcela totozné se saveimi mechanismy [47].

Krom¢ vySe zminénych expresnich systémi se k expresi proteinii rovnéz bezné
vyuzivaji hmyzi builky (napt. Spodoptera frugiperda), kdy se k zavedeni genu do bunky
vyuziva bakulovirovy vektor [39]. Dalsi moznosti produkce proteinti je pak exprese v tzv. cell-
free systémech, tedy exprese provadéna mimo buniku. Vyhodou tohoto systému je moZnost
exprese proteinil v pfitomnosti ligandu ¢i stabilizatord, které by byly jinak pro butiku toxické
[39].

1.4 Rekombinantni exprese CYP3A4

Expresni systémy vyuZivané pro zisk CYP3 A4 momentalné zahrnuji lidské, hmyzi, kvasinkové
1 bakterialni bunécné linie [45]. Exprese CYP3A4 v hmyzich bunkach je technicky i finanéné
naro¢na, avSak miiZze poskytnout vyjimecné vysoké vytézky cytochromu [45]. Jelikoz je
CYP3A4 lokalizovan v endoplazmatickém  retikulu, vyzaduje ke své funkci
NADPH:cytochrom P450 reduktazu. V zavislosti na volbé expresniho systému je tedy nékdy
nutné tento enzym koexprimovat s CYP3A4. V hmyzich bunkach je sice NADPH:cytochrom
P450 reduktaza pfitomna, jeji mnozstvi vSak neni pro expresi CYP dostacujici, a tak musi byt
koexprimovana spolu s CYP [45]. Vyhodou exprese v savCich bunkéich je pfitomnost
endogenni NADPH:cytochrom P450 reduktdzy; nevyhodou je ovSem opét technickd nadrocnost

procesu a delsi doba kultivace [45].

Oproti savéim ¢1 hmyzim buiikdm je kultivace kvasinek a bakterii mnohem jednodussi.
I kdyz je vytézek z exprese CYP v kvasinkach mens$i neZ v bakteriich, mize byt exprese
v kvasinkdch vyhodna diky pfitomnosti bunécnych struktur, ¢imz se prostfedi, kde dochézi
k expresi, blizi nativnimu tkanovému prosttedi CYP [45]. Konkrétn€ je produkce CYP u E.

coli 50 az 100krat vySsi nez u Saccharomyces cerevisiae [48]. Obdobn¢ jako u hmyzich bunék

14



neobsahuji kvasinky dostatek NADPH:cytochrom P450 reduktazy, ktera je tak v bunkéch
dodate¢né¢ exprimovana [49].

Pro CYP obecné je nejvice pouzivanym expresnim systémem E. coli. Krom¢ jiz
zminénych vyhod je jeji velkou piednosti absence vlastnich CYP [45]. Cytochrom P450 3A4
je v lidském téle asociovany s endoplazmatickym retikulem. Pfedpoklada se, ze vétSina CYP
asociovanych s endoplazmatickym retikulem se vyskytuje v cytozoldrnim prostoru a N-konec
proteinu pak prochdzi membranou retikula, pfi¢emz je koncovy methionin lokalizovan
v retikulu [50]. N-konec proteinu, v podob¢ transmembranového o helixu, obsahuje
hydrofobni aminokyseliny, které interaguji s membranou [51]. Tyto koncové signalni sekvence
vSak nemusi byt spravné rozpoznany bakteridlnim expresnim systémem, coz vede k nizkému
vytézku CYP [51]. Tento problém lze obejit diky inkorporaci bakterialnich signalnich sekvenci
na zacatek CYP; typicky se vyuZivaji sekvence ompA (outer membrane protein A) a pelB
(pectate lyase B) [52]. Dalsim zplsobem optimalizace exprese je inkorporace sekvence
LLLAVFL na N-konec proteinu. Tato sekvence zajisti rozpoznani na ribozomu a maximalni
iniciaci translace [51]. Druhym pfistupem ke zlepSeni exprese je odstranéni N-termindlni
sekvence ¢i nahrazeni aminokyselin na N-konci za hydrofilni za Gi¢elem zlepSeni rozpustnosti
CYP v cytozolu bakterie [51], [53].

Pro expresi CYP3A4 v E. coli se vyuziva expresni vektor pcWori+ [51], [54], [55].
Tento vektor obsahuje tac promotor vznikly kombinaci trp a lac promotorti. Tac promotor je
diky své sekvenci velmi dobfe rozpoznavan nativni RNA polymerazou [56]. Indukce exprese
je zahajena IPTG a mira exprese je, vzhledem k vyuziti jen jednoho inducibilniho promotoru,
pfimo imérna koncentraci induktoru [56]. Exprese se vétSinou zahajuje ptidanim IPTG do
koncentrace 1 mmol/l [51]. Vektor mimo jiné obsahuje i gen pro rezistenci na antibiotikum

ampicilin, ktery slouZi jako selekéni marker po uspésné transformaci bunék [51].

V publikacich uvadéné teploty pfi indukci a expresi se lisi, ale vé&tSinou se pohybuji
v rozmezi 20 az 30 °C, pficemz nejcastéjsi jsou teploty 28 az 30 °C [51]. A. Parikh et al.
postulovali, ze teploty nad 30 °C negativné ovlivituji expresi CYP3A4 [57]. P. Guengrich et
al. ale naptiklad jako optimalni teplotu pro expresi uvadi 32 °C [55]. VétSina expresi je

provadéna pii 30 °C po dobu 24 hodin [52], [54], [57].

Exprese je bézné provadéna v TB médiu, kde je pomér LB média z no¢ni kultury (tedy
bunek, kterymi zaockovavame TB médium) a TB média 1:100 [51]. Do TB média je dodédvana
kyselina &-aminolevulova, kterd napoméaha rychlejsi syntéze hemu pro CYP; kyselina
d-aminolevulova je vétSinou pridavana do koncentrace 0,5 mM [51]. Parikh et al. po pfidani
SALA pozorovali trojnasobné zvyseni produkce CYP3A4 [57]. Casto se do TB média ptidava
1 1mM thiamin [51], [55]. Nékteré zdroje uvadéji jako dalsi slozku TB média i nékteré soli,

jako chlorid hotecnaty ¢i Zelezity, tyto latky vSak nejspiSe nehraji v expresi zdsadni roli [55].
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ke zvyseni osmotického stresu, coz vede ke spravnéjSimu skladani rekombinantniho proteinu

a vy$sim vytézkim [58].

Indukce exprese byva zahajena v rozmezi od ODeoo 0,4 do ODsoo 0,8 [51]. Pro expresi
CYP3A4 se bézn¢ vyuziva kmen E. coli DH5a [54], [55], [57]. Lze vyuzit i jiné kmeny, jako
IM109 ¢i BL21, ovsem DHS5a dosahuje nejlepsich vysledkt [57].
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2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace byla optimalizace exprese rekombinantniho cytochromu CYP3A4
za vyuziti prokaryotniho sytému Escherichia coli kmene DHS5a. Jako faktory ovlivilujici
expresi dan¢ho proteinu byly zkoumdany teplota, za které probihala exprese; opticka denzita
bun¢k pii indukci exprese; koncentrace IPTG indukujiciho expresi cytochromu a rovnéz

celkova doba exprese. Cilem bylo také ovéteni pozitivniho vlivu SALA na expresi CYP3A4.

17



3 Materialy a metody

3.1 Pouzité chemikalie

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.1.4

Transformace a exprese
LB médium — 10 g tryptonu (Bio Basic Canada, Kanada), 10 g NaCl (Lach:ner, CR)
a 5 g kvasni¢ného extraktu (Lab Logistics Group, Némecko) na litr média
TB médium — 24 g drozd’'ového extraktu (Lab Logistics Group, Némecko), 12 g
tryptonu (Bio Basic Canada, Kanada), 4 ml glycerolu (Lach:ner, CR), 12,5 g KxHPO4
(Lach:ner, CR) a 2,3 g KH,PO4 (Lach:ner, CR) na litr média
100mM CaCl, (Penta, CR)
ampicilin — zasobni roztok o koncentraci 100 mg/ml (ampicilin — Duchefa Biochemie,
Holandsko)
LB agar — 4% (zasobni agar — Oxoid, UK)
50mM SALA (zasobni SALA — Chemos CZ, Ceska republika)
100 a 500mM IPTG (zasobni IPTG — Duchefa Biochemie, Holandsko)
expresni plazmid P4503A4 pCW/NF14 pro CYP3A4 a NADPH:cytochrom P450
reduktazu, poskytnut prof. F. P. Guengerichem (zprostfedkovan doc. RNDr. Pavlem
Souckem, CSc.)

o CYP3A4: delece aminokyselin 3 az 12; zavedeni signalni sekvence LLLAVFL

na pozici 13 az 19

I1zolace membran

cOmplete ULTRA tablety, EDTA-free, Roche Diagnostics, Némecko

100mM TAE pufr o pH 7,6 (Tris base — NZYtech, Portugalsko); s obsahem 0,5mM
EDTA (Lach:ner, CR)

100mM fosfatovy pufr o pH 7,4 (KoHPOs4 (Lach:ner, CR); 20% glycerol (v/v)
(Lach:ner, CR))

Stanoveni koncentrace proteinu
Microplate BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer Scientific, USA
o BCA reagent A — uhlic¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, vinan sodny
a bicinchoninova kyselina; v 0,1M hydroxidu sodném

o BCA reagent B — 4% siran médnaty

SDS elektroforéza
30% akrylamidova smés (roztok) (29% akrylamid a 1% bisakrylamid — Serva,

Némecko)
1,5M Tris-HCI pufr o pH 8,8 (Tris base — NZYtech, Portugalsko)
1,5M Tris-HCI pufr o pH 6,8 (Tris base — NZYtech, Portugalsko)
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10% SDS (zasobni SDS — Serva, Némecko)

10% APS (zasobni APS — Bio-Rad, Japonsko)

TEMED, Sigma-Aldrich, Cina

elektrodovy pufr o pH 8,5 a slozeni: 25mM Tris (NZYtech, Portugalsko), 150mM
glycin (Lach:ner, CR), 0,1% SDS (Serva, Némecko)

vzorkovy pufr Laemmli; Bio-Rad, Japonsko

standard CYP3A4 a NADPH-cytochrom P450 reduktdza — Corning® Supersomes™
CYP3A4+0OR; USA

marker pro elektroforézu — Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color Standard;

Japonsko

Western blot a imunochemicka detekce

primérni krali¢i protilatka proti CYP3A4 — Proteintech Group, Némecko

sekundarni protilatka kozi anti-rabbit IgG s alkalickou fosfatazou, Sigma-Aldrich, USA
Immobilion-PS? PVDF (polyvinylidenfluorid) membrana, péry 0,1 um, Sigma-Aldrich,
Némecko

blotovaci roztok PBS s Triton X-100, pH 7,2 (7,85g NaCl (Lach:ner, CR); 0,65 g
Na;HPO; (Lach:ner, CR); 0,15g NaH,PO4 (Lach:ner, CR); 0,3% (w/v) Triton X-100
(Sigma-Aldrich, Némecko))

prenosovy pufr, pH 8,3 (7,2 g glycin; 1,5 g Tris; 10 % methanol — Lach:ner, CR)
100% methanol (Lach:ner, CR)

Pufr pro alkalickou fosfatdzu, pH 9 (100mM Tris-HCI; 150mM NaCl; ImM MgCl, —
Lach:ner, CR)

NBT (Nitro-Blue Tetrazolium) — tetrazoliumchlorid; 50 mg/ml; PROMEGA, USA
BCIP (5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat p-toluidinova stil); 50 mg/ml; PROMEGA, USA

Méreni koncentrace CYP3A4

oxid uhelnaty; Linde, Irsko
dithioni¢itan sodny; Penta, CR
puft, pH 7,5 (100mM KH,PO4, 2% glycerol (v/v) — Lach:ner, CR)

Méreni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktazy
puft, pH 7,4 (300mM KH,POs, ImM EDTANa; — Lach:ner, CR)

roztok cytochromu ¢ o koncentraci 25 mg/ml — Start Enterprises, UK
10mM roztok NADPH (sodna siil); Reanal, Mad’arsko

Metabolicka studie
fosfatovy pufr, pH 7,4 (100mM KH>PO4 — Lach:ner, CR)

NADPH-generujici systém, zasobni roztok
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o 10mM MgCl, (Lach:ner, CR); 10mM glukosa-6-fosfat; ImM NADP*; 1 U/ml
glukosa-6-fosfat dehydrogenaza — Sigma-Aldrich, Némecko
fenacetin, zasobni 1mM roztok v methanolu (zasobni fenacetin — Sigma Aldrich,
Neémecko)
dichlormethan; Lach:ner, CR
testosteron, zasobni 10mM roztok v methanolu (zasobni testosteron — Sigma Aldrich,
Neémecko)

1M Na,CO3/2M NaCl — Lach:ner, CR

3.2 Pouzité pristroje

ultrasonickd homogeniza¢ni sonda typu KE 76; Bandelin, Némecko
ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD 3100; Bandelin, Némecko
ultracentrifuga Beckman Coulter OPTIMA LE-80K; USA
ultracentrifugacni rotor Beckman Coulter typ 70 Ti (70 000 rpm); Irsko
sucha lazett MINI Dry Bath, typ MINIB-100, Hangzhou Miu Instruments, Cina
centrifuga HERMLE Z 383 K, Némecko

rotor HERMLE 220.86, Némecko

Centrifuga Allegra X-30R, Beckman Coulter, USA

rotor Beckman Coulter SX4400 a F0630, USA

trepacka, typ ES-60, Hangzhou Miu Instruments, Cina

termostatovy orbitalni inkubator Infors HT Multitron Pro, Svycarsko
vodni lazen Julabo TW2, Némecko

elektroforeticka aparatura Bio-Rad, Japonsko

Trans-Blot Turbo, Bio-Rad, Singapur

spektrofotometr Specord 250 Plus, Analytik Jena, Némecko

¢tecka mikrotitraCnich desticek Sunrise, Tecan, Rakousko

odparka Acid-Resistant CentriVap Concentrator; LABCONCO, USA
Thermomixer compact 5350, Eppendorf, Némecko

stolni centrifuga 5418, Eppendorf, Némecko

HPLC systém Agilent 1200; Agilent Technologies, USA

kolona CC 250/4 Nucleosil 100-5 C18 HD; Macharey-Nagel, Némecko
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Transformace bunék E. coli

3.3.1.1 Priprava kompetentnich bunék

Do 40 ml LB média ve zkumavce Falcon bylo pieneseno 25 pl zdsobnich bun€k E. coli kmene
DH5a. Zkumavka byla ponechéna v orbitalni ttepacce pii 37 °C a 180 rpm do dosazeni ODeoo
0,4. Bakterie byly dale centrifugovany v centrifuze HERMLE Z 383 K pti 4000 rpm a chlazeni
na 4 °C po dobu 10 minut; vyuzito bylo rotoru HERMLE 220.86. Byl odlit supernatant
a zkumavka byla ponechana vyschnout dnem vzhiru polozené na buniciné. Dale bylo k peleté
bakterii ptidano 10 ml 100mM sterilniho chloridu vapenatého a peleta byla resuspendovana.
Zkumavka byla ponechéna deset minut na ledu. Dale byla zopakovana centrifugace, a to za
stejnych podminek jako ptedchozi. Opét byl odlit supernatant a zkumavka byla oto¢ena dnem
vzhiiru a ponechana vyschnout. Peleta byla resuspendovana ve 2 ml 100mM sterilniho chloridu
vapenatého a zkumavka byla ponechana hodinu na ledu. Nasledné byly k buiikdm ptidany 2 ml

50% glycerolu a buiiky byly zamraZeny v alikvotech po 200 pl.

3.3.1.2 Priprava agarovych ploten

Pro piipravu agarovych ploten byl vyuzit sterilni zasobni LB agar, ktery byl rozehian
v mikrovinné troubé. Ze zasobni ldhve pak bylo odlito 30 ml tekutého agaru do zkumavky
Falcon, na kazdou plotnu tedy bylo spotfebovano 15 ml agaru. Po zchlazeni agaru bylo do
zkumavky ptiddno 30 pl ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml, koncentrace ampicilinu v agaru
tedy dosahla 100 pg/ml. Agar byl nalit do sterilnich plastovych Petriho misek a byl ponechan

ztuhnout.

3.3.1.3 Transformace

Z mraziciho boxu byla vyjmuta mikrozkumavka s kompetentnimi butikami (200 pl) a rovnéz
plazmid. Jak bunky, tak plazmid byly ponechdny roztat na ledu. Kompetentni buiiky byly
rozdéleny do dvou mikrozkumavek po 100 pl. Do jedné byl pfidan 1 pl plazmidu a do druhé,
tedy do kontrolni, byl pfidan 1 pl sterilni destilované vody. Mikrozkumavky byly ponechany
30 minut na ledu. Nasledné byly na 90 s podrobeny tepelnému Soku ve vodni 1azni nastavené
na 42 °C. Thned po vyjmuti z lazn€ byly na tfi minuty poloZeny na led. Poté bylo do obou
vzorkl ptidano 300 ul LB média predehiatého na 42 °C. Vzorky byly ponechany 60 minut
v inkubatoru nastaveném na 37 °C. Z kazdé mikrozkumavky bylo odebrano 300 pl roztoku
a pfeneseno na agarové plotny s ampicilinem, kde byla suspenze rozetfena sterilni

mikrobiologickou hokejkou. Plotny byly pfes noc inkubovéany v inkubatoru pti 37 °C.
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3.3.2 Exprese

3.3.2.1 Priprava nocni kultury

Do zkumavky typu Falcon bylo pfelito 10 ml sterilniho LB média a ptidano 10 ul ampicilinu
o koncentraci 100 mg/ml. Bunécna kultura byla zaockovana metodou single-cell, kdy byla
pomoci sterilni $picky sebrana jedna kolonie transformované E. coli a vlozena do zkumavky
s médiem. Bunécna kultura se nechala pies noc inkubovat na orbitalni tfepacce pii 37 °C
a 180 rpm.

3.3.2.2 Exprese — optimalizace podminek

Pro prvotni experiment za ucelem posouzeni vlivu 6ALA na expresi byla exprese provadéna
ve ctyfech 50ml zkumavkéach typu Falcon. Ve dvou bylo LB médium a ve dvou TB médium.
Médium obsahovalo 10 pl ampicilinu o zésobni koncentraci 100 mg/ml. Do 10 ml kazdého
média bylo pfeneseno 100 pl no¢ni kultury. Po 4 hodinach od zaockovani a dosazeni ODsoo
cca 0,5 byla exprese indukovana pomoci ImM IPTG, pfi¢emz do jedné zkumavky od kazdého
typu média byla ptiddna 6ALA do koncentrace 0,5 mM. Po 2; 5; 18; 24 a 48 hodinach od
zacatku exprese byly z kazdé zkumavky Falcon odebirany vzorky. Vzorky byly uskladnény pfi
-80 °C.

Pro exprese ve vétsim méfitku k posouzeni vlivu dalSich faktord bylo do
Erlenmayerovych ban¢k o objemu 500 ml pielito 100 ml TB média. Nasledné bylo ptidano
100 pl ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml a jeden ml bunééné suspenze z nocni kultury.
Banky byly vlozeny do tfepacky nastavené na 120 rpm a 37 °C. V momenté, kdy dosahly
suspenze pozadované optické denzity pti 600 nm, byla zahajena indukce exprese.

Indukce byly provadény pii ODeoo 0,4; 0,6 a 0,8. Do ban€k byly pfidany zasobni
roztoky 0ALA a IPTG do pozadované koncentrace. Koncentrace SALA byla vzdy 0,5mM
a koncentrace IPTG pro vSechny optické denzity 1mM, pticemz byly vzdy pro ODsoo 0,6
zkoumany 1 vlivy indukce pomoci 0,1 a SmM IPTG. Celkem tedy byla exprese provadéna

v péti Erlenmayerovych bankach.

Experiment byl provadén ttikrat pro tfi rizné teploty — 20, 25 a 30 °C — pt1 120 rpm.
RovnéZ byl proveden ctvrty experiment, kdy byla zvySena frekvence otaceni, a to na 180 rpm.

Tento experiment byl provadén za teploty 30 °C.

Pro vSechny experimenty byly v ¢asech 20 a 46 hodin od zahdjeni exprese odebrany
50ml frakce, které byly stoceny na centrifuze HERMLE Z 383 K pii 5000 g a chlazeni na 4 °C
po dobu 10 minut; vyuzito bylo rotoru HERMLE 220.86. Supernatant byl odlit a pelety byly

zamrazeny a uchovany v -20 °C.
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3.3.3 Izolace membran
3.3.3.1 Sonikace

Prvnim krokem k zisku bunécnych membran byla sonikace vzorkl ziskanych pfi jednotlivych
expresich. Zamrazené pelety byly resuspendovany v 100mM TAE pufru o pH 7,6 s obsahem
0,5mM EDTA. Pufr byl obohacen o protedzové inhibitory, a to v koncentraci jedné tablety
cOmplete ULTRA na 50 ml pufru. Na jeden gram pelety bylo piidano 8 ml pufru.

K sonikaci byla vyuzita ultrasonicka sonda KE 76. Kazdy vzorek byl sonikovan celkem
osmkrat, a to po dobu 80 vtefin a za konstantniho chlazeni v ledové lazni. Amplituda pulzu
byla nastavena na 50 %. Mezi sonikacemi byl pfiblizné¢ osmiminutovy rozestup, kdy byly

vzorky nadale chlazeny na ledu.

3.3.3.2 Centrifugace

Po sonikaci nasledovala série centrifugaci. Jako prvni byly vzorky deset minut centrifugovany
pti 4000 g v centrifuze Allegra X-30R pfi chlazeni na 4 °C (SX4400). Supernatant z této
centrifugace byl dale dvacet minut centrifugovan pti 18 000 g, opét v centrifuze Allegra X-30R
pii chlazeni na 4 °C (rotor F0630). Supernatant byl opét znovu centrifugovan, tentokrat
v ultracentrifuze OPTIMA LE-100K firmy Beckman Coulter. Byl vyuZit rotor typu 70 Ti
(firmy Beckman Coulter), centrifugovano bylo na 45 000 rpm po dobu 65 minut, centrifuga¢ni

prostor byl chlazen na 4 °C.

Peleta z této ultracentrifugace byla resuspendovana v jednom ml 100mM fosfatového
pufru o pH 7,4 s 20% objemovym podilem glycerolu. Pro resuspendaci pelety bylo vyuzito
Potter-Elvehjemova homogenizatoru. Pelety byly zamraZeny tekutym dusikem a uskladnény
pii -80 °C. V ptiloze 2 je vidét gel po SDS elektroforéze vzorkli supernatanti a pelet

odebranych po jednotlivych centrifugacich pro kontrolu exprese CYP v membrang.

3.3.4 Stanoveni koncentrace proteinu

Ke stanoveni celkové koncentrace proteinu ve finalni, tedy membranové frakci, byla vyuZita
analyza pomoci BCA — bicinchoninové kyseliny. Jako standardy byly vyuZity roztoky BSA (z
anglického bovine serum albumin), hovéziho sérového albuminu, o koncentracich 125; 250;
500; 750; 1000; 1500 a 2000 pg/ml. Do mikrotitracni desticky bylo postupné pipetovano 9 ul
destilované vody jako blanku (v triplikatu), standardi (v duplikatech) a jednotlivych vzorkl
resuspendovanych pelet (v duplikatech). Pelety z expresi ukoncenych po dvaceti hodinach byly
fedény pétkrat a pelety z exprese po Ctyficeti Sesti hodinach byly fedény desetkrat. Do kazdé
jamky bylo ptidano 260 ul roztoku ptipraveného smichanim BCA ¢inidel A a B v poméru 50:1.
Mikrotitracni desticka byla 30 minut inkubovana pii teploté 37 °C. Nasledné byla stanovena

koncentrace proteinil ve ¢te€ce mikrotitranich desti¢ek Sunrise pii 562 nm.
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3.3.5 Elektroforéza

K elektroforéze byl vyuzit 10% separacni a 4% zaostfovaci gel. Separa¢ni gel na 1 sklo sestaval
ze 2 ml destilované vody, 1,65 ml 30% akrylamidu, 1,25 ml 1,5M Tris (pH 8,8), 50 ul 10%
SDS, 50 ul 10% APS a 2 ul TEMED. Zaostfovaci gel byl slozen z 1,1 ml destilované vody,
200 pl 30% akrylamidu, 190 ul 1,5M Tris (pH 6,8), 15 ul 10% SDS, 15 pl 10% APS a 1,5 pl
TEMED. Po naliti separa¢niho gelu byl gel pfevrstven destilovanou vodou. Pfiblizn€ po
40 minutach gel ztuhl a voda mohla byt odlita, nasledovalo naliti vrchniho, tedy zaostfovaciho

gelu. Jeho polymerace trvala ptiblizné 20 minut.

Pro expreriment posuzujici vliv SALA byly na gel nanaSeny vzorky inkubované v TB
médiu po fedéni na stejnou optickou denzitu a po ptidavku vzorkového pufru. Vzorky byly
ponechany 10 minut v termobloku pfi teploté 95 °C. Do jamek bylo nanaSeno 10 pl vzorki

a standardu, markeru bylo nanaseno 5 pl. Elektroforéza byla 15 minut provadéna pii 100 V a
déle ptiblizné hodinu pti 210 V.

Pro expreriment posuzujici vliv dalSich faktort na expresi byly na gel nanéseny vzorky
pelet po ultracentrifugaci (tedy membranova frakce), pro néz byla stanovovéna koncentrace
proteinu metodou BCA (viz. ptiloha 1). Do kazdé jamky bylo naneseno celkem 15 pg proteinu.
Vzorky byly pied nanesenim v ptipadé potieby nafedény a byl k nim ptidan vzorkovy pufr,
nasledné byly ponechany 10 minut v termobloku pfi teploté 95 °C. Do jamek bylo nanaSeno
10 pl vzorkt a standardu, markeru byly nandSeny 3 pl. Elektroforéza byla 15 minut provadéna
pti 100 V a ptiblizné€ hodinu pii 210 V.

3.3.6 Western blot

Po dokonceni elektroforézy byly gely na 10 minut pfemistény do ptrenosového pufru. Pro blot
byly vysttizeny membrany o velikosti 10x7,5 cm a stejné velké obdélniky filtraéniho papiru
Whatman. Membrany byly na 30 vtefin smoceny ve 100% methanolu, dale v destilované vodé
a nakonec byly pfiblizné pét minut ponechany v pfenosovém pufru. Filtraéni papiry byly
smoceny v pienosovém pufru. Do kazet pfistroje Trans-Blot Turbo na sebe byly poloZeny tii
smocené papiry, ddle membrana, gel a nakonec opét tfi smocené filtra¢ni papiry. Obsah kazety
byl uhlazen véaleckem. Western blot probihal 10 minut pti 25 V a 0,5 A.

3.3.7 Imunochemicka detekce

Membrany po Western blotu byly hodinu promyvany na tfepacce v blotovacim roztoku
obsahujicim 5 % (w/w) suSeného mléka. Dale byly piesunuty do blotovaciho roztoku
s primarni protilatkou proti CYP3A4 (fedéno 600x). Membrany byly inkubovany pies noc na

trepaCce v chladové mistnosti. Dalsi den byly membrany tfikrat proplachnuty v blotovacim
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roztoku (na tfepacCce), kazdé promyti trvalo pét minut. Membrany byly pfeneseny do
blotovaciho roztoku obsahujictho sekundarni protilatku znacenou alkalickou fosfatazou
(fedéno 10000x) a byly hodinu a ptil ponechény inkubovat. Nasledné byly ttikrat proplachnuty
v blotovacim roztoku a jednou v destilované vodé, pokazdé po péti minutach. Pro Ctyfi
membrany bylo k vizualizaci ptipraveno 30 ml roztoku APL pufru s 198 ul NBT (Nitro-Blue
Tetrazolium) a 99 pl BCIP (5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat p-toluidinova sil). Tento roztok
byl nalit na membrany a membrany byly cca 10 minut ponechdny na tmavém misté, poté byla

reakce zastavena vloZenim membran do destilované vody.

3.3.8 Méreni koncentrace cytochromu
Pro zméteni koncentrace CYP3A4 a detekci aktivni a neaktivni formy cytochromu byla
vyuzita metoda dle Omury a Sata [59]. Vzorky z pelet po ultracentrifugaci byly desetkrat
nafedény ve 100mM fosfatovém pufru o pH 7,5 obsahujicim dvé objemova procenta glycerolu.
Natedéné vzorky byly 45 vtefin probublavany oxidem uhelnatym a nasledné prométeny ve
dvoupaprskovém spektrofotometru Specord 250 Plus; méteno bylo spektrum pro vlnové délky
390 az 550 nm. Do vzorkové kyvety byl pfidan dithioni¢itan sodny (na Spicku kopistky)
a kyveta byla promichana. Nasledné bylo opét prométeno spektrum absorbance. Koncentrace
aktivni formy CYP3A4 vztazend na obsah proteinli v membrané byla vypocitana ze vzorce:
A4s0—As90 N T
— 245077490 1
Corpaas = [ o fedéni (1)
Pismeno [ v rovnici oznaCuje délku kyvety, ktera byla 1 cm; ¢, znac¢i koncentraci protein{i
v membranové frakci. Rozdil molarnich extinké&nich koeficienti je 0,091 umol'ecm™'dm? [60].
Redéno bylo desetkrat. Pro vzorky byla rovnéz vypoéitana koncentrace CYP3A4 pii vinové
délce 420 nm, tedy neaktivni formy CYP3A4. Bylo vyuzito vzorce:
Agz0—A T
Ccyp3aa = % * Fedéni (2)
Pismeno [ v rovnici oznaCuje délku kyvety, ktera byla 1 cm; ¢, znac¢i koncentraci protein(

v membranové frakci. Rozdil molarnich extinké&nich koeficienti je 0,120 umol'ecm™'dm? [60].
Redéno bylo desetkrat.

3.3.9 Meéreni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktazy

Meéfteni aktivity reduktdzy bylo provedeno na spektrofotometru Specord 250 Plus. V referen¢ni
kyveté bylo smichano 760 ul 300mM fostatového pufru obsahujiciho ImM EDTANaz a 10 pl
zasobniho roztoku cytochromu c o koncentraci 25 mg/ml. Ve vzorkové kyvete bylo smichano

760 pul pufru, 10 pl zadsobniho roztoku cytochromu c¢ o koncentraci 25 mg/ml a 20 pl vzorku
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z pelety po ultracentrifugaci. Po pfidani 20 pl 10mM NADPH byla vzorkova kyveta
promichana a byla méfena absorbance pii vinové délce 550 nm po dobu jedné minuty. Vzorky
byly v ptipadé€ nutnosti fedény pro dosazeni linedrni zavislosti absorbance na ¢ase. Specificka

aktivita reduktazy (a.pr) byla vypocitana z rovnice:

AA N
Acpp = ———=>—— x Fedéni 3)
lxecpR550*t*Cp

Pismeno [ znaci délku kyvety (1 cm); AAssy rozdil absorbanci po jedné minuté; &cpg 550
molarni extinkéni koeficient pro NADPH:cytochrom P450 reduktazu pfi vinové délce 550 nm
(21,0 pmol'em™dm’) [61]; ¢ znadi Cas méfeni (1 minuta); ¢, je koncentrace proteinu

v membranové frakci.

3.3.10 Metabolicka studie
Standardni reakci na ovéfeni funkce CYP3A4 je hydroxylace testosteronu do polohy 6. Pro

kazdou peletu po ultracentrifugaci bakterii byly pro tuto studii pfipraveny ctyii vzorky, kazdy
o objemu 0,5 ml. Koncentrace proteinu ve vzorcich byla 0,25 mg/ml, vzorky byly pfipraveny
ve 100mM fosfatovém pufru o pH 7,4. Do kazdého vzorku byl ptidan zésobni roztok 10mM
testosteronu do vysledné koncentrace 0,05 mmol/l. Déale bylo ke vzorkim ptfidéno 50 pl
NADPH-generujiciho systému a vzorky byly ponechdny 15 minut inkubovat pfi 37 °C a
400 rpm na thermomixeru. Reakce byla zastavena pfidanim 200 pupl roztoku
1M Na>CO3/2M NaCl a intenzivnim promichanim pti 1400 rpm. Ke vzorkiim bylo ptfidano
20 pul 1mM fenacetinu v methanolu jako vnitiniho standardu a 1 ml dichlormethanu. Vzorky
byly minutu tftepany pii 1400 rpm a nasledné centrifugovany 3 minuty pii 15 000 g na stolni
centrifuze. Déle byla z kazdého vzorku odebrana organickd faze a extrakce se jeSté jednou
analogicky opakovala. Nakonec byly zkumavky s dichlormethanovou fazi odneseny na

odparku a odpafeny do sucha. Zkumavky byly uskladnény v -20 °C do doby analyzy.

Extrahované vzorky byly resuspendovany v 50 ul methanolu. Pro oddéleni 6-f-
hydroxytestosteronu bylo vyuzito HPLC. Separace probihala na kolon& Nucleosil 100-5 C18
(Macharey-Nagel), ktera byla ohfivana na 35 °C. Nastfik vzorku byl 25 pl. Eluce byla
provadéna gradientem methanolu z 50 % na 75 %. Detekce metabolitu byla provadéna pfii
254 nm a jeho kvantifikace byla uskute¢néna vztaZzenim k ploSe piku vnitiniho standardu, tedy

fenacetinu.
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4 Vysledky

4.1 Vliv kyseliny é-aminolevulové

Na zacatku prace byla provedena exprese CYP3A4 v mensim métitku — zkouman byl vliv
média, ptitomnosti SALA a doby exprese na tvorbu CYP3A4 v bakteriich. V casech 2; 5; 18;
24 a 48 hodin po indukci exprese byla v kazdém ze vzorkil proméfena opticka denzita. Pro
vzorky kultivované v LB a TB médiu byla provedena elektroforéza, kde vzorky z TB média
dosahovaly vyssich intenzit bandi CYP3A4 nez vzorky LB média. Se vzorky inkubovanymi
v TB médiu byla tedy dale provadéna dalsi elektroforéza (obrazek 1) a imunodetekce (obrazek

2, strana 28) pro presnéjsi zjisténi exprese v jednotlivych ¢asech.

Z obrazku 1 je patrné, ze obsah proteinu narGstd s Casem od indukce exprese. Ve
vzorcich s SALA je CYP3A4 na elektroforéze napiiklad detekovatelny az po péti hodinach, ve
vzorcich bez 6ALA je band proteinu slabé viditelny jiz po dvou hodinéch od indukce. Pomoci
programu GelAnalyzer byly porovnany intenzity jednotlivych bandi CYP3A4 pro vzorky
s a bez SALA [62]. Analyza ukézala, ze bandy vzorki exprimovanych s SALA maji v priméru

o 1,7 % vétsi intenzitu neZ vzorky exprimované bez SALA.

M 1 2 3 4 5 6 8T 8 9 10 1 12 13 M

Obr. 1: Gel z SDS elektroforézy (10% délici a 4% zaostfovaci gel) vzorkt inkubovanych v TB médiu
sa bez 0ALA. ST znaci standard CYP3A4, M znaci marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual
Color). Drahy 1 az 6 obsahuji vzorky inkubované s SALA, drahy 8 az 13 vzorky bez SALA. Pro kazdou
sadu jsou vzorky setazeny (zleva): odbér pti indukci, 2; 5; 18; 24 a 48 hodin po indukci. Zeleny obdélnik
znaci pozici zkoumanych bandiu CYP3A4.
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Na obrazku 2 je membrana gelu vzorkl exprimovanych v TB médiu s a bez ALA po
provedeni western blotu a imunochemické detekci CYP3A4. Z obrazku vyplyva, ze nejvetsi
obsah CYP3A4 byl ve vzorku exprimovaném 48 hodin, a to s SALA. Band je patrny i u vzorku
exprimovaném 24 hodin, a to opét s SALA. Tyto podminky (exprese po dobu 24 a 48
(respektive 20 a 46) hodin a pfitomnost SALA) tedy byly zvoleny pro expresi ve vétSim

méfitku.

M 1 2 3 4 5 8 ST 8 98 10 11 12 13 M

[kDa]

100 —

37 —

25—

Obr. 2: PVDF membrana po western blotu (gelu po SDS elektroforéze) a imunochemické detekci
CYP3A4 ve vzorcich inkubovanych v TB médiu. Vizualizace prob¢hla pomoci alkalické fosfatazy. ST
znaci standard CYP3A4, M znaci marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color). Drahy 1 az 6
obsahuji vzorky inkubované s SALA, drahy 8 az 13 vzorky bez SALA. Pro kazdou sadu jsou vzorky
sefazeny (zleva): odbér pii indukci, 2; 5; 18; 24 a 48 hodin po indukci.

4.2 Imunochemicka detekce — optimalizace exprese

Po zjisténi optimalniho média, doby exprese a ovéfeni pozitivniho vlivu SALA na tvorbu
CYP3A4 byly provedeny experimenty zkoumajici tii rizné teploty — 20; 25 a 30 °C — a rovnéz
dvé rtizné intenzity tfepani — 120 a 180 rpm. Béhem kazdého experimentu byly testovany tii
optické denzity — ODeoo 0,4; 0,6 a 0,8; pficemz pro ODsoo 0,6 byla exprese indukovana vzdy
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ttemi riznymi koncentracemi IPTG — 0,1; 1 a SmM. Pro vSechny vzorky byly za pomoci
sonikace a série centrifugaci izolovany membranové frakce obsahujici CYP3A4. S témito
membranovymi frakcemi byla provedena SDS elektroforéza. Po elektroforéze byly provedeny
pfenosy proteinu z gelu na PVDF membranu s naslednou imunodetekci CYP3A4. Vysledky
pfenosu a imunodetekce pro jednotlivé podminky exprese jsou zobrazeny na ndsledujicich
Ctytech obrézcich.

Na obrazku ¢islo 3 vidime PVDF membranu po western blotu a imunodetekci CYP3A4
vzorkl exprimovanych pii 20 °C. Pro vzorky exprimované 20 hodin bylo detekovano nejvice
proteinu pro ODeoo 0,6 (koncentrace IPTG 0,1 a ImM) a 0,8. Pro ODeoo 0,6 (koncentrace IPTG
5SmM) je detekovany band trochu uzsi, pro ODeoo 0,4 je mnozstvi proteinu jesté mensi. Vzorky
exprimované 46 hodin nejsou na membrané viditelné.

M1 2345 6 7 8 9 10 ST

[kDa]

100 —

50 —
37 —

20—

Obr. 3: PVDF membrana gelu po SDS elektroforéze, western blotu a imunochemické detekci CYP3A4
pro vzorky exprimované pii 20 °C. M znaci marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color), ST
standard (CYP3A4). Drahy 1 az 5 obsahuji vzorky z 20hodinové exprese; drahy 6 az 10 vzorky ze
46hodinové exprese. Vzorky jsou pro kazdou sadu setazeny v potadi: ODsoo 0,4; ODeoo 0,6 (koncentrace
IPTG 0,1mM); ODsoo 0,6 (koncentrace IPTG 1mM); ODego 0,6 (koncentrace IPTG SmM); ODsgo 0,8.
Mezi drahou 5 a 6 doslo k poniceni jamek a preteceni sousednich vzorki.
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Na obrazku 4 vidime PVDF membranu po western blotu a imunodetekci CYP3A4
vzorkl exprimovanych pii 25 °C. Pro vzorky exprimované po dobu 20 hodin nebyl detekovan
zadny protein. U vzorkil exprimovanych 46 hodin bylo nejvice proteinu detekovano pii ODeoo
0,6, konkrétné u koncentrace IPTG 1 mmol/l. U tohoto vzorku lze rovnéz pozorovat dalsi
detekované bandy, a to kolem 37 kDa a 23 kDa, kdy by se mohlo jednat o naSt€épeny CYP3A4.
U vzorku o ODeoo 0,4 bylo detekovéano jen malé mnozstvi proteinu.

M12 3 45 S8ST6 7 8 9 10
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Obr. 4: PVDF membrana gelu po SDS elektroforéze, western blotu a imunochemické detekci CYP3A4
pro vzorky exprimované pii 25 °C. M znaci marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color), ST
standard (CYP3A4). Drahy 1 az 5 obsahuji vzorky z 20hodinové exprese; drahy 6 az 10 vzorky ze
46hodinové exprese. Vzorky jsou pro kazdou sadu sefazeny v poradi: ODeoo 0,4; ODgoo 0,6 (koncentrace
IPTG 0,1mM); ODgoo 0,6 (koncentrace IPTG 1mM); ODsgo 0,6 (koncentrace IPTG SmM); ODeqo 0,8.
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Na obrazku 5 vidime PVDF membranu po western blotu a imunodetekci CYP3A4
vzorkd exprimovanych pii 30 °C. U vzorkd exprimovanych po dobu 20 hodin postupné
se vzristajici ODeoo vzristalo i mnozstvi detekovaného CYP3A4. U vzorkt exprimovanych 46
hodin bylo nejvice proteinu detekovano pii ODeoo 0,6, konkrétné u koncentrace IPTG
0,1 mmol/I.

M 12 3 4 58T 6 7 8 9 10
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Obr. 5: PVDF membrana gelu po SDS elektroforéze, western blotu a imunochemické detekci CYP3A4
pro vzorky exprimované pti 30 °C. M znaci marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual Color), ST
standard (CYP3A4). Dréhy 1 az 5 obsahuji vzorky z 20hodinové exprese; drahy 6 az 10 vzorky ze
46hodinové exprese. Vzorky jsou pro kazdou sadu setazeny v potadi: ODsoo 0,4; ODeoo 0,6 (koncentrace
IPTG 0,1mM); ODggo 0,6 (koncentrace IPTG 1mM); ODsgo 0,6 (koncentrace IPTG SmM); ODeqgo 0,8.
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Na obrazku 6 vidime PVDF membranu po western blotu a imunodetekci CYP3A4
vzorkl exprimovanych pii 180 rpm a 30 °C. U vSech vzorkt je jasné definovany band okolo
50 kDa (tedy CYP3A4). Dalsi, slabsi bandy 1ze pozorovat tésné pod 50 kDa a okolo 37 kDa.

M1 2 3 4 5 8ST6 7 89 10
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Obr. 6: PVDF membrana gelu po SDS elektroforéze, western blotu a imunochemické detekci CYP3A4
pro vzorky exprimované pti 180 rmp a 30 °C. M znac¢i marker (Bio-Rad Precision Plus Protein Dual
Color), ST standard (CYP3A4). Drahy 1 az 5 obsahuji vzorky z 20hodinové exprese; drahy 6 az 10
vzorky ze 46hodinové exprese. Vzorky jsou pro kazdou sadu sefazeny v poradi: ODgoo 0,4; ODgoo 0,6
(koncentrace IPTG 0,1mM); ODeo0 0,6 (koncentrace IPTG 1mM); ODeoo 0,6 (koncentrace IPTG 5SmM);
ODsgoo 0,8.
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4.3 Koncentrace CYP3A4

Pro vzorky pelet po centrifugacich byla proméiena diferencni CO spektra, kdy byly vzorky
probublany oxidem uhelnatym a byl k nim pfidan dithionicitan sodny. Koncentrace CYP3A4

jsou vztazeny na mg celkového proteinu v membrang.

Vysledky méteni pro aktivni formu CYP, tedy s absorpénim maximem pii 450 nm, jsou
uvedeny v tabulce Cislo 1 na stran¢ 34. Nelze fici, ze bychom pozorovali obecny narust nebo
pokles aktivni formy cytochromu mezi 20 a 46 hodinami. Ve vSech sériich se najdou vzorky,
kde koncentrace klesaji, i kde naopak stoupaji. Co se série vzorkl inkubovanych pii 20 °C tyce,
byl nejvetsi narust mezi 20 a 46 hodinami zaznamenan u vzorku indukovaného pii ODeoo 0,6
ptidavkem 0,1mM IPTG. Tento vzorek také obsahoval nejvyssi koncentraci aktivni formy

CYP3A4, a to pro vSechny vzorky ze vSech sérii exprimované po dobu 46 hodin.

Ve vzorcich inkubovanych pii 25 °C po dobu 20 hodin nebyla v disledki ptili§ nizké
koncentrace proteini méifené BCA metodou zjistovana koncentrace CYP. Pro vzorky
inkubované 46 hodin pfi této teploté byla nejvetsi koncentrace zjisténa u vzorku indukovaného
pti ODsoo 0,6 ptidavkem SmM IPTG.

U vzorkt inkubovanych ve 30 °C po dobu 20 hodin se vymyka vzorek indukovany pti
ODsoo 0,4, ktery obsahuje vyrazné vice CYP3A4 nez zbylé vzorky této série. Tento vzorek
obsahuje nejveétsi koncentraci CYP3A4 viibec. Ze vzorkl inkubovanych pii 30 °C po dobu 46
hodin ma nejvyssi obsah CYP3A4 vzorek indukovany pti ODeoo 0,6 piidavkem 0,ImM IPTG.

U tohoto vzorku je rovnéZ pozorovan nérust koncentrace CYP mezi 20 a 46 hodinami.

Vzorky inkubované pii 180 rpm (30 °C) maji obecné nejvyssi koncentrace CYP3A4 ze
vSech vzorkil. Nejvyssi koncentrace cytochromu byla pro tuto sadu vzorkii naméfena u vzorku
indukovaného pti ODeoo 0,6 pifidavkem 1mM IPTG, a to jak pro 20, tak 46 hodin. AZ na vzorek
indukovany ofi ODsoo 0,8 zde pro vzorky koncentrace aktivni formy CYP s prodlouZenim doby
exprese klesa.
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Tabulka €. 1: Tabulka uvadi vypocitané koncentrace CYP3A4 z méteni dle Omury a Sata pro vzorky
exprese po 20 a 46 hodinach. Cislo za lomitkem u ODggo 0.6 znamena, jakou koncentraci (v mmol/l)
IPTG byla indukovana exprese. Pro vzorky, kde probihala exprese pti 25 °C po dobu 20 hodin, nebyla
spektra cytochromu s CO méfena, jelikoz vzorky obsahovaly dle stanoveni koncentrace proteint
metodou BCA velice malo proteind. Koncentrace jsou vztazeny na mg proteinu nameéfeného
v membranové frakci.

Koncentrace CYP3A4 po 20| Koncentrace CYP3A4 po 46
Vzorek hodinich [nmol/mg] hodinach [nmol/mg]
20 °C ODgoo 0.4 10,9 5,81
20 °C ODgoo 0.6/0.1 0 81,3
20 °C ODeoo 0.6/1 9,23 65,2
20 °C ODeoo 0.6/5 22,5 21,6
20 °C ODsoo0 0.8 24,7 2,30
25 °C ODgoo 0.4 ND 0
25 °C ODg00 0.6/0.1 ND 13,0
25 °C ODeoo 0.6/1 ND 0
25 °C ODgoo 0.6/5 ND 40,3
25 °C ODg00 0.8 ND 12,0
30 °C ODe¢oo 0.4 90,9 15,7
30 °C ODsgo 0.6/0.1 26,0 37,4
30 °C ODsoo 0.6/1 22,8 26,6
30 °C ODsoo 0.6/5 10,1 18,3
30 °C ODe¢0o 0.8 21,9 19,0
180 rpm ODeoo 0.4 49,0 36,5
180 rpm ODeoo 0.6/0.1 50,2 31,5
180 rpm ODegoo 0.6/1 73,7 54,7
180 rpm ODegoo 0.6/5 59,0 33,3
180 rpm ODegoo 0.8 47,3 51,4

Pro vzorky byla rovnéZ vypocitana koncentrace CYP3A4 pii vinové délce 420 nm, tedy
koncentrace neaktivni formy cytochromu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce Cislo 2 na strané
35. Z tabulky €. 2 je patrné, Ze s Casem obecné stoupa mnozstvi denaturovaného proteinu.
Vyjimkou jsou vzorky exprimované pii 20 °C indukované pii ODeoo 0,4 €1 0,8, mnoZstvi
neaktivni formy cytochromu zde s del§i dobou exprese pokleslo. U série inkubované pii 20 °C

pozorujeme mén¢ drasticky narust koncentrace neaktivniho CYP3A4 nez u zbylych sérii.

Diilezita je zde série inkubovana pii 180 rpm. Pro vzorky z této série po 20 hodinach
od indukce byly namétfeny vyssi hladiny aktivniho cytochromu nez jeho neaktivni formy. Pro
vSechny ostatni vzorky byla naméfena vyrazné vyssi hladina neaktivni formy proteinu oproti

funkénimu proteinu.
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Tabulka ¢. 2: Tabulka uvadi vypocitané koncentrace CYP3A4 (chybné slozené formy, tedy detekované
pfi 420 nm) z méfeni dle Omury a Sata pro vzorky exprese po 20 a 46 hodinach. Cislo za lomitkem
u ODgoo 0.6 znamena, jakou koncentraci (v mmol/l) IPTG byla indukovéana exprese. Pro vzorky, kde
probihala exprese pii 25 °C po dobu 20 hodin, nebyla spektra cytochromu s CO métena, jelikoz vzorky
obsahovaly dle stanoveni koncentrace proteinti metodou BCA velice malo proteinti. Koncentrace jsou

vztaZzeny na mg proteinu naméfené¢ho v emmbranové frakcei.

Koncentrace CYP3A4 po 20 | Koncentrace CYP3A4 po 46
Vzorek hodinach [nmol/mg] hodinach [nmol/mg]
20 °C ODgoo 0.4 203 143
20 °C ODgoo 0.6/0.1 172 288
20 °C ODeoo 0.6/1 166 284
20 °C ODgoo 0.6/5 219 109
20 °C ODsoo0 0.8 255 153
25 °C ODgoo 0.4 ND 153
25 °C ODgoo 0.6/0.1 ND 233
25 °C ODeoo 0.6/1 ND 520
25 °C ODesoo 0.6/5 ND 405
25 °C ODs00 0.8 ND 136
30 °C ODe¢oo 0.4 381 257
30 °C ODsoo 0.6/0.1 71,0 416
30 °C ODsoo 0.6/1 53,3 293
30 °C ODsoo 0.6/5 30,7 347
30 °C ODe¢0o 0.8 44 4 273
180 rpm ODeoo 0.4 30,8 124
180 rpm ODeoo 0.6/0.1 16,1 168
180 rpm ODeoo 0.6/1 29,5 96,2
180 rpm ODeoo 0.6/5 30,7 69,4
180 rpm ODeoo 0.8 7,18 120
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4.4 Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktazy
V tabulce €. 3 na stran¢ 37 jsou zachyceny vysledky méfeni specifické aktivity CPR. Obecné

lze tici, ze se vzristajicim Casem exprese stoupa i aktivita CPR. Pro vzorky exprimované
20 hodin se aktivity CPR v ramci jednotlivych sérii pfili§ nelisi. Pouze u série inkubované pfi
20 °C pozorujeme oproti ostatnim vzorkim ztéto série zvySené aktivity u vzorkl
indukovanych pii ODeoo 0,4 a 0,8. Tyto vzorky (a celé tato série) dosahuji ze vSech vzorkl

inkubovanych po dobu 20 hodin nejvyssi aktivity CPR.

Pro vzorky exprimované 46 hodin jiz v ramci jednotlivych sérii pozorujeme vétsi
zmeény, vzorky se od sebe specifickou aktivitou CPR lisi az tikrat. Mezi jednotlivymi sériemi
se hodnoty rovnéz odlisuji — naptiklad pro vzorky inkubované pti 25 °C byly (oproti ostatnim
teplotdm) naméteny velmi nizké hodnoty aktivity CPR. Nejvyssi aktivity CPR byly zjistény
pro vzorky inkubované pii 20 °C, kdy celkové nejvétsi aktivita CPR ze vSech vzorkl (20
i 46hodinovych) byla naméfena u vzorku indukovaného pii ODeoo 0,6 pridavkem 0,1mM
IPTG.

U série inkubované pti 30 °C bylo nejvyssi aktivity po 20 hodinach inkubace dosaZeno
u vzorku indukovaného pii ODegoo 0,8; po 46 hodinach vSak v této sérii nejvyssi aktivity
dosahuje vzorek indukovany pti ODsoo 0,6 pomoci 0,1mM IPTG. U série inkubované pii 180
rpm bylo po 20 hodinach dosazeno nejlepsiho vysledku u vzorku indukovaného pti ODgoo 0,6
pomoci ImM IPTG (po 20 hodindch vSak v této sérii vzorky dosahovaly velmi blizkych
aktivit); po 46 hodinach byla v této sérii pozorovana nejvyssi aktivita u vzorku indukovaného
pi1 ODeoo 0,8. Vzorek indukovany pii ODegoo 0,6 pomoci 0,1mM IPTG se aktivitou bliZil tomuto

vzorku.
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Tabulka 3: Tabulka uvadi vypocitané specifické aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktazy pro
vzorky odebrané 20 a 46 hodin po indukci exprese. Cislo za lomitkem u ODgoo 0.6 znamena, jakou

koncentraci (v mmol/l) IPTG byla indukovéana exprese.

Aktivita CPR po 20 hodinach Aktivita CPR po 46 hodinach

Vzorek [nmoleytochrom ¢ *min' *mg '] [nmoleytochrom *min” ' *mg']
20 °C ODsoo 0.4 1,79 1,85
20 °C ODgoo 0.6/0.1 1,05 4,93
20 °C ODsoo 0.6/1 1,58 441
20 °C ODsoo 0.6/5 1,48 2,68
20 °C ODs¢oo 0.8 1,84 3,60

25 °C ODgoo0 0.4 0,12

0
25 °C ODgo0 0.6/0.1 0 0,35
25 °C ODsoo 0.6/1 0 0,46
25 °C ODsoo 0.6/5 0 0,13
25 °C ODg00 0.8 0 0,13
30 °C ODs¢oo 0.4 0,45 0,36
30 °C ODsoo 0.6/0.1 0,44 0,74
30 °C ODeoo 0.6/1 0,53 0,54
30 °C ODsoo 0.6/5 0,37 0,56
30 °C ODeoo 0.8 0,60 0,58
180 rpm ODsgoo 0.4 0,40 0,37
180 rpm ODeoo 0.6/0.1 0,44 1,13
180 rpm ODeoo 0.6/1 0,49 0,72
180 rpm ODeoo 0.6/5 0,42 0,57
180 rpm ODeoo 0.8 0,48 1,23

4.5 Metabolicka studie

Z vysledkii pfedchozich podkapitol vyplyva, ze se podafilo exprimovat CYP3A4 (byt
pfevazné v neaktivni formé€) 1 CPR. DalSim krokem bylo ovéfeni aktivity CYP3A4. Pro
porovnani aktivit CYP3A4 jednotlivych vzorkli byla provedena metabolicka studie
nasledovand HPLC. Jako substrat byl pouZit testosteron, ktery byl CYP3A4 metabolizovan na
6B-hydroxytestosteron. Po provedeni HPLC byla vztaZena plocha piku tohoto metabolitu
k ploSe piku vnitiniho standardu — fenacetinu. Chromatografie rovnéz ukézala ptitomnost
druhého, ve vétSiné ptipadid minoritniho metabolitu — 2B-hydroxytestosteronu. Plocha jeho
piku byla rovnéZz vztazena k ploSe piku fenacetinu. Vysledky analyzy jsou zobrazeny
v tabulkach 4 a 5 na stranach 38 a 39. Pro kazdy vzorek byla provedena ¢tyfi méteni, pficemz
tabulky 4 a 5 zobrazuji jejich primér a smérodatnou odchylku.

Pro vzorky exprimované 20 hodin (tabulka 4, strana 38) byla zjiSténa podobna mira 6§3-
hydroxytestosteronu, nejvétsi mnozstvi metabolitu pak byla detekovano ve vzorcich
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inkubovanych pti 180 rpm. Mnozstvi druhého metabolitu se pak mezi jednotlivymi sériemi
lehce lisi, nejvice tohoto metabolitu vSak bylo opét detekovano ve vzorcich inkubovanych pti
180 rpm. U vzorkl exprimovanych po dobu 20 hodin lze fici, Ze pti metabolické studii bylo ve
vSech vzorcich (kromé¢ vzorku inkubovaného pii 180 rpm a indukovaného pii ODeoo 0,6

pomoci 0,1mM IPTG) vytvofeno vice 6B-hydroxytestosteronu nez 23-hydroxytestosteronu.

Tabulka 4: Tabulka zobrazuje vysledky HPLC analyzy metabolismu testosteronu exprimovanym
CYP3AA4. Ciselné idaje predstavuji plochy pikii metabolitii vztazené k plose piku fenacetinu. V tabulce
jsou uvedeny udaje pro vzorky exprimované po dobu 20 hodin. Cislo za lomitkem u ODgoo 0.6 znamené,
jakou koncentraci (v mmol/l) IPTG byla indukovéana exprese. Udaje jsou vypo¢itany jako primér étyt
méfeni, uvedena je rovnéz smerodatna odchylka.

Vzorek 6B-hydroxytestosteron/fenacetin | 2[B-hydroxytestosteron/fenacetin
20 °C ODgoo 0,4 0,019 +0,007 0,014 +0,007
20 °C ODeo0 0,6/0,1 0,016 +£0,005 0,008 +0,007
20 °C ODeoo 0,6/1 0,019 +0,003 0,014 £0,004
20 °C ODgoo 0,6/5 0,023 +0,01 0,021 +0,009
20 °C ODgo 0,8 0,023 +0,006 0,018 +0,008
30 °C ODgpo 0,4 0,019 +0,004 0,013 +0,003
30 °C ODeoo 0,6/0,1 0,028 +0,007 0,022 +0,01
30 °C ODgo 0,6/1 0,021 +0,005 0,015 +0,004
30 °C ODe0o 0,6/5 0,027 +£0,003 0,018 +0,008
30 °C ODg00 0,8 0,026 0,01 0,021 0,012
180 rpm ODgoo 0,4 0,029 +0,006 0,023 +£0,011
180 rpm ODeoo 0,6/0,1 0,037 £0,007 0,038 +0,016
180 rpm ODgoo 0,6/1 0,037 £0,014 0,032 +0,034
180 rpm ODeoo 0,6/5 0,023 +0,01 0,019 +0,007
180 rpm ODgoo 0,8 0,032 +0,005 0,030 +0,012

U vzorkli exprimovanych 46 hodin (tabulka 5, strana 39) byla pozorovana jedna

hodnota vyrazn€ se liSici od zbytku vysledki. U vzorku exprimovaného pii 20 °C a
indukovaného pii ODeoo 0,6 ptidavkem 0,1mM IPTG byl pozorovan mimoiadné vysoky pik
6B-hydroxytestosteronu, ktery az ctytikrat ptevySoval ostatni naméfené hodnoty. Zaroven vSak
byla pro tento vzorek naméfena vysokd smérodatnd odchylka. Pokud odhlédneme od tohoto
mimoiadné vysokého vysledku, pozorujeme nejvétsi piky 6B-hydroxytestosteronu u vzorku
inkubovaného pii 30 °C a indukovaného pii ODsoo 0,4 a u vzorku inkubovaného pii 180 rpm
indukovaného pti ODsoo 0,6 pomoci SmM IPTG. 2B-hydroxytestosteron byl 1 pii inkubaci po
dobu 46 hodin minoritnim metabolitem, nad 6B-hydroxytestosteronem ptfevazoval pouze u ti

vzorku.
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Tabulka 5: Tabulka zobrazuje vysledky HPLC analyzy metabolismu testosteronu exprimovanym

CYP3A4. V tabulce jsou uvedeny tdaje pro vzorky exprimované po dobu 46 hodin. Cislo za lomitkem

u ODsgoo 0.6 znamena, jakou koncentraci (v mmol/l) IPTG byla indukovana exprese. Udaje jsou

vypocitany jako pramér ¢tyf méteni, uvedena je rovnéz smeérodatna odchylka.

Vzorek 6B-hydroxytestosteron/fenacetin |  2f-hydroxytestosteron/fenacetin
20 °C ODgoo0 0,4 0,026 +0,005 0,030 +0,009
20 °C ODeoo 0,6/0,1 0,104 +0,071 0,026 +0,013
20 °C ODgoo 0,6/1 0,031 £0,012 0,017 +0,009
20 °C ODeoo 0,6/5 0,029 +0,005 0,023 +0,016
20 °C ODeoo0 0,8 0,029 £0,011 0,028 +0,019
25 °C ODgoo 0,4 0,022 +0,007 0,015 +0,006
25 °C ODgoo 0,6/0,1 0,023 +£0,005 0,016 +0,004
25 °C ODggo 0,6/1 0,030 +0,018 0,015 +0,009
25 °C ODgoo 0,6/5 0,025 £0,002 0,017 £0,002
25 °C ODgoo0 0,8 0,025 +0,008 0,021 +0,004
30 °C ODs¢oo 0,4 0,035 £0,021 0,024 +0,014
30 °C ODg0o 0,6/0,1 0,027 +0,006 0,017 £0,008
30 °C ODsoo 0,6/1 0,015 £0,006 0,025 +0,015
30 °C ODeoo 0,6/5 0,020 +0,004 0,022 +0,013
30 °C ODe¢oo 0,8 0,022 £0,011 0,022 +0,009
180 rpm ODgoo 0,4 0,024 +0,001 0,009 +0,003
180 rpm ODeoo 0,6/0,1 0,033 £0,011 0,033 +0,02
180 rpm ODeoo 0,6/1 0,030 £0,007 0,013 +0,002
180 rpm ODeoo 0,6/5 0,036 +£0,009 0,027 +0,006
180 rpm ODeoo 0,8 0,025 +0,004 0,016 +0,004
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5 Diskuze

Cytochrom P450 3A4 je klicovym enzymem prvni faze biotransformace a jednim
expresi se nabizi vicero organismil, v Cele s bakteridlnimi expresnimi systémy. Cilem préace
bylo optimalizovat expresi tohoto enzymu v E. coli DH5a. Odborna literatura neuvadi jednotné
doporucené podminky exprese — v této praci proto byl studovéan vliv 0ALA, teploty, optické
denzity, koncentrace IPTG a otacek pfi inkubaci na vliv exprese CYP3A4.

Prvnim krokem bylo ovéfeni pozitivniho vlivu 6ALA na expresi proteinu a volba
vhodné doby trvani exprese. d-aminolevulova kyselina je prekurzorem hemu, tedy slouceniny
nutné pro tvorbu cytochromu. Bakterie je schopna cytochrom exprimovat i bez pritomnosti
ptidané SALA, jejim ptidavkem vSak dochdzi ke zvySené expresi CYP3A4 [52], [57]. Zaroven
ale zaleZi 1 na konkrétnim vyuzitém plazmidu a modifikacich v genu pro CYP3A4. Napft. pro
expresi CYP3A4 s ompA leader sekvenci ptidavek SALA nevykazuje zadné zlepSeni [52]. Pro
nami vyuzity konstrukt byla pozorovana ptiblizn¢ trojnasobna exprese CYP3A4 po pridani
OALA [52], [57]. Co se doby exprese tyCe, shoduje se vétSina odborné literatury na 22 az
24 hodinéch jako na optimalni dobé pro produkci CYP3A4 v E. coli [52], [54], [55], [57].
Pritchard et al. uvadi, ze delsi doba exprese zmensuje vytézky hemoproteinu [52].

Byla provedena elektroforéza vzorkl odebranych v riiznych casech od indukce exprese
inkubovanych bud’ v pfitomnosti, nebo neptfitomnosti 6ALA v médiu. Po elektroforéze
nasledoval western blot a imunodetekce CYP3A4. Z obrazku 2 na strané 28, je jasné patrné, Ze
pfi imunodetekci CYP3A4 byl protein detekovan pouze ve vzorcich inkubovanych s SALA.
Pozitivni vliv §-aminolevulové kyseliny na expresi CYP3A4 v E. coli DHS5a pii vyuziti
konstruktu pCW/NF14 tedy byl jednoznacné€ potvrzen. E. coli DH5a je schopna vyuzit
piidanou 60ALA, ¢imz je dosazeno rychlejsi a efektivnéjsi produkce CYP3A4. Rovnéz by
piidavek 6ALA mohl pro bakterii znamenat mensi energetické vytiZeni, tedy ponechani si vice
energie na dalsi procesy spojené s tvorbou a transportem cytochromu. Z obrazku 2 na strané
28 je rovnéZ jasné patrné, Ze se jako nejlepsi jevily Casy 24 a 48 hodin po indukci, z praktickych
davodi pak byly vSechny dalsi exprese provadény 20 a 46 hodin.

Dal$im zkoumanym faktorem byla teplota, pfi niZ je exprese provadéna. V E. coli je
protein exprimovan nejcastéji pii 30 °C [52], [57], [63]. Parikh et al. uvadi, Ze inkubace pfi
vys$i teploté muze zcela zastavit expresi proteinu ¢i snizit jeho enzymovou aktivitu [57].
Inkubace pfi nizsich teplotach pak vede k stabilnéjsi expresi proteinll, nicméné vytézky exprese
byvaji nizsi [56]. Pro tuto praci tedy byly zvoleny typloty 20; 25 a 30 °C. Na expresi miiZze mit
vliv 1 pocet otacek pii inkubaci. Exprese cytochromt se provadi v rozmezi 100 az 200 otacek

za minutu [51], pro tuto praci tedy byl zvolen pocet otacek 120. Pti expresi CYP3A4 se vSak
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vyuziva spise vyssi intenzita tfepani [57], [63], proto byl experiment pti 30 °C zopakovan pro

intenzitu tfepani 180 rpm.

Byly tedy provedeny exprese za tii riznych teplot 20; 25 a 30 °C (120 rpm) a 30 °C
(180 rpm), pticemz pii kazdé teploté byly zkoumany vlivy tfi ODeoo (0,4; 0,6 a 0,8). Pro ODsoo
0,6 byly zkouSeny tii rizné koncentrace IPTG jako induktoru (0,1; 1 a SmM IPTG). Po zisku
membranovych frakei vSech vzorki byly provedeny elektroforézy nasledované western blotem
a imunochemickou detekci CYP3A4. Jednalo se o ovéfeni pritomnosti CYP3A4 a prvni vhled
do vysledki expresi. Zarazejici byly vysledky pro sérii inkubovanou pii 25 °C po dobu 20
hodin (obrazek 4, strana 29) — pro tuto sérii nebyl detekovan zadny cytochrom. To by
odpovidalo i vysledkim méfeni celkové koncentrace proteinii v membranové frakci (ptiloha
1), kde byla naméfena velmi nizkd koncentrace mimo kalibra¢ni rozsah. Rovnéz pfi
resuspendaci membranové frakce bylo mozné pozorovat velmi malé mnozstvi bakteridlni
membrany v porovnani s ostatnimi vzorky. V sérii inkubované pii 25 °C byla pro kontrolu

prométena i aktivita CPR, kdy vzorky nevykazovaly Zadnou aktivitu.

Na PVDF membrané pro vzorky ze série inkubované pii 20 °C (obrazek 3, strana 29)
1ze krom¢& bandi okolo 50 kDa (stejna uroven jako standard CYP3A4) vidét i bandy okolo 37
kDa — nejspiSe tedy doslo pfi expresi ¢i béhem ptipravy vzorkl k nastépeni proteinu. Na této
membrané nejspi§ rovnéz doslo ke Spatnému ptenosu jedné ¢asti gelu, kdy na membrané
prakticky nelze sledovat drahy obsahujici vzorky inkubované 46 hodin a standard. Vzorky
inkubované 46 hodin ale jednoznacné¢ obsahuji CYP3A4 (viz. tabulka 1 na strané 34 a tabulka

2 na strané€ 35). Chyba mohla byt rovnéZ provedena béhem nanaSeni vzorkl na gel.

Na PVDF membrané pro vzorky ze série inkubované pii 25 °C po dobu 46 hodin se
vymyka vzorek indukovany pii ODeoo 0,6 pomoci ImM IPTG. I zde je vidét kromé bandu
okolo 50 kDa 1 band pfi 37 kDa, navic pozorujeme dva dalsi bandy mezi 25 a 20 kDa. Pti
expresi tohoto vzorku tedy nejspiSe rovnéz doslo k proteolyze, v tomto ptipadé vyraznéjsi —
tato koncentrace IPTG, opticka denzita a teplota mohly zpiisobit velmi rychlou expresi
CYP3A4 a jeho casteCnou degradaci. Této teorii by castetné odpovidal 1 vysledek
z metabolické studie aktivity CYP3A4 — vzorek indukovany 1mM IPTG vykazoval z této série
nejvetsi metabolickou aktivitu, ve vzorku ho tedy mohlo byt velké mnoZzstvi. Teorii ale
neodpovida vysledek méfeni koncentrace aktivni formy CYP3A4 — pro vzorek indukovany
ImM IPTG je koncentrace aktivniho CYP3A4 nulova. Bandy okolo 37 kDa pozorujeme i pro
sérii inkubovanou pfi 180 rpm. Zde navic pozorujeme i jeden vyrazny nepieruSeny band, kdy

by se mohlo jednat o chybné navazani protilatek.

Pro vS§echny membranové frakce byla rovnéz prométena koncentrace CYP3A4 pomoci
metody dle Omury a Sata. Z tabulek 1 a 2 na stranach 34 a 35 je patrné, ze vzorky obecné
obsahuji spiSe vice neaktivni formy cytochromu, tedy formy detekované pii 420 nm. Vyskytly
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se vSak nékteré vyjimky. Vzorky ze série inkubované pti 180 rpm po dobu 20 hodin jako jediné
obsahuji vice aktivni nez neaktivni formy CYP3A4. Po 46 hodinach vSak jiz 1 tyto vzorky
obsahuji vice chybné slozeného proteinu. Dalo by se tedy predpokladat, ze zvySeni otacek pii
inkubaci a zvySend aerace média napomaha pii krat$i dob¢ inkubace spravnému skladani
CYP3A4. U vzorkl inkubovanych pti 20 °C po dobu 20 hodin si 1ze povSimnout vysokého
poméru mezi koncentraci neaktivni a aktivni formy CYP3A4 — koncentrace neaktivni formy je
az 18krat vysSs$i nez koncentrace aktivni formy. U vétSiny ostatnich vzorkll jsou poméry

neaktivni a aktivni formy nizsi.

Z tabulky 1 na strané 34 a z tabulky 2 na stran¢ 35 je vidét, ze ve vétSin€ vzorkl v Case
stoupé hlavné neaktivni forma CYP, opacny trend ale pozorujeme u vzorkl inkubovanych pii
20 °C indukovanych pii ODsoo 0,6 pomoci 1 a 0,1mM IPTG. Zde v ¢ase stoupa aktivni forma
CYP. Aktivni forma se v ¢ase zvySuje 1 pro vzorky inkubované pti 30 °C indukované pii ODseoo

0,6 (vSemi tfemi koncentracemi IPTG).

Pokud porovname sérii inkubovanou pii 30 °C a 120 rpm a 30 °C a 180 rpm, je patrné,
ze 1 zvyseni intenzity tfepani zptisobi narust koncentrace exprimovaného proteinu (az na vzorek
indukovany pti ODsoo 0,4). Parikh et al. provadéli expresi pii 30 °C a 200 rpm po dobu
24 hodin, exprese byla indukovana pii ODsoo 0,7 pomoci ImM IPTG; v médiu byla obsaZena
0,5mM 6ALA. V membranach pfi tomto experimentu byla naméfena koncentrace CYP3A4
(aktivniho) 350 pmol/mg [57]. Z tabulky ¢islo 1 na stran¢ 34 je patrné, ze vSechny nase vzorky
(az na jednu vyjimku) dosahuji vyssich koncentraci aktivni formy CYP3A4. Z téchto udaju se
1ze domnivat, Ze by intenzita tiepani 200 rpm mohla mit negativni vliv na expresi proteinu. To
se ale vzhledem k ndmi pozorované expresi pti 180 rpm nejevi jako moc pravdépodobné. Roli
v téchto vysledcich mohou hrat 1 jiné faktory, jako naptiklad odliSny vyuZity bakterialni kmen.

Zasadnim rozdilem mezi nami provedenym experimentem a experimentem Parikha et
al. je pfitomnost denaturovaného proteinu. Parikh et al. zaznamenali CO spektra s vyraznymi
a jasné€ definovanymi piky pti 450 nm, zatimco pii 420 nm byly detekovany mensi piky, jejichz
pfitomnost byla ve studii pfisouzena vlivu cytochromu o [57]. Vétsi podil aktivni formy
CYP3A4 mohl zajistit pfidany ImM thiamin. Bylo by tedy vhodné v budoucnu experimenty

zopakovat s pfitomnosti thiaminu v médiu.

DalSim ze zkoumanych faktorti ovliviiujicich expresi byla koncentrace IPTG jako
induktoru exprese. V dfive provedenych studiich je pouzivana vyhradné¢ 1mM koncentrace
IPTG [52], [55], [57], [63]. Bylo tedy rozhodnuto porovnat vliv 1mM, desetkrat nizsi a pétkrat
vysSi koncentrace IPTG na expresi CYP3A4 indukovanou pii ODeoo 0,6. Vliv rozdilnych
koncentraci je nejlépe vidét ve vysledcich méteni aktivity CPR a CYP3A4.

Pro vysledky méfeni aktivity CPR (tabulka 3 na strané€ 37) lze pozorovat, ze aktivita

CPR stoupa s casem od pocatku indukce. Nejveétsi narust aktivity enzymu byl pozorovan pro
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sérii inkubovanou pii 20 °C — zde doslo az k ¢tyfndsobnému narustu aktivity CPR, konkrétné
u vzorku indukovaného pii ODgoo pomoci 0,1mM IPTG. V rdmci zbylych sérii pozorujeme
obecné mensi narusty aktivity CPR v ¢ase. Zaméfime-li se na vliv koncentrace IPTG u vzorkt
indukovanych pti ODsoo 0,6, pozorujeme u tiech sérii podobny trend. Pro vzorky inkubované
ve 20 °C, 30 °C a 180 rpm byla pro dobu exprese 20 hodin zjisténa nejvyssi aktivita CPR pro
vzorky indukované ImM IPTG. Pro dobu exprese 46 hodin pak ale nejlepSich vysledkl
dosahuje 0,1mM IPTG. V ramci jednotlivych sérii tedy byly obecné pro vzorky indukované
pii ODsoo 0,6 naméteny nejlepsi hodnoty pro 0,1 ¢i ImM IPTG. Vzorky indukované SmM
IPTG dosahovaly mensSich aktivit nez vzorky indukované 0,1 ¢i 1mM IPTG. Zcela nejlepSich
vysledkt bylo dosazeno po 46 hodinach u série inkubované pii 20 °C, dalo by se tedy
predpokladat, ze tato teplota a €as jsou nejlepsi pro expresi maximalné aktivni CPR. Pro vzorky
inkubované pii 30 °C po dobu 46 hodin byl rovnéZz pozorovén narust aktivity pfi zvySeni
intenzity tiepani ze 120 na 180 rpm. Po 20 hodinéch ale lepsich vysledkii dosahovaly vzorky

inkubované za niz$ich otacek.

Z vysledkit méfeni aktivity CPR by se dalo pfedpokladat, Ze budeme u aktivity
CYP3A4 pozorovat stejnou zavislost, co se koncentrace IPTG a metabolické aktivity tyce. Tato
zavislost vSak byla potvrzena jen ¢asten¢. Z metabolické studie (tabulky 4 a 5 na stranach 38
a 39) lze vypozorovat, ze vzorky indukované pii ODeoo 0,1mM IPTG v nékterych sériich
vykazuji lep$i metabolickou aktivitu (pozorovani pro 6B-hydroxytestosteron) nez vzorky
indukované 1 ¢i SmM IPTG, zaroven v metabolické aktivité Castecné piedCivaji 1 vzorky
indukované pti zbylych dvou optickych denzitach. Tento jev se tyka série inkubované pii 30 °C
po dobu 20 hodin, 180 rpm po dobu 20 hodin a 20 °C po dobu 46 hodin. V téchto tfech sériich
se zaroven jednalo o nejvice metabolicky aktivni vzorky. V sérii inkubované pii 30 °C po dobu
20 hodin byl druhy nejlepsi vysledek naméfen u vzorku indukovaného SmM IPTG; vzorek
indukovany ImM IPTG pak byl aZ na ¢tvrtém misté. V sérii inkubované pii 180 rpm po dobu
20 hodin naopak vzorek indukovany SmM IPTG vykazoval zcela nejmensi aktivitu; vzorky
indukované 0,1 a ImM IPTG vykazovaly stejnou aktivitu. U zbylych sérii vzorky dosahovaly
nejlepSich vysledkll vzdy v jiném potadi. Stejné jako u aktivity CPR byl pozorovan (kromé
vzorkll indukovanych pti ODsoo 0,4) narust aktivity pro vzorky inkubované pii 30 °C pii

zvySeni intenzity tfepani ze 120 na 180 rpm.

Lze tedy predpokladat, Ze nizs§i koncentrace IPTG vyuZitého pii indukci exprese
umoziuje bakterii pii nékterych dalSich podminkach spréavnéji skladat protein, a to jak
CYP3A4, tak CPR, ¢imz je zajiSténa jejich vySsi aktivita. V této praci byla nejvyssi aktivita
CPR a CYP3A4 namétena pii vyuziti 0,ImM IPTG u vzorki inkubovanych pii 20 °C po dobu
46 hodin. Dobrych vysledkt pti vyuziti 0,1mM IPTG dosahovaly 1 vzorky inkubované pii
180 rpm — po 20 hodinach byla namétena vysoka aktivita CYP3A4 a po 46 hodinach vysoka
aktivita CPR. Bylo by vhodné provést obdobny experiment s rtiznou koncentraci IPTG 1 pro

ODeoo 0,4 a 0,8. Zaroven bylo pozorovano, Ze prodlouzeni doby inkubace vyrazné nezvysuje
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metabolickou aktivitu cytochromu, ve vétSiné ptipadi aktivita zistavala stejna nebo mirné
poklesla. Narust aktivity byl pozorovan jen pro sérii inkubovanou pfi 20 °C. Vzorky ze série
inkubované pii 30 °C zGstaly prakticky stejn¢ aktivni, aktivita vzorka ze série inkubované pfti
180 rpm vSak mirné poklesla. V tomto ohledu se tedy aktivita CYP3A4 lisi od aktivity CPR,

ktera v ¢ase narasta.
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6 Zavér

Cilem prace bylo optimalizovat podminky exprese rekombinantniho CYP3A4. Pro
optimalizaci bylo zvoleno nékolik faktorti ovlivitujicich expresi CYP3A4 — teplota, pfitomnost
O0ALA, koncentrace IPTG, doba exprese, opticka denzita pti indukci a rovnéz intenzita tfepani
pii expresi proteinu. Pomoci imunodetekce bylo dokézano, ze SALA ma jasné pozitivni vliv
na expresi CYP3A4 a ze se jako nejlepsi doby trvani exprese jevi 24 a 48 hodin. Hlavnim
indikatorem kvality exprese byla metabolickd studie. Nejvyssi aktivitu pfi ni vykazovaly
vzorky exprimované pii 20 °C po dobu 46 hodin a vzorky exprimované pti 180 rpm po dobu
20 hodin, které byly indukovany pii ODsoo 0,6 pomoci 0,1mM IPTG. Vzorky exprimované pii
20 °C po dobu 46 hodin zaroven vykazovaly i nejvyssi aktivity CPR. RovnéZ bylo prokéazano,
ze indukcei 0,1 ¢i ImM IPTG lze docilit vyssich aktivit CPR a CYP3A4 nez pfi indukci SmM
IPTG. Dalsim pozorovanim byl pozitivni vliv zvySeni otacek na aktivitu CYP3A4 a
koncentraci aktivni formy CYP3A4.
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