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Abstrakt

Se studiem karcinogenese pfimo souvisi studium metabolismu xenobiotik, nebot’ ta
se mohou na vzniku rakoviny podilet. Systém monooxygenas se smiSenou funkci, ktery se
na odbouravani cizorodych latek vyznamné podili, je Vv laboratofi, v niz byla prace
provadéna, studovan pifedev§im pomoci experimentt in vitro. Pro ziskani potfebnych
rekombinantnich enzymu se v sou¢asnosti hojné vyuziva metoda heterologni exprese.

V této praci byla tato metoda pouzita pro piipravu lidské NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy, membranového enzymu, ktery redukuje cytochrom P450 a tim umoziuje
jeho katalytickou aktivitu.

Byly pripraveny a ovéfeny vektory, nesouci synteticky gen pro lidskou
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu, zalozené na plasmidech pUC19 a pET22b.
Reduktasa byla produkovana v buiikach E. coli BL21-Gold a E. coli BL21-CodonPlus-
RIL. Celkova produkce proteinu v buiikach byla vysoka, problémem vsak bylo, ze
vznikajici protein byl pfitomen prevazné v inkluznich téliskach. Byly casteéné
optimalizovany podminky exprese tak, aby zvétSil podil nativniho proteinu v bakteridlni

membranové frakci.

Klicova slova: NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, heterologni exprese,

xenobiochemie



Abstract

Study of carcinogenesis is associated with study of xenobiotics metabolism, which is
topic studied in our laboratory. Mixed-function oxygenase system (MFO system) is
significantly contributing to the metabolism of xenobiotics. Pure recombinant proteins
participating in MFO system are frequently utilized in in vitro metabolic experiments. The
heterologous expression method is often used to obtain the pure recombinant enzymes.

Heterologous expression was employed to prepare human NADPH:cytochrome P450
oxidoreductase. This membrane enzyme reduces cytochrome P450 and enables its catalytic
activity.

Vectors with synthetic gene for human NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase
based on pUC19 and pET22b plasmids were prepared and verified. Recombinant protein
was produced in E. coli BL21-Gold and E. coli BL21-CodonPlus-RIL cells. Both cell
strains produced high levels of the protein; however the major part of the protein was
present predominantly in inclusion bodies. Expression conditions were therefore optimized
to obtain higher yields of native protein bound in bacterial membrane fraction.

[In Czech]

Key words: NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase, heterologous expression,
xenobiochemistry



Obsah

1 TIVOO 1ot 1
1.1. Biotransformace XenobIOtIK ...........cccovveiiiiiiiiiiics e 1
1.2. Oxygenasy se smiSenou funkci (,,mixed function oxidases®)........ccccccercvrrruenne 2
1.3. CYLOCHIOM PAS0 ..o 4
1.4. NADPH:cytochrom P450 reduKtasa ...........ccceeveiieiiereiie e esie e 5
1.5. Heterologni @XPIESE. . cciuuiiiiiieiiiieiiie st ettt niae e nib e 10

2. CHLE et 12

3. Materidl @ METOAY . ecuvieieeieieitie e 13
R R o o 1] 140 < TP P P TPRPPPTO 13
3.2 MAAIIAL ..o 13
3.3 MIBLOOY ... 15

3.3.1. Red@ni plasmidu..........cc.eveuceeereeereeseesssesessesseseesesseessesse s s essenses s 15
3.3.2. Piiprava agarovych ploten.........ccoccovieiiiiiiiiiiiccceee e 15
3.3.3. Transformace kompetentnich bunék plasmidem............cccocvvvviriiiiennnn. 15
3.3.4. Kultivace transformovanych bunc¢k — metoda ,,single-cell colony*......... 15
3.3.5. MINipreparace DINA .......ccoiiiiiiceeee e 16
3.3.6. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Eco RI a Hind I1I................. 16
3.3.7. Agarosova elektroforesa..........ccvviiiiiiiiiiiiiii 17
3.3.8. MidipreparaCe DNA .........ooi ettt 17
3.3.9. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Nde Ia Xho I...................... 18
3.3.10. Izolace DNA z agarosoveého gelU..........ccceviiiiiiiiiiiiieic e 18
TR T I I T =T RS PPS 19
3.3.12. MaxipreparaCe DNA ..ot 19
3.3.13. Spektroskopické stanoveni DNA ..........cccoceiiiiiiiiiiiiiieeeeee 20
3.3.14. TeStOVACT EXPIESE ...veeureeiriereesireeiee e e siee e 20
3.3.15. SDS elektroforesa ve vertikdlnim uspofadani...........c.cocevvvviviriniieennn. 21

Vv



3.3.16. ProdukCe ProteINU.......cceeiiiiieiiesiceie st 22

3.3.17. Zpracovani bungk a isolace membranoveé frakce ..........ccooevveriiiinennnnn. 22
3.3.18. Solubilizace membranove frakce ...........ccoovriiiiiiiiiiiniiiceeee 23

4. VYSIEAKY ..o 24
4.1. Namnozeni klonovaciho plasmidu ...........cccooveiiiiiiiiiiiiiiic e 24
4.2. Ptiprava expresniho plasmidul ........cccccveiiiiiiiiiiiiiiinii e 25
4.3. Transformace expresnich bun¢k a testovaci eXprese .......ccvcvevrvveiiieesnieeennnn 27
4.4. Exprese hCPR pfi riiznych podminkach a isolace membranové frakce.......... 28
4.5. Solubilizace membranoveé frakce .........cooviiiiiiiiiiiiieee e 33

5. DIHSKUSE ...t e 36
0. ZZAVET ettt b e b e re e e e neenneas 38
7. Seznam POuZite IHETAtUTY ........eoiiiiiiieiiisiesie e 39

Vi



Seznam zkratek

2',5'-ADP
Asp

Asxxx

BIS

bp

BSA
CPR
CYP

Cys

Da
DEAE
DNA
DTT

E. coli
E-911
EDTA
FAD
FMN
hCPR
IPTG

LB medium
MFO systém
mQ voda
mMRNA
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
NOS
ODgoo
reduktasa
RNasa

2', 5'-adenosindifosfat

kyselina asparagova

absorbance pfi vlnové délce xxx nm
N,N-methylen-bis-akrylamid

pary bazi

hovézi sérovy albumin

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
cytochrom P450

cystein

Dalton

diethylaminoethyl

deoxyribonukleova kyselina

dithiothreitol

Escherichia coli

Emulgen 911

ethylendiamintetraoctova kyselina
flavinadenindinukleotid
flavinadeninmononukleotid

lidska NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
isopropyl p-D-1-thiogalaktopyranosid

lysogeny broth medium (Casto téz Luria-Broth)
systém oxygenas se smiSenou funkci

vysoce deionizovand voda

medidtorova (,,messenger*) ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
NO synthasa

opticka densita pii vinové délce 600 nm
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (neni-li uvedeno jinak)

ribonukleasa

vii



rpm
SDS

Ser

TAE pufr
TBE pufr
TEMED
TRIS
Trp

viv

wi/v

otacky za minutu (,,revolutions per minute*)

dodecylsulfat sodny

serin

pufr obsahujici tris, acetat a EDTA

pufr obsahujici tris, borat a EDTA

N,N,N',N'-tetramethylendiamin
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

tryptofan

objemovy zlomek latky v roztoku, ,,volume/volume*

zlomek latky v roztoku, hmotnost rozpusténé latky/objem roztoku,

»weight/volume*

viii



1. Uvod

Jiz od prvniho vyrobeného nastroje pretvaii lidstvo svét k obrazu svému, toto
pretvareni mu vSak neni vzdy ku prospéchu. Od primyslové revoluce vyrazné stoupd mira
zneCisténi zivotniho prostiedi, coz s sebou nese neblahé dusledky pro lidské zdravi. Nas
organismus pfijima zvySené mnozstvi cizorodych latek, xenobiotik, a snazi se s nimi
vyporadat, proto je metabolizuje a nésledné¢ vylucuje. Metabolismus vSak mize mit na
organismus 1 negativni dopad, nebot ncktera xenobiotika se tim stanou mnohem
reaktivnéj$imi a z hlediska toxicity také nebezpecnéjsimi [1].

Typickym piikladem jsou chemické karcinogeny, které se bud piimo, ale cast&ji
pravé po metabolické aktivaci navazi na DNA a vytvareji s ni kovalentni adukty. Nejsou-li
tyto kovalentni modifikace DNA opraveny, dochazi ke vzniku mutaci v DNA, jeZ nasledné
mohou Vvést az k propuknuti rakoviny. Z celosvétového pocétu tmrti ptipadalo v roce 2004
na nadorova onemocnéni 11,8 % u Zen a 13,4 % u muz{, a tim predstavovala 3. nejcastéjsi

pti¢inu [2].

1.1. Biotransformace xenobiotik

Smyslem biotransformace xenobiotik je zvySit hydrofilitu latky a usnadnit tak jeji
vylouéeni z organismu, coz probiha ve dvou fazich [3].

I. faze — obvykle oxidace nebo jina modifikace, na latku je vnesena nebo je

demaskovana funk¢ni skupina zvySujici jeji polaritu.

Il. faze — konjugace metabolizované latky s endogenni polarni molekulou (napf.

kyselinou glukuronovou, sulfatem, acetatem), produkt konjugace je polarnéjsi
a ma vyssi molekulovou hmotnost.

Prvni faze je vyznamna z hlediska toxicity, ne vzdy totiz pfisluSnd modifikace snizi
,nhebezpecnost* dané latky, naopak nekteré produkty jsou reaktivnéjsi nez puvodni latka —
mluvime o tzv. bioaktivaci [4]. Pfitomnost xenobiotika navic ¢asto vyvola zvyseni aktivity
enzymu zodpovédnych za metabolismus cizorodych latek.

Na prvni fazi biotranformace se vyznamné podili tzv. MFO systém, tedy systém

oxygenas se smiSenou funkci (MFO =, mixed-function oxygenase*).



1.2. Oxygenasy se smisenou funkci (,,mixed function oxidases*)

MFO systém je skupina proteint, které fetézovité prenaseji elektrony z NADPH c¢i
NADH na cytochrom P450, ktery posléze oxiduje vlastni substrat; tim mulze byt
xenobiotikum, ale i latka organismu vlastni (napfiklad pii syntéze cholesterolu c¢i
metabolismu mastnych kyselin) [5]. Do této skupiny patii NADPH:cytochrom P450
reduktasa, NADH:cytochrom b5 reduktasa, cytochrom b5 a cytochrom P450. VSechny
uvedené¢ enzymy a prenaSeCe jsou u eukaryot lokalizovany v membrané
endoplasmatického retikula, membranové prostiedi také vyzaduji pro umoznéni
vzajemnych interakci (Obrazek 1). Pfenos elektront ,,sméfuje” od obou reduktas
k cytochromu P450, schematicky je znazornén na obrazku (Obrazek 2). Cytochromy P450
a b5 se v endoplasmatickém retikulu nachazeji v ptiblizné stejném mnozstvi, cytochrom
P450 reduktasy je zde 10krat méné [6].

cyt b5 cyt P450 2B4 cyt P450 reduktasa cyt b5 reduktasa

1DO9 1SUO 1NDH

Obrazek 1: Model struktur cytochromu bs, cytochromu P450 a jejich reduktas. Obrazek také
ukazuje pravdépodobnou orientaci téchto proteinii v membrané. Upraveno dle [6]

desaturasy
NADHD cyt b cytochrom

&1 R-H

NADPH
cyt P450 cytochrom
NnaDp+( | reduktasa P450
R-OH

Obrazek 2: Schematické znazornéni interakei a sméru pienosu elektroni v rameci MFO
systému. Upraveno dle [6].




Oxidasy se smiSenou funkci (téZ monooxygenasy) katalyzuji oxidaci substratu
molekularnim kyslikem zaclenénim jednoho atomu do substratu za soucasné redukce
druhého atomu na molekulu vody. Prubéh je nasledujici: Substrat se navaze na cytochrom
P450, jehoz atom zeleza je v oxida¢nim stavu 3+. Poté dojde k jednoelektronové redukci
pomoci elektronu preneseného z NADPH prostiednictvim NADPH:cytochrom P450
reduktasy na hem, coz zpisobi zménu oxidacniho stavu zeleza na 2+. Tento komplex
reaguje s molekulou kysliku a vznika komplex 0,-Fe**-substrat. V tuto chvili dojde
k redukci dal$im elektronem, ktery muze byt pfenesen bud NADPH-cytochrom P450
reduktasou, nebo cytochromem bs. Ve dvakrat redukované soustavé jsou nasledné atomy
pfeuspofadany, jeden atom kysliku se vaZe na substrat a druhy vytvaii molekulu vody. Po
disociaci komplexu vznikd cytochrom P450 ve vychozim stavu, oxidovany substrat a
molekula vody. Schematicky je cely proces nakreslen na obrazku (Obrazek 3).

ROH , Fe* ._RH

3 3
Fe>* ROH Fe=* RH  \ADPH-P450 reduktasa®
/
/ NADPH-P450 reduktasa®™
FeOH3* Re
T Fe2* RH
FeO% RH /
/ /o
-H,0O & e
Fe"—OOH\ Fe®*-O, RH
RH TS s /
i “7/1€" "\ NADPH-P450 reduktasa™

H" “Fe2t.0, RH

NADPH-P450 reduktasa®™

Obrazek 3: Zakladni cyklus katalyzovany MFO systémem. RH zna¢i neoxidovany substrat.
Upraveno z [7].



1.3. Cytochrom P450

Cytochromy P450 piedstavuji terminalni oxidasu MFO systému, oxiduji nejriznéjsi
latky, naptiklad léky, karcinogeny, latky zneciSt'ujici Zivotni prostiedi obecné. (Kromé
toho oxiduji i endogenni metabolity.) VSechny cytochromy P450 maji podobnou strukturu
s konzervovanymi a-helixy, oznacovanymi A-L (viz Obrazek 4). Helixy | a L jsou
v kontaktu s hemem, helixy B, F a | jsou v kontaktu se substratem. Dalsi konservovanou

strukturou je oblast kolem cysteinu, ktery je koordinovan na zelezo v hemu [8].

N-konec

C-konec

Obrazek 4: Struktura cytochromu P450. Nahote: Prostorové usporadani cytochromu P450 (zde
3A4), jednotlivé a-helixy jsou oznaceny pismeny. Hem je vyznacen tyC¢inkovym modelem. Dole:
Struktura hemu, atom Zeleza je koordinovan na molekulu CO a cystein a vazan na protoporfyrin
IX. Upraveno dle [9]



Nazev cytochrom P450 v sob¢ zahrnuje hned nékolik vlastnosti tohoto proteinu.
Cytochromem byl nazvan pro podobné vlastnosti, jaké ma cytochrom bs, P je zkratka pro
pigment a 450 je vlnova délka absorpcniho maxima diferenéniho spektra komplexu
redukovaného cytochromu P450 po ptidani CO [10].

Cytochromy P450 se vyskytuji v mnoha isoformach. V lidském genomu bylo
nalezeno 57 potencialn¢ funk¢nich gent pro tyto isoformy [11]. Jednotlivé isoformy maji
stejnou funkci a lisi se v substratové specifité, pfiCemz nékteré oxiduji jen tizkou skupinu
latek, jiné maji ,,pole plsobnosti §ir$i (obvykle isoformy podilejici se na oxidaci
xenobiotik). Nekteré isoformy se podileji i na biosyntéze sterolii, mastnych kyselin a
jinych latek b&zné se vyskytujicich v organismu. Rizenou evoluci Ize ziskat nové isoformy
s jinou substratovou specifitou, které by bylo mozné vyuzit pramyslové [12].

Za vyznamnou funkci cytochromti P450 je povazovan jejich podil na odbouravani
xenobiotik. Cytochromy P450 se hojné vyskytuji v jatrech, kde jsou proto xenobitika
hydroxylovana a tim je zvySovana jejich hydrofilita. Zastoupeni jednotlivych isoforem se u
ruznych jedinct 1isi, proto se také lisi reakce jednotlivel naptiklad na podany 1€k (nebo
jina xenobiotika). Této skuteCnosti by bylo mozné v budoucnosti bézné vyuzivat pii
vybéru 1ékid pro konkrétniho pacienta [13][14].

Cytochromy P450 vyuzivaji jako zdroj redukénich ekvivalentt NADPH:cytochrom
P450 reduktasu nebo jiny donorovy systém. Interakce cytochromli P450 s elektronovym
donorem je nezbytnou podminku jejich katalytické aktivity [15].

Navzdory velkému mnozstvi isoforem cytochromu P450 existuje pouze jedna forma
reduktasy, proto se predpokladd, Ze vazebné misto pro reduktasu je ve vSech isoforméch
stejné nebo velmi podobné. Za rozpoznani vazebného mista a sprdvnou vzajemnou
orientaci obou proteint jsou zodpovédné solné mustky. Neékteré mikrosomalni cytochromy

P450 mohou druhy elektron pfijmout také od cytochromu bs [15].

1.4. NADPH:cytochrom P450 reduktasa

Enzym NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR) (EC 1.6.2.4) je flavinovy
protein o velikosti 78 kDa obsahujici dva kofaktory — FMN a FAD (Obrazek 5). Oba tyto
kofaktory obsahuji isoalloxazinovy kruh, ktery mtize reverzibilné¢ redukovan jednim ¢i

dvéma elektrony. V zavislosti na redoxnim stavu molekuly se méni absorpéni maximum,



¢ehoz je mozné vyuzit pii spektrofotometrickém sledovani pribéhu reakce. Flavinové
kofaktory jsou ve vétSin¢ proteini pevné vazany k proteinu, Vv nékterych piipadech

(sukcinat dehydrogenasa) dokonce kovalentn¢ [16].

O o)
N NH : X NH
HsC N N HsC N N o]
H——H H——H
HO———H NH; HO——H
HO—r—H /N \N HO——H
Ho——H o < | o)
Il I N 7 HO——H |
———o—F|>—o—||3—o o N L 0—P—0H
OH OH OH
OH OH
o) H o)
HaC N I . HC N I
AN NH +2H NH
N X -2H NS
H4C N7 N o HsC N~ N7 o
H H H

Obrazek 5: Flavinové kofaktory. 1 — FAD, 2 — FMN (oboji v oxidované form¢), 3 — oxidovana a
redukovana forma isoalloxazinu.

Funkci reduktasy je ptrenos elektroni z NADPH na cytochrom P450 (CYP), je vSak
schopna redukovat i1 jiné proteiny, naptiklad cytochrom c, cytochrom bs nebo systém
metabolizujici fet€ézce mastnych kyselin. Pfenos elektronti probihd z NADPH na FAD,
poté na FMN a nasledné na CYP (nebo jiny substrat).

CPR je membranovy protein, nachazi se na cytoplasmatické stran€é membrany
endoplasmatického retikula a v membrané je uchycen N-terminalni hydrofobni kotvou o
velikosti 6 kDa. Pii strukturnich analyzach byva kotva obvykle odstranéna, takto
modifikovany enzym vsak jiz nedokaze na cytochrom P450 ptenést elektrony [17].

Krystalograficky ziskana struktura CPR (po odstranéni hydrofobni membranové
kotvy) ukazuje tfi oddélené domény, kterymi je enzym tvoien. Nejblize membranoveé kotve
(na N-Konci) se nachazi doména vazajici FMN. Ta je pomoci 15 aminokyselin dlouhé

vysoce flexibilni domény (,,hinge*) spojena s propojovaci doménou (,,linker domain®), za



niz nasleduje FAD a NADPH vazajici doména. Cely enzym je stoCen tak, ze doména
vazajici FMN se nachazi vedle domény vazajici FAD a NADPH (Obrazek 6 vpravo). Toto
uspotradani umoznuje velké priblizeni koenzymi FAD a FMN, nutné pro GspéSny pienos
elektronti, minimalni vzdalenost mezi isoalloxazinovymi kruhy ¢ini 4 A [17]. Predpoklada
se, ze propojovaci doména kontroluje vzdjemnou pozici obou koenzymi a to pomoci
elektrostatickych interakci s FMN doménou. Popsand , kompaktni struktura je vyhodna
pro pienos elektronti mezi jednotlivymi koenzymy [18].

Pomoci NMR analyzy bylo vSak zjisténo, ze reduktasa se musi vyskytovat jesté
v jiné konformaci, v niz je FMN doména vystavena pusobeni rozpoustédla. Tercidrni
struktura je pfitom pravdépodobné regulovdana oxida¢nim stavem reduktasy a vazbou
koenzymu NADPH. Reduktasa redukovana 4 elektrony zaujima vyse popsanou kompaktni
strukturu, zatimco oxidovana forma ma tvar spiSe podlouhly (Obrazek 6 vlevo). DalSimi
experimenty bylo ukazano, Ze podobné ovliviiuje tvar interakce s NADPH, pfi¢emz
NADH zménu v konformaci nezptsobuje, zatimco 2, 5' -ADP ano. Samotnd vazba
koenzymu nicméné nezpusobi takovou zménu jako vazba koenzymu spoleéné se zménou
redoxniho stavu enzymu [19].

Interakce CPR s CYP je podminéna vzajemnym elektrostatickym pulsobenim,
vazebné misto na CPR obsahuje negativné nabité zbytky kyseliny asparagové a glutamove,
zatimco v okoli hemu se v CYP nachazeji pozitivné nabité zbytky argininu a lysinu.
Vazebna mista cytochromu c, bs a P450 na CPR se vzajemné piekryvaji, nejsou vsak
identicka [20]. V pribéhu interakce je vzdalenost mezi FMN a hemem mensi nez 9A [17].

Pro uspésnou interakci CPR s CYP je nezbytné vystavit FMN rozpoustédlu. Bylo
ukéazano, Ze v oteviené konformaci je tato podminka splnéna, zbyva tedy zjistit, jak se CPR
do této konformace dostane. Existuji dva modely této zmény — kyvny (,,swinging®) a
rotaéni (,,rotating*). Kyvny model piedpoklada, Zze doména vazajici NADPH a FAD a
propojovaci doména se vzdali od membrany, enzym se tim doslova ,,otevie* a cytochrom
bude mit volny pfistup k FMN. Rota¢ni model piedpokladd, ze doména vazajici FMN se
horizontaln¢ otoci a tim zptistupni FMN pro interakci s hemem. Spekuluje se i 0 moZnosti,
Ze se oba modely uplatni soucasné, tedy Ze doména vazajici NADPH a FAD a propojovaci
doména se vzdali od membrany (ale ne tak vyrazné, jako v piipadé Cisté kyvného modelu)

a soucasné dojde k rotaci domény vazajici FMN [18].



Obrazek 6: Dvé konformace CPR. Vpravo kompaktni forma, pfi niz dochazi k interflavinovému

prenosu elektrontl, vlevo potom oteviend konformace zodpovédna za oxidaci CYP. Modie je
znazornéna doména vazajici FMN, fialové propojovaci doména a zelené¢ FAD a NADPH vazajici
doména. Zlutymi kuli¢kami je znazornén FMN, oranzovymi ty¢inkami FAD a modrymi ty¢inkami
NADPH. Pievzato z [19]

Pti vazbé NADPH na CPR se uplatiiuji dveé interakce — 2‘-fosfat z AMP se vaze na
pozitivné nabitou ¢ast povrchu proteinu a nikotinamid interaguje s isoalloxazinovou ¢asti
FAD zanotenou v domén¢ vazajici FAD a NADPH. Vazba NADPH a nasledné uvolnéni
NADP" jsou regulovany prostiednictvim Trp-677 (v krysi CPR, v lidské reduktase mu
odpovidd Trp-676), jehoz indolovy kruh brani navazani nikotinamidového kruhu
zNADPH na isoalloxazinovy kruh FAD (Obrazek 7). V priubéhu pienosu hydridového

aniontu jsou oba aromatické kruhy uspofddany paralelné, posléze je vSak paralelni



struktura naru$ena, ¢imz je soucasné oslabena interakce mezi NADP" a FAD a indolovy

kruh z Trp-677 potom napomaha disociaci nikotinamidu z jeho vazebného mista [21].

C63Q
D675, ® w677
[ FAD
457

Obrazek 7: Schéma interakce NADPH s FAD kofaktorem CPR. Svétle Sedou barvou je
znazornéna vzajemna pozice v situaci, kdy je interakce nikotinamidu s FAD znemoznéna
ptitomnosti Trp-677 (W677), Cerné je znadzornéna vzajemna pozice v mutantnim proteinu, kde byl
Trp-677 odstranén. Predpoklada se, ze podobné vypada také interakce nikotinamidu s FAD

v molekule nemodifikovaného proteinu, tato struktura se vSak nedafi krystalizovat. V levé ¢asti
jsou znazornény dalsi interagujici aminokyseliny (cystein, serin a kyselina asparagova). Pfevzato z
[21].

Ptfenosu hydridu dale napomahaji dal§i aminokyselinové zbytky a to sice Ser-457,
Cys-630 a Asp-675. Ser-457 a Asp-675 jsou nejspise zodpoveédné za orientaci NADPH do
optiméalni pozice. VSechny tii zbytky zdroven vytvaii sit vodikovych vazeb, ktera
podporuje uvolnéni protonu z hydrochinonu/semichinonu. Tato sit’ je po navazani NADPH
porusena, z &ehoz vyplyva, ze nejdiive musi byt NADP® uvolnén z aktivniho mista a
teprve potom disociuje proton z N-5 atomu FAD [21] (Obrazek 8).

CPR je piibuzna reduktasové casti NO synthasy (NOS). NOS produkuje oxid
dusnaty, ktery se uplatiiuje jako signaliza¢ni molekula v procesech vasodilatace a pienosu
nervovych vzruchti. Oba enzymy své substraty oxiduji (NOS oxiduje L-arginin na L-
citrulin a NO) a vyuzivaji stejné skupiny pro pienos elektroni — NOS obsahuje hem, FAD
a FMN (tedy to samé, co CYP a CPR dohromady) a navic jeSté¢ jako kofaktor
tetrahydrobiopterin (BH4). Sekvence flavinové ¢asti NOS je napadné podobna CPR,

hemova doména se vSak cytochromu sekvenci prakticky nepodoba. Presto ma hemova



doména NOS velmi podobné vlastnosti jako CYP a to v€etné€ posunu absorpéniho maxima

v diferen¢nim spektru po navazani CO [22].
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Obrazek 8: Schéma pi‘enosu hydridového aniontu z NADPH na FAD. (1) Enzym bez NADPH,
Trp-677 blokuje vazebné misto. NADPH se vaze nejprve pies fosfo-AMP na povrch enzymu, poté
do aktivniho mista. (II) Trp-677 zménil pozici, NADPH tvoii vodikové vazby se Ser-457 a Asp-
675, ¢imz je naruSena ptivodni sit’ vodikovych mustkll. Pfenos hydridu je podpoten pozici Cys-630.
Molekula vody vazana na N-1 v FAD umoziiuje vyménu protond s rozpoustédlem. (III) po oxidaci
NADPH je tento ,,vystréen z vazebného mista Trp-677. Po uvolnéni nikotinamidu je obnovena sit’
vodikovych vazeb, coz umoziuje deprotonaci N-5 na FAD (V). Upraveno dle [21]

1.5. Heterologni exprese

Heterologni exprese je postup, kterym je moZné ziskat protein naptiklad pro
krystalografické analyzy, a to obvykle snize nez izolaci z zivého organismu. Vyuziva se
pfitom hostitelsky organismus, ktery neni s pivodnim piibuzny, ale dokdze protein
exprimovat. Jednim z obvyklych hostitelt je bakterie Escherichia coli [23].

Pro vneseni genetické informace do bunky (tzv. transformaci) se vyuzivaji plasmidy,

kratké kruhové fragmenty DNA, které bakterie bézné€ vyuzivaji pro ptfenos dopliikové
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genetické informace. Bakterie plasmid pfijme obvykle v situaci, kdy ji dava néjakou
vyhodu (napiiklad ptezit v neptiznivém prostiedi) nebo kdyz je ve stresu. Obojiho se pii
transformaci vyuzivd — bunka je vystavena stresu v podob¢ vapenatych iontli a tepelného
Soku [24] a kromé toho plasmid obsahuje geny kodujici rezistenci na antibiotikum, v jehoz
prostfedi je butika nasledné kultivovana. Tato rezistence zaroven plni funkci selekéniho
markeru, nebot’ v§echny buriky, které prezily, musely plasmid pfijmout [24].

Pti heterologni expresi se vyuzivaji dva druhy plasmidi — klonovaci a expresni.
Klonovaci plasmid slouzi k namnoZzeni DNA, expresni plasmid k produkci proteinu. Oba
obsahuji rezistenci na antibiotika (ptipadné jiny selekéni marker) a tzv. restrikéni misto,
coz je oblast, kde mtize byt plasmid §tépen a diky tomuto Stépeni do n¢j miize byt vlozen
ptislusny gen [23]. Expresni plasmid krom¢ toho obsahuje promotor, od kterého zacina

transkripce genu do mRNA [23].
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2. Cile

Primérnim cilem pfedkladané prace bylo ovéfit potencial heterologni exprese pro

ptipravu nativni formy lidské NADPH:cytochrom P450 reduktasy.

Dil¢imi cili pak bylo ovétit dodany klonovaci vektor (pUC19) nesouci synteticky
lidsky gen a isolovat jej v mnozstvi potfebném pro archivaci i navazujici experimenty.
Dale pak ptipravit a verifikovat expresni vektor (zalozeny na pET22b) nesouci vyse
zminény synteticky gen. Nasledné najit podminky vhodné pro heterologni expresi lidské

NADPH:cytochrom P450 reduktasy v bunkach E. coli.
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3. Material a metody

3.1. Pristroje

vodni lazen Julabo TW2, Biotech

ohrivac bloku LS1, VLM GmbH

centrifuga 5415 D/R Eppendorf

centrifuga Janetzki K70D, MLW

centrifuga Allegro X-22R, Beckman Coulter

ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter
spektrofotometr Spekol 11, CARLZEISS, Jena

spektrofotometr Diod Array 8453, Hewllet-Packard

spektrofotometr NanoVue Plus, GE Healthcare

sbéra¢ frakci BioLogic BioFrac 2128, BIO RAD

peristalsticka pumpa PP05, Laboratorni pfistroje Praha
elektroforeticka aparatura MSMINI 10-Multi Sub Mini, Uvitec
elektroforeticka aparatura miniVE Vertical, Amersham Biosciences
zdroj pro elektroforesu EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia
Biotech

transluminator Dark Reader, Clare Chemical Research

termocykler Tech gene, TECHNE

ultrazvukova sonda Sonoplus SH 70G, Bandelin

inkubator IR1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories
inkubator CORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp

vodni lazen s tfepackou Typ 1092, Geselschaft fiir Laboratortechnik mbH
laminarni box BIO 126, Labox

autoklav Varioklav Dampfsterilisator, H+P Laboratortechnik GmbH

3.2. Material

Atlas Co. Emulgen 911

Biomatik plasmid pUC19 se syntetickym genem pro NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasu

Fermentas IPTG

Geneaid Plasmid Maxi Kit

Genomed JET quick — Plasmid Miniprep Spin Kit, JET quick — Gel
Extraction Spin Kit

Invitrogen agarosa, SYBR™ Safe DNA gel stain

Lach:ner isopropanol, kyselina octova, dihydrogenfosfore¢nan draselny

Lachema persiran amonny, glycin, bromfenolova modi, EDTA
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New England BioLabs  endonukleasy EcoR I (+ pufr), Hind Ill, Ndel, Xhol, pufr
NEB4, BSA, T4 ligasa (+ pufr), 2-Log DNA Ladder, plasmid

pPET22b
Penta glycerol
P-Lab ethanol
Roche Applied Science  smés inhibitori proteas v tabletach Complete a Complete Mini
Serva ampicilin, SDS, TEMED, Triton X-100
Sigma LB medium, LB agar, GenElute™ Plasmid Midiprep Kit,

Trizma base, standard molekulovych hmotnosti ColorBurst™,
akrylamid, BIS, 2-merkaptoethanol, Coomassie Briliant Blue
R250, riboflavin, DTT, cholat sodny, Brij 35, roztok inhibitorii
proteas

Stratagene bunky E. Coli BL21-Gold a E. Coli BL21-CodonPlus-RIL

Kompetentni bunky E. Coli DH5a poskytl RNDr. Marek Ingr, PhD.

P{ELA
M13+ primer

AP / RI (30

pUC19-human NADPH-cytochrome P450 ry Huctase mutant

—__human NADPH-cytochrome P450 reductase mutant

ORI
MA13- primer
P{LAC)

o

Obrazek 9: Schéma pouzitého klonovaciho plasmidu.
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3.3. Metody

3.3.1. Redéni plasmidu
10 pg plasmidu bylo rozpusténo ve 200 ul sterilni destilované vody. Ziskany roztok
byl rozdélen na dvé casti po 100 ul a ob¢ byly zamrazeny v -80 °C.

3.3.2. Priprava agarovych ploten

V chladu uchovavany sterilni 1% agar v LB mediu byl roztaven v mikrovinné troubé
a potfebné mnozstvi (10 az 15 ml agaru na jednu plotnu) bylo odlito do sterilni zkumavky
Falcon. Po zchladnuti byl pfiddn ampicilin tak, aby vysledna koncentrace antibiotika byla
100 pl/ml. Médium s antibiotikem bylo promichano, rozlito do sterilnich Petriho misek a

ponechano pfi laboratorni teploté ztuhnout.

3.3.3. Transformace kompetentnich bunék plasmidem

Kompetentni buiiky byly opatrné rozmrazeny na ledu. Do zkumavky Eppendorf bylo
pteneseno 100 pl bunék a ptidan 1 pl roztoku plasmidu. Poté byly builky ponechany 30
min na ledu. Po této dob& byly vystaveny teplotnimu Soku 42 °C v ohiivaci blokd (LS1,
VLM Gmbh), jehoz délka se lisila dle typu transformovanych bunék (DHS5a 90 s; Gold a
RIL 20s). Nasledné byly buiiky opét ponechany 2 minuty na ledu, bylo k nim pfidano
300 pl LB media a byly umistény na hodinu do inkubatoru o teplot¢ 37 °C (IR 1500
Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories). Po uplynuti této doby byla kultura vyseta
na agarové plotny s ampicilinem (100 ul/ml) a po zasaknuti byly plotny inkubovany
v 37 °C (IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow Laboratories) pies noc.

Jako kontrola bylo pouzito 100 ul kompetentnich bunék bez piidavku plasmidu.

3.3.4. Kultivace transformovanych bunék — metoda ,,single-cell colony*

Na agarové plotné s narostlymi koloniemi byly vybrany kolonie pravidelného
vzhledu, dostatecné vzdalené od okolnich. Pomoci sterilniho paratka byly buiky z téchto
kolonii v lamindrnim boxu (Bio 126, Labox) pfeneseny do sterilnich zkumavek Falcon,
obsahujicich 5ml LB media s ampicilinem (100 ug/ml). Zkumavky byly umistény
Vv inkubatoru (vodni lazen s tfepackou, GFL) pfti teploté 37 °C pies noc. Ziskané kultury

byly bud’ zamraZeny pro dal$i pouziti, nebo z nich byla provedena minipreparace DNA.
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3.3.5. Minipreparace DNA

Minipreparace DNA byla provadéna s pouzitim komer¢niho kitu ,,JET quick —
Plasmid Miniprep Spin Kit* firmy Genomed.

Zkumavky Falcon, obsahujici 5 ml pfes noc kultivované kultury, byly vyvazeny a
centrifugovany na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu
5 minut. Supernatant byl opatrné¢ odebran, peleta byla resuspendovana v 250 ul roztoku G1
(50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA, RNasa) a pienesena do zkumavky Eppendorf.
K suspenzi bylo piidano 250 pul roztoku G2 (200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)), roztok byl
opatrné promichan a po 5 minutach k nému bylo ptidano 350 ul roztoku G3 (obsahuje
acetat a guanidin hydrochlorid) a opét promichano. Smés byla centrifugovana na centrifuze
Eppendorf 5415 D/R rychlosti 13200 rpm po dobu 10 minut. Iontoménicova kolonka z Kitu
byla umisténa do sbérné zkumavky a bylo na ni naneseno 800 ul supernatantu. Soustava
byla centrifugovana na centrifuze Eppendorf 5415 D/R rychlosti 12000 rpm po dobu 1
minuty. Obsah sbérmé zkumavky byl vylit a na kolonku bylo naneseno 500 pl roztoku G4
(obsahuje NaCl, EDTA a Tris/HCI). Soustava byla centrifugovana na centrifuze Eppendorf
5415 D/R rychlosti 12000 rpm po dobu 1 minuty. Obsah sbémé zkumavky byl vylit a
soustava byla centrifugovana na centrifuze Eppendorf 5415 D/R rychlosti 13200 rpm po
dobu 1 minuty (bez ptidavku jakéhokoli roztoku kvili odstranéni zbytkil roztoku G4).
Sbérné zkumavky byly nahrazeny zkumavkami Eppendorf, na kolonku bylo naneseno
75 pl sterilni mQ vody o teploté 65 °C a po pfiblizn€ 2 minutach stani byla soustava
centrifugovana na centrifuze Eppendorf 5415 D/R rychlosti 12000 rpm po dobu 2 minut.
Ziskany preparat byl skladovan obvykle pfi teploté -20 °C.

3.3.6. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Eco Rl a Hind 1lI
Do mikrozkumavek Eppendorf byla pipetovana nasledujici smés:
e 10 pl vzorku DNA
e 2 ul pufru pro Eco RI
e 5 ul sterilni vody
e 2 ul Hind III
e 1pulEcoRI
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Zkumavky se smési byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté 37 °C (IR1500 Automatic
CO2 Incubator).

3.3.7. Agarosova elektroforesa

Pouzivany 1% gel byl pfipraven rozpusténim za horka 0,4 g agarosy v 40 ml TAE
pufru (40 mM Tris, 20mM kys. octovd, 1 mM EDTA, pH=8,0). Po vychladnuti byly do
roztoku pridiny 4 pl SYBR Safe 10000x, smés byla promichdna a nalita do
elektroforetické vanicky s gumovymi spacery na koncich. Do gelu byl vlozen hieben a
smés byla ponechdna 20 az 30 minut ztuhnout. Mezitim byly pfipraveny vzorky
smichanim 20 ul vzorku DNA s 5 pul vzorkového pufru 5x (40% sacharosa (w/v), 0,1%
bromfenolova modi (w/v)). Podobné byla piipravena smés se standardem molekulovych
hmotnosti 2-Log DNA Ladder (4 dily vody, 1 dil standardu a 1 dil vzorkového pufru). Ze
ztuhlého gelu byl vyndan hieben a byly odstranény gumové spacery, vani¢ka byla
umisténa do elektroforetické aparatury a zalita elektrodovym TAE pufrem. Pomoci
automatické pipety byly naneseny vzorky (25 ul) a standard (6 ul). Elektroforesa byla
provadéna pii napéti 110 V po dobu piiblizné 35 min. Vysledny gel byl vyhodnocovan

pomoci transluminatoru Dark Reader.

3.3.8. Midipreparace DNA

Midipreparace byla provadéna pomoci komeréniho kitu ,,GenElute™ Plasmid
Midiprep Kit* firmy Sigma dle ptilozeného navodu.

U kultury pfislusnych bunék (narostlé pfes noc) byla zméfena optickda densita
(spektrofotometr Spekol 11) a nasledné bylo vypocitdno optimalni mnoZstvi pouzité

kultury podle vzorce.

V(ml) = 0;3_:00 (pro vysokokopiovy plasmid, napt. pUC19)
V(ml) = OlDL:)O (pro nizkokopiovy plasmid, napi. pET22b)

Vypoctené mnozstvi bunécné kultury bylo rozd€leno do dvou zkumavek Falcon a po
vyvazeni centrifugovano na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po
dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén, pelety byly spojeny a resuspendovany v celkem
1,2 ml resuspendacniho roztoku. Ke smési bylo pfidano 1,2 ml lyza¢niho roztoku, po

Setrném promichani byla smés ponechana 4 — 5 minut stat a poté bylo ptidano 1,6 ml
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neutraliza¢niho roztoku (obsahuje chaotropni sil). Smés byla pfevedena do centrifugaéni
kyvety Oak Ridge a centrifugovana na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 15000 rpm
(rotor F 0630) po dobu 15 minut proti kyveté naplnéné vodou.

Iontoméni¢ova kolonka zkitu byla vloZzena do sbémé zkumavky, byly na ni
naneseny 3 ml ekvilibracniho roztoku a tato soustava byla centrifugovéna na centrifuze
Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu 2 min proti kolonce, na niz byly
naneseny 3 ml vody.

Supernatant z kyvety Oak Ridge byl nanesen na takto pfipravenou kolonku a byl
centrifugovan na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu 2 minut
proti kolonce s pfiblizné stejnym mnozstvim vody. Sbérné zkumavky byly vylity, na
kolonku byly naneseny 3 ml promyvaciho roztoku a soustava byla centrifugovana na
centrifuze Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu 5 minut proti kolonce se
stejnym mnozstvim vody. Sbérné zkumavky byly vylity a soustava byla centrifugovana na
centrifuze Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu 1 minuty (,,nasucho®).
Kolonka se zachycenym plasmidem byla pfesunuta do Cisté sbérné zkumavky a byl na ni
nanesen 1 ml mQ vody predehraté na 65 °C. Soustava byla centrifugovana na centrifuze
Allegra X-22R rychlosti 3901 g (rotor 4250) po dobu 5 minut proti kolonce se stejnym
mnozstvim vody. Ziskany roztok plasmidu byl dle potfeby rozdélen do zkumavek

Eppendorf a skladovén pfi teploté -80 °C.

3.3.9. Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami Nde | a Xho |
Do mikrozkumavek Eppendorf byla pipetovana nasledujici smés:
e 10 pl vzorku DNA
e 5,8 ul sterilni vody

e 0,2ulBSA

e 2 ul NEB 4 pufru
e 1pulNdel

e luXhol

Zkumavky se smési byly inkubovany 3 hodiny pfi teploté 37 °C (Automatic CO2).

3.3.10. Izolace DNA z agarosového gelu
Izolace byla provadéna pomoci komercniho kitu ,,JET quick — Gel Extraction Spin

Kit“ firmy Genomed dle pfilozeného navodu.
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Po provedeni agarosové elektroforesy byly casti obsahujici Zadouci DNA skalpelem
vyfiznuty a pieneseny do zkumavek Eppendorf. Zvazenim zkumavek na analytickych
vahach byla diferencné zjisténa hmotnost gelu. Podle toho bylo poté vypocteno potiebné
mnozstvi roztoku L1 (obsahuje chaotropni stl a solubiliza¢ni pufr TBE) tak, aby 100 mg
gelu odpovidalo 300 pl roztoku. Smés byla 15 minut zahiivana v ohfivac¢i blokii LS1
(VLM GmbH) na teplotu 50 °C. Vznikly roztok byl nanesen na iontoméni¢ové kolonky a
soustava byla centrifugovdna na centrifuze Eppendorf rychlosti 12000 rpm po dobu 1
minuty. Poté byla kolonka promyta 500 ul roztoku L1 a opét centrifugovana na centrifuze
Eppendorf rychlosti 12000 rpm po dobu 1 minuty. Poté byla kolonka promyta 500 pl
roztoku L2 (obsahuje NaCl, EDTA a Tris/HCI) a opét centrifugovana na centrifuze
Eppendorf rychlosti 12000 rpm po dobu 1 minuty. Soustava byla jesté centrifugovéana 1
minutu pii rychlosti 13200 rpm. Poté bylo na kolonku naneseno 30 pl mQ vody o teploté
65 °C a po zasdknuti (cca 1 minuta) byla DNA eluovana do Cisté sbérné zkumavky

centrifugaci 2 minuty rychlosti 12000 rpm.

3.3.11. Ligace

Do zkumavek Eppendorf bylo pipetovano celkem 17 pl smési plasmidu a insertu
(konkrétni pomér viz vysledky). Smés byla zahiivana v termocykleru Tech gene
(TECHNE) na 45 °C po dobu 5 minut a poté 3 minuty ochlazovana na ledu. Ke smési byly
pfidany 2 pl pufru pro T4 ligasu a 1 pl T4 ligasy. Poté byla zkumavka se smési vloZena do
termocykleru Tech gene (TECHNE) a udrzovana na teploté 16 °C pies noc.

3.3.12. Maxipreparace DNA

Maxipreparace byla provadéna pomoci komeréniho kitu ,,Plasmid Maxi Kit* firmy
Geneaid dle ptilozeného navodu.

250 ml kultury narostlé pies noc bylo centrifugovano na centrifuze Janetzki K70D
rychlosti 3000 rpm po dobu 35 minut. Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovana v 10 ml PM1 pufru a smés byla pfenesena do zkumavky Falcon. Bylo
pfidano 10 ml PM2 pufru, smés byla promichana n€kolikerym ptevrdcenim a ponechéna
stat asi 2 minuty. Poté bylo pfidano 10 ml PM3 pufru, promichéno a v centrifugacnich
kyvetach Oak Ridge byla smés centrifugovana na centrifuze Allegra X-22R rychlosti
15000 g (rotor F 630) po dobu 20 minut.
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Mezitim byla pfipravena iontoménicova kolonka. Kolonka byla uchycena ve svislé
poloze, bylo na ni naneseno 10 ml PEQ pufru a ponechano volné prokapat. Poté byl na
kolonku nanesen centrifugaci ziskany supernatant a ponechdn voln¢ prokapat. Nasledn¢
byl tento postup zopakovan jesté s 30 ml PW pufru. Pod kolonku byla umisténa ¢ista
centrifugaéni kyveta Oak Ridge, na kolonku bylo naneseno 12 ml PEL pufru a ponechano
volné¢ prokapat. K roztoku bylo pfidano 9 ml vychlazeného isopropanolu, smés byla
promichana a centrifugovana na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 15000 g (rotor F 630,
4°C) po dobu 30 minut. Supernatant byl odstranén, k peleté bylo piidano 5 ml
vychlazeného ethanolu a smés byla centrifugovana na centrifuze Allegra X-22R rychlosti
15000 g (rotor F 630, 4 °C) po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén, peleta byla 10
minut suSena v laminarnim boxu (BIO 126, Labox) a poté rozpusténa ve 2 ml sterilni vody.

Ziskany roztok DNA byl uchovavan pfi teploté -80 °C.

3.3.13. Spektroskopické stanoveni DNA
Koncentrace DNA byla stanovovana spektroskopicky métenim na spektrofotometru
NanoVue Plus. Do prostoru pro vzorek byly naneseny 4 ul roztoku DNA, pfistroj méfil
absorbanci vzorku a koncentraci vyhodnocoval automaticky podle vzorce
¢ = (Aye0 — A3zp) * Fedéni = 50

Meéteni bylo opakovéano dvakrat, z naméfenych hodnot byl vypocten primér.

3.3.14. Testovaci exprese

Ve zkumavce Falcon bylo k 40 ml LB media pfidano 40 pl ampicilinu a asi 50 ul
zmrzIl¢é bunééné kultury (expresni kmen nesouci expresni plasmid). Smés byla rozdélena do
dvou zkumavek a inkubovana pii 37 °C (CORBI-SAFE TS). Ze smé&si byly odebirany
vzorky a byla méfena jejich opticka densita (ODggo) (spektrofotometr Spekol 11). Po
dosazeni optické density 1 bylo odebrano 200 ul vzorku a ke kultufe bylo pfidano 1M
IPTG (kone¢na koncentrace 0,5 mM). Poté byla jedna ze zkumavek umisténa do
inkubétoru o teploté 17 °C (CORBI-SAFE TS) a druha do inkubatoru o teploté 27 °C
(vodni lazen s ttepackou, GFL). Z obou kultur byly odebirany vzorky po 0, 2, 17,5 a 41,5
hodinach. Inkubace byla zastavena po 42 hodinach. Vzorky byly natedény na pfiblizné

stejnou optickou densitu a vyhodnoceny pomoci SDS elektroforesy.
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3.3.15. SDS elektroforesa ve vertikalnim usporadani

Mezi Cista odmasténa skla byl nalit separacni gel pfipraveny smichanim pufru A
(0,375 M TRIS/HCI, 0,1% SDS (w/v), pH 8,8), polymera¢niho roztoku A (30% akrylamid
(wiv), 0,8% BIS v pufru A), TEMEDu a persiranu amonného (100 mg/ml) v mnozstvi dle
tabulky (Tabulka 1). Po naliti byl gel pievrstven destilovanou vodou. Po ztuhnuti gelu byla
destilovana voda vylita a separacni gel byl pfevrstven zaostfovacim gelem piipravenym
smichanim pufru B (0,125 M TRIS/HCI, 0,1% SDS (w/v), pH 8,8), polymera¢niho roztoku
B (30% akrylamid (w/v), 0,8% BIS v pufru B), TEMED a persiranu amonného v mnozstvi
viz Tabulka 1. Do roztoku byl zasunut hieben k vytvotfeni jamek pro nanaseni vzorku.

Po ztuhnuti gelu byl hieben vyjmut, desky byly umistény do elektroforetické vany a
horni i dolni elektrodovy prostor byly vyplnény elektrodovym pufrem (0,025 M TRIS/HCI,
0,192 M glycin, 0,1% SDS, pH 8,3). Do jamek byly mikrostiikackou Hamilton naneseny
vzorky, které¢ byly pfed nandsenim natedény vzorkovym redukujicim pufrem (0,063 M
TRIS/HCI, 2% SDS, 10% glycerol, 5% 2-merkaptoethanol, 0,003% bromfenolova modf,
pH 6,8) vpoméru 1:1 (2x koncentrovany pufr) nebo 3:1 (4x koncentrovany pufr) a

povafreny ve vodni 1azni po dobu 5 minut.

Tabulka 1: SloZeni separacnich a zaostirovacich geli riizné hustoty. MnozZstvi je uvedeno vzdy
pro jednu elektroforetickou desku.

separacni gel 8% 10% 12% 15%
pufr A [ml] 55 5 45 3,5
polymeracni roztok A [ml] 2 2,5 3 3,5
TEMED [ul] 7,5 7,5 7,5 7
persiran amonny [pl] 75 75 75 70
zaostfovaci gel 3% 4% 5%

pufr B [ml] 2,7 2,6 2,5

polymeracni roztok B [pl] 300 400 500

TEMED [ul] 3 3 3

persiran amonny [pl] 60 60 60

Elektroforesa byla provadéna pii napéti 80 V po dobu 30 min a poté pii napéti 150 V

tak dlouho, nez ,,celo* elektroforesy ,,doputovalo® ke spodnimu okraji separa¢niho gelu.
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Poté byl gel pfenesen do barvici 1azné (25% Coomassie Briliant Blue R250 (w/v), 46%
ethanol (v/v), 9,2% kyselina octova (v/v)), v niz byl ponechén po dobu 45 minut. Poté byl

odbarvovan v odbarvovaci lazni (25% ethanol (v/v), 10% kyselina octova (v/v)) ptes noc.

3.3.16. Produkce proteinu

Vzhledem k tomu, ze konkrétni podminky jednotlivych produkci se lisily, je zde
uveden jen velmi stru¢ny postup. Tabulka s konkrétnimi podminkami viz Vysledky
(kapitola 4.4).

500 ml sterilniho LB media s ampicilinem (100 pg/ml) bylo inokulovano expresnim
kmenem bun¢k E. coli nesoucim expresni plasmid. Kultura byla za stalého michani
kultivovéna, neni-li uvedeno jinak, pii 37 °C (inkubator CORBI-SAFE) do dosazeni
pozadované ODggp (v rozmezi piiblizné 1 — 1,5). Poté byla indukovéana produkce proteinu
pfidanim roztoku IPTG a roztoku riboflavinu (vysledna koncentrace 1 pg/ml). Smés byla
kultivovéna pii dané teploté (v rozmezi 18 az 27 °C) v inkubatoru CORBI-SAFE. Po urcité

dobé¢ byla kultivace ukoncena a narostla kultura byla dale zpracovéna.

3.3.17. Zpracovani bunék a isolace membranové frakce

Ziskana kultura byla centrifugovéana na centrifuze Janetzki K70D rychlosti 3000 rpm
po dobu 40 min. Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana v resuspendacnim
pufru (10 mM KH,PO,4, ImM EDTA, pH 7,7) na celkovy objem 50 ml. Od této chvile byla
smés udrzovana v chladu ve smési led-voda. Smés byla sonikovéana pulsy délky 30 — 90 s,
40% amplituda, prestavky 0,5 az 1,5 minuty, 5 - 10 pulst (ultrazvukova sonda Sonoplus
SH 70G, Bandelin). Smés byla centrifugovdna na centrifuze Allegra X-22R rychlosti
3901 g (rotor 4250, 4 °C) po dobu 15 min. Supernatant byl pfeveden do centrifugacni
kyvety Oak Ridge a centrifugovan na centrifuze Allegra X-22R rychlosti 18000 g (rotor F
630, 4 °C) po dobu 30 min. Takto ziskany supernatant byl pfeveden do centrifuga¢nich
kyvet pro ultracentrifugu a po vyvaZeni byl -centrifugovan na ultracentrifuze
OptimamI LE-80K rychlosti 60000 rpm (rotor Ti70, 4 °C) po dobu 75 minut. Ziskana
peleta byla resuspendovana ve 4 ml resuspenda¢niho pufru (10 mM KH;PO4 1 mM
EDTA, pH 7,7) a homogenizovana. Ke smési byl pfidan glycerol do vysledné koncentrace

20% (v/v) a smes byla do dal§iho zpracovani zmrazena na teplotu -80 °C. V pribchu
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zpracovani byly odebirany vzorky supernatantti i pelet, které byly nasledné¢ vyhodnoceny

pomoci SDS elektroforesy.

3.3.18. Solubilizace membranové frakce

Na solubilizaci membranové frakce byl pouzit solubilizacni pufr o slozeni 10 mM
Tris, 1 mM EDTA, 20% glycerol (v/v), 0,1 M DTT (ptidano vzdy az tésn¢ pied pouzitim),
pH 7,8. K tomuto pufru byly pfidany detergenty a to sice 0,6% cholat sodny a bud’ 0,5 —
1 mM Brij 35, nebo 0,5% Triton X-100, nebo 0,6% E-911. Bylo pouzito vzdy 20 ml
»Zakladniho* pufru a k tomu pfislusSné mnozstvi detergentu. V nékterych ptipadech byly
pridany inhibitory proteas v podobé roztoku (Sigma, ptfidano 100 pl) nebo tablety (1/2
tablety Complete Mini, Roche).

Postup provedeni solubilizace byl nasledujici: Zamrazené homogenizované
membranové frakce byly pfiddny k 10 ml zakladniho pufru (pfipadné snim byly
homogenizovany). K této smési bylo pak postupné piikapavano zbylych 10 ml pufru
s pfidanymi detergenty. VSe bylo provadéno za stalého michéni na magnetické michacce
Vv chladové mistnosti (5 °C). Po ptidani vSech detergentli byla smés michana 2 hodiny nebo
pfes noc. Poté byla ptevedena do centrifugacnich kyvet pro centrifugu Beckman a
centrifugovdna na ultracentrifuze Optima™ LE-80K rychlosti 60000 rpm (rotor Ti70,
4 °C) po dobu 70 min. Poté byly odebrany vzorky supernatantu a pelety a supernatant byl
zamrazen v -80 °C. V ptipadé opakované solubilizace byla peleta po ultracentrifugaci opét
homogenizovéana s pufrem a postup byl zopakovan. Odebrané vzorky byly vyhodnoceny

pomoci SDS elektroforesy.
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4. Vysledky

4.1. Namnozeni klonovaciho plasmidu

Plasmid pUC19 s vlozenou sekvenci lidské CPR (hCPR) byl vnesen do buné¢k E.
Coli DH50. Z transformovanych bunék byly vybrany 3 kolonie a ty byly kultivovany
metodou ,,single-cell colony®. Z narostlé bunééné kultury byla provedena minipreparace
plasmidové DNA a vzorek této DNA byl kvili ovéfeni piitomnosti konstruktu Stépen
restrikénimi endonukleasami EcoR I a Hind III. Vysledky stépeni byly vyhodnoceny

pomoci agarosové elektroforesy a jsou zobrazeny na obrazku (Obrazek 10).

Obrazek 10: Vysledek $tépeni klonovaciho plasmidu endonukleasami EcoR I a Hind III.
V draze 1 standard molekulovych hmotnosti (2-log DNA Ladder), v drahach 2 — 4 stépena DNA ze
3 rlznych kolonii. P znaci prouzek plasmidu a I prouzek insertu.

Vsechny tfi kolonie potvrdily pfitomnost insertu o molekulové hmotnosti
odpovidajici teoretické hmotnosti genu pro hCPR (2060 bp). Z kolonie obsahujici nejvice
plasmidové DNA (viz draha 3, Obrazek 10) byla provedena midipreparace vétsiho
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mnozstvi plasmidové DNA pro uchovani plasmidu a nasledujici experimenty. Bylo

ziskéano 156 pg DNA. Kontrolni $tépeni viz Obrazek 13 na stran¢ 27.

4.2. Priprava expresniho plasmidu
Expresni plasmid pET22b a plasmid pUC19 s vloZzenou sekvenci hCPR byly $tépeny
restrikénimi endonukleasami Ndel a Xhol. S vyslednou S$tépici smési byla provedena

agarosova elektroforesa (Obrazek 11).

Obrazek 11: Vysledek stépeni plasmidu a insertu. V draze 1 je St€peny plasmid pUC obsahujici
jako insert gen pro hCPR, v draze 2 standard, v drahach 3 a 6 §t&peny plasmid pET. Sipkou
vyznacené prouzky byly nasledné izolovany. V drahach 4 a5 jsou vzorky $tépené vzdy pouze

jednou z pouzitych endonukleas, slouzi jako kontrola ptitomnosti a jedinecnosti restrikéniho mista.

Bylo ovéteno, Ze restrikéni mista pro obé endonukleasy jsou jedine¢na. Prouzky
obsahujici plasmid pET22b a insert obsahujici gen pro hCPR (viz Obrazek 11) byly
izolovéany z gelu a oba fragmenty DNA byly spojeny ligaci. Na ligaci byly pouzity dvé

smési plasmidu a insertu — smés 1 obsahovala 10 ul plasmidu (roztoku izolovaného z gelu)
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a 7 pl insertu, smes 2 obsahovala 12 pl plasmidu a 5 pl insertu. Po skonceni ligace byly
vyslednou smési transformovany buiky E. Coli DH5a. Z transformovanych bunék bylo
vybrano 8 kolonii (4 zkazdé liga¢ni smési), ty byly kultivovany metodou ,,single-cell
colony“, opét byla provedena minipreparace DNA a nasledné¢ kontrolni S$tépeni
restrik¢nimi endonukleasami Ndel a Xhol. Vysledek v podobé elektroforesy viz Obrazek
12.

Obrazek 12: Vysledek kontrolniho §tépeni plasmidu pET + hCPR. V draze 1 standard,
v drahéch 2 a 3 §tépeny plasmid z kolonii transformovanych smési 1, v drahach 4 a 5 $t€peny

plasmid z kolonii transformovanych smési 2. Obrazek byl upraven, aby byly nevyrazné prouzky
vidét. Stépené plasmidy z ostatnich kolonii byly vyrazné jesté méng.

Pouze jedna z vybranych kolonii prokazatelné¢ obsahovala expresni plasmid (viz
draha 2, Obrazek 12), v ostatnich byl (soud¢ podle velikosti fragmenttii) nejspiSe obsazen
klonovaci plasmid pUC + hCPR (viz drahy 3 az 5, Obrazek 12, srovnej s drahami 2 az 4,
Obrazek 10).

Z kolonie obsahujici expresni plasmid byla provedena maxipreparace DNA pro

pouziti v dalSich experimentech. Bylo ziskano pfiblizné 140 pg DNA o vysoké Cistoté (viz
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draha 2, Obrazek 13). Pripraveny konstrukt zalozeny na vektoru pET22b byl pro kontrolu
Stépen restrikénimi endonukleasami pro prokdzani pfitomnosti pozadovaného insertu (viz
draha 4, Obrazek 13). Stejnym zplsobem byl ovéfen i konstrukt zaloZzeny na vektoru

pUC19 (viz draha 5, Obrazek 13)

Obrazek 13: Kontrolni $tépeni izolovaného expresniho konstruktu. V draze 1 standard,

Vv draze 2 konstrukt st€épeny endonukleasou Ndel, v draze 3 nestépeny konstrukt, v draze 4
konstrukt Stépeny endonukleasami Ndel a Xhol. V draze 5 pro srovnani plasmid pUC s vlozenym
genem pro lidskou CPR, §té€peny endonukleasami Ndel a Xhol.

4.3. Transformace expresnich bunék a testovaci exprese

Ziskany expresni plasmid pET s genem pro hCPR byl vnesen do bunék E. Coli
BL21-Gold a do bun¢k E. Coli BL21-CodonPlus-RIL. Vybrané kolonie byly kultivovany
metodou ,,single-cell colony* a ziskana bunécné kultura byla zamraZena pro dal$i pouZiti.

S transformovanymi bunkami kmene BL21-Gold byla provedena testovaci exprese.

Vysledek v podobé SDS elektroforesy viz Obrazek 14.
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Obrazek 14: Vysledky testovaci exprese. VV drahach 1 az 4 jsou vzorky kultury inkubované piti
17 °C odebrané v case 0 h (draha 1), 2 h (draha 2), 17,5 h (draha 3) a 41,5 h (draha 4) od indukce.
V draze 5 je pro srovnani velikosti vzorek kralici CPR, v dréze 6 je standard molekulovych
hmotnosti ColorBurst. V drahach 7 az 10 jsou vzorky kultury inkubované pfi 27 °C odebrané
v &ase 0 h (draha 7), 2 h (draha 8), 17,5 h (drdha 9) a 41,5 h (draha 10) od indukce. Sipkou je
vyznacen prouzek reduktasy. Vzorky byly fedény tak, aby mnozstvi v kazdé draze odpovidalo
podobnému mnozstvi bunék.

Testovaci exprese ukdzala, ze pfi obou teplotach dochazi k tvorbé vyznamného
mnozstvi proteinu o velikosti odpovidajici reduktase, pii teplot¢ 27 °C byl narGst
vyraznéjsi nez pii teploté 17 °C (srovnej drahy 4 a 10, Obrazek 14). Pti obou teplotach byl
patrny rozdil mezi vzorkem v ¢ase 2 h od inkubace a vzorkem v ¢ase 17,5 h od inkubace
(viz drdhy 2, 3, 8 a 9, Obrazek 14), pii teploté 27 °C byl podstatny nartst koncentrace
reduktasy v buikach patrny jiz po 2 h.

4.4. Exprese hCPR pf#i riznych podminkach a isolace membranové
frakce
S vyuzitim informaci z testovaci exprese byly provedeny postupné 4 produkce

reduktasy, podminky pro jednotlivé exprese jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 2). Po
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ukonceni produkce byly buiiky sonikovany, konkrétni podminky sonikace se mirn¢ liily a

jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 3).

Tabulka 2: Shrnuti podminek p¥i jednotlivych produkcich hCPR. Pii produkci (3) bylo LB
medium inokulovano buiikami seskrabnutymi stérkou z povrchu agarové plotny

s transformovanymi bunkami. Pti produkci (4) bylo pouzito LB medium s vyssi koncentraci Zivin
(misto obvyklych 12,5 g smési/500 ml vody bylo pouzito 17 g hotové smési) a v okamziku
indukce méla smés teplotu 18 °C.

produkce | teplota ODggo pied V (1M doba expresni
produkce indukci IPTG) produkce kmen

1) 27 °C 0,940 250 pl 17 h GOLD

) 18 °C 1,296 5l 19h GOLD

(3) 23 °C 1,124 2 ul 17h RIL

(4) 18 °C 1,831 2 ul 3h RIL

Tabulka 3: Shrnuti podminek pf¥i sonikaci. Pfed sonikaci (3) bylo ke smési ptidano 600 pl
roztoku inhibitord proteas, pred sonikaci (4) byla pfidana jedna tableta inhibitorti proteas Complete.

produkce délka pulsu prestavka mezi pulsy | pocet pulst
1) 30s 0,5 min 7

(2) 90s 1,5 min 5

(3) 90s 1,5 min 5

4) 60 s 1 min 10

Nasledné byla z buné€k centrifugaci izolovana membranova frakce. Prvni centrifugaci
byly oddéleny nerozbité buniky, druhou centrifugaci byla oddélena inkluzni téliska a treti
centrifugaci byly oddéleny membrany. Ze vzorkti odebranych v priibéhu izolace byla

provedena SDS elektroforesa.

Produkce (1)

Pti této produkci doSlo k masivni expresi CPR (viz drdha 1, Obrazek 15), nicméné
vétSina proteinu zUstala v nerozbitych buiikach a hlavné v inkluznich téliskach a objevila
se tudiz v peletach (viz drahy 2P a 3P, Obrazek 15). V membranové frakci je piesto vidét
slaby prouzek odpovidajici velikosti CPR (viz drahy 4P a R, Obrazek 15). Pii dalSich
produkcich byla proto pouZzivana nizsi teplota a nizsi koncentrace IPTG, aby byla produkce

pomalejsi a protein mél vEtsi Sanci se spravné zabudovat do membrany.
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Obrazek 15: Izolace membranové frakce z produkce (1). V draze S je standard molekulovych
hmotnosti Color Burst, v draze 1 vzorek buné€k pied centrifugacemi, v draze 2S vzorek

supernatantu po prvni centrifugaci, v draze 2P vzorek pelety po prvni centrifugaci (obsahuje
nerozbité bunky), v draze 3S vzorek supernatantu po druhé centrifugaci, v draze 3P vzorek pelety
po druhé centrifugaci (obsahuje inkluzni t€liska), v draze 4S vzorek supernatantu po tieti
centrifugaci, v draze 4P vzorek pelety po tfeti centrifugaci (obsahuje membranovou frakei), v draze
R vzorek krali¢i CPR. Sipkou je vyznaten prouzek reduktasy. Vzorky v drahach 2P a 3P byly
nedostatecné nafedény.

Produkce (2)

2. produkce probihala za nizsi teploty i koncentrace IPTG a zvySené pocatecni
densité bunék. Pti této produkci je opét zietelny ubytek proteinu po oddé€leni inkluznich
télisek (srovnej drahy 2S a 3S, Obrazek 16), v membranové frakci bylo vSak ptitomno
vyrazné vice reduktasy nez v predchozim pfipadé (viz draha 4P, Obrazek 16). | z tohoto
divodu byla tato membranova frakce pouzita pro srovnani ve vyhodnocovani dalSich

produkci.
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Obrazek 16: Izolace membranové frakce z produkce (2). V draze S je standard molekulovych
hmotnosti Color Burst, v draze 1 vzorek bun€k pred centrifugacemi, v draze 2S vzorek
supernatantu po prvni centrifugaci, v draze 2P vzorek pelety po prvni centrifugaci (obsahuje
nerozbité buniky), v draze 3S vzorek supernatantu po druhé centrifugaci, v draze 3P vzorek pelety
po druhé centrifugaci (obsahuje inkluzni t¢liska), v draze 4S vzorek supernatantu po tieti
centrifugaci, v draze 4P vzorek pelety po tieti centrifugaci (obsahuje membranovou frakci), v draze
R vzorek krali¢i CPR. Sipkou je vyznacen prouzek reduktasy.

Produkce (3)

Pfi této produkci byla ovéfovana exprese v bunikach E. Coli RIL, které se dfive
osv&dcili pfi produkci potkani reduktasy, avSak opét ziistala vyraznd c¢ast proteinu
V inkluznich téliskdch (srovnej drahy 3S a 3P, Obrazek 17, v draze 3S nijak vyrazné
mnozstvi reduktasy neni), navzdory tomu bylo v membranové frakci podobné mnozstvi

reduktasy jako v ptedchozi produkci (srovnej drahy 4P a R, Obrazek 17).
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Obrazek 17: Izolace membranové frakce z produkce (3). V draze S je standard molekulovych
hmotnosti Color Burst, v draze 1 vzorek bun€k pted centrifugacemi, v draze 2S vzorek
supernatantu po prvni centrifugaci, v draze 2P vzorek pelety po prvni centrifugaci (obsahuje
nerozbité buniky), v draze 3S vzorek supernatantu po druhé centrifugaci, v draze 3P vzorek pelety
po druhé centrifugaci (obsahuje inkluzni téliska), v draze 4S vzorek supernatantu po treti
centrifugaci, v draze 4P vzorek pelety po tieti centrifugaci (obsahuje membranovou frakci), v draze
R vzorek membranové frakce z produkce (2). Sipkou je vyznaden prouzek reduktasy.

Produkce (4)

Tentokrat byla radikalné zkracena doba produkce v nadéji, ze se protein piednostné
vaze na membranu a teprve pozdé¢ji pfechazi do télisek. Kromé toho byly bunky pted
indukei kultivovany pii teploté 18 °C, takZe produkce probihala po celou dobu pii teploté
18 °C. Ukéazalo se vsak, ze celkové mnozstvi reduktasy je uz piili§ malé, nebot’ ani ve
vzorku pied prvni centrifugaci (viz drdha 1, Obrazek 18) neni nijak vyrazny prouzek
odpovidajici reduktase. V membranové frakci (viz draha 4P, Obrazek 18) pak reduktasa

prakticky nebyla detekovéna.
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Obrazek 18: Izolace membranové frakce z produkce (4). V draze S je standard molekulovych
hmotnosti Color Burst, v draze 1 vzorek bun€k pted centrifugacemi, v draze 2S vzorek
supernatantu po prvni centrifugaci, v draze 2P vzorek pelety po prvni centrifugaci (obsahuje
nerozbité buniky), v draze 3S vzorek supernatantu po druhé centrifugaci, v draze 3P vzorek pelety
po druhé centrifugaci (obsahuje inkluzni téliska), v draze 4S vzorek supernatantu po tieti
centrifugaci, v draze 4P vzorek pelety po tieti centrifugaci (obsahuje membranovou frakci), v draze
R vzorek membranové frakce z produkce (2). Sipkou je vyznaden prouzek reduktasy.

4.5. Solubilizace membranové frakce

Membranove frakce ze vSech produkci byly solubilizovany pomoci detergenti,
membranova frakce z produkce (1) byla provedena dvakrat. Rozdily mezi jednotlivymi
solubilizacemi shrnuje Tabulka 4.

Solubilizace (1) a (2)
Pti solubilizaci (1) nebylo solubilizovano prakticky nic, a to ani po zopakovani

postupu. Pfi solubilizaci (2) se ¢ast reduktasy solubilizovat podafilo (slaby prouzek v draze

8, Obrazek 19), stale vSak vyraznd Cast zlstala v pelete.
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Tabulka 4: Rozdily ve sloZeni solubiliza¢nich pufri. Ostatni slozky pufru jsou uvedeny v ¢asti
Metody. Solubilizace membranové frakce z produkce (1) byla provedena dvakrat, proto je v této
tabulce rozliSovana solubilizace (1)a a (1)b.

membranova frakce | detergent + mnozstvi inhibitor proteas doba michani
(Da 2,4 ml 10% Brij 35 X 2h

(1)b 1 ml 10% Triton X-100 | X pies noc

(2) 1,2 ml 10% Brij 35 100 pl roztoku 2h

(3) 1,2 ml 10% E-911 1/2 tablety Complete Mini | 2 h

4) 1,2 ml 10% E-911 1/2 tablety Complete Mini | 2 h

172 3 4 56 7 8 9

Obriazek 19: Solubilizace membranovych frakei z produkci (1) a (2). Vlevo solubilizace (1):
vzorek pted solubilizaci (draha 1), vzorek supernatantu po solubilizaci a (draha 2), vzorek pelety po
solubilizaci a (draha 3), vzorek supernatantu po solubilizaci b (draha 4), vzorek pelety po
solubilizaci b (draha 5). Vpravo solubilizace (2): vzorek pted solubilizaci (draha 7), vzorek
supernatantu po solubilizaci (draha 8), vzorek pelety po solubilizaci (draha 9). Uprostied oddéleno
standardem molekulovych hmotnosti ColorBurst (draha 6). Sipkou je vyzna¢en prouzek reduktasy.
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Solubilizace (3) a (4)
Pii solubilizaci (3) se ¢ast proteinu solubilizovat podatilo (viz draha 2, Obrazek 20),

piesto jej stale vyznamna Cast zlstala v peleté. Pii produkci (4) vzniklo velmi malo
proteinu, proto ani solubilizace zadné pozitivni vysledky nepfinesla. (Vyhodnocovéni

produkce (4) probihalo soucasné s vyhodnocovanim solubilizaci.)

1 2 3 45 6 7

Obrazek 20: Solubilizace membranovych frakei z produkei (3) a (4). Vlevo solubilizace (3):
vzorek pted solubilizaci (draha 1), vzorek supernatantu po solubilizaci (draha 2), vzorek pelety po
solubilizaci (dréha 3). Vpravo solubilizace (4): vzorek pted solubilizaci (draha 5), vzorek
supernatantu po solubilizaci (draha 6), vzorek pelety po solubilizaci (draha 7). Uprostied oddéleno
standardem molekulovych hmotnosti ColorBurst (draha 4). Sipkou je vyznaten prouzek reduktasy.

Pro dalsi zpracovani se nejlépe jevily vysledky solubilizaci (2) a (3).
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5. Diskuse

Laboratof, ve které prace vznikla, se zaméfuje na studium vlivu cizorodych latek
(xenobiotik) na organismy, pfedevS§im pak na enzymy MFO systému a jeho interakce
S nejruznéjsimi xenobiotiky. Pro tyto studie je nutné vytvotit model MFO systému in vitro.
Pokud jsou soucasn¢ studovany interakce protein-protein, je vhodné pouzit pro model
enzymy stejného organismu. Metoda heterologni exprese umoznuje vytvaret tyto modely 1
pro lidské enzymy. Tato prace se zabyva produkci lidsk¢é NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy.

Dodany plasmid pUC19 obsahujici gen pro lidskou reduktasu optimalizovany pro
heterologni expresi byl namnoZen pro dalsi pouziti. Poté byl ztohoto plasmidu gen
vystépen a prenesen do plasmidu pET22b. Ukazalo se, Ze po transformaci bunék timto
plasmidem jen jedna z osmi vybranych kolonii obsahovala vektor zalozeny na plasmidu
PET, v ostatnich byl pfitomen nejspise konstrukt zalozeny na plasmidu pUC. Toto bylo
zpusobeno nejspiSe kontaminaci pfi vyfezdvani insertu z agarosového gelu, nebot” prouzek
obsahujici plasmid pUC byl v tésné blizkosti insertu. Pfi nasledné ligaci mohlo dojit
k opétovnému zaclenéni insertu do plasmidu pUC a pii transformaci byl tento produkt
bakteriemi snaze piijiman z diivodu mensi velikosti ve srovnani s vektorem zaloZzenym na
plasmidu pET.

Ziskanym expresnim vektorem byly transformovany buiky E. coli BL21-Gold a E.
coli BL21-CodonPlus-RIL. S buiikkami kmene BL21-Gold byla provedena testovaci
exprese, ktera ukézala, ze bunky lidskou reduktasu produkuji a to pfi obou testovanych
teplotach, 17 °C a 27 °C. Mnozstvi vzniklého proteinu bylo pfimo tmérné teploté i ¢asu.

Pii prvni produkei proteinu pii 27 °C se vSak vysoka produkce proteinu ukazala byt
problematickou, jelikoz protein se nestihl spravné slozit, vétSina ho byla pfitomna
Vv inkluznich téliscich a jen velice malé mnoZstvi v membranové frakci. Dalsi krok tedy
sméfovat ke zpomaleni exprese, konkrétné byla snizena teplota na 18 °C a byla pouzita 50-
ti nasobné sniZzena koncentrace IPTG pii produkci proteinu. Diky témto zméndm se
mnozstvi proteinu v membranové frakci vyrazné zvysilo, stale vSak vyrazna Cast zastavala
V inkluznich téliskach. Dal§i zmény sméfovaly k dalSimu snizovani rychlosti produkce
proteinu a ke zvétSeni podilu membran vzhledem k mnoZstvi proteinu, aby byla zvySena
Sance na spravné zabudovani proteinu do membrany. Konkrétné byly pouzity bunky E. coli
BL21-CodonPlus-RIL, pro néz nebyl gen optimalizovan, coz produkci zpomaluje, a

indukce exprese pomoci IPTG byla provedena az po dosazeni vysoké optické density
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bunécné kultury. Vysledky nasledujici produkce se od pfedchozich nijak vyrazné nelisily,
podminky produkce pravdépodobné stidle neumoziiovaly spravné skladani proteinu, proto
bylo pfistoupeno k radikaln€jsim zménam. Produkce probihala pii 18 °C pouhé 4 hodiny,
optickd densita v okamziku indukce byla ve srovnani s ostatnimi produkcemi nejvyssi.
Doslo k vyraznému snizeni produkce reduktasy do inkluzi, to vSak problém zcela
nevyftesilo, nebot’ mnozstvi reduktasy v membranové frakci bylo nedetekovatelné.

Solubilizace jednotlivych membranovych frakci probihaly velmi obtizn€, obvykle
vetSina proteinu ziistala v nesolubilizované peleté. Toto mohlo byt zptsobeno tim, Ze
izolované membranové frakce byly kontaminovany inkluznimi télisky, z nichz neni mozné
protein solubilizovat. Pouze ve 2 piipadech se podafilo solubilizovat takové mnozstvi
reduktasy, které bylo viditelné na SDS elektroforese.

Zd4 se tedy, ze nejvétSim problémem heterologni exprese lidské reduktasy
S vyuzitim optimalizovaného vektoru je velice rychla produkce pravdépodobné zptisobujici
hromadéni proteinu v inkluznich téliskach. V navazujicich experimentech se planuje vyuzit
kompetentni bunky obsahujici chaperoniny ,,ArcticExpress (DE3) Competent Cells*

vykazujici vysokou aktivitu také pii nizké teploté, pii které produkce reduktasy probiha.
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6. Zaveér
Vysledky uvedené v praci odpovidaji vyty¢enym cilim a lze je shrnout nasledovné:

1. Bylo ovéfeno, ze dodany plasmid pUC19 nese inzert odpovidajici genu pro nativni
formu lidské NADPH:cytochrom P450 reduktasy, tento vektor pak byl isolovan

vV dostateéném mnozstvi a ¢istote.

2. Byl piipraven, ovéfen a isolovan expresni plasmid zaloZeny na vektoru pET22b,

nesouci vySe zminény synteticky gen.

3. Byla provedena &aste¢na optimalizace exprese nativni lidské NADPH:cytochrom
P450 reduktasy v E. coli.

vvvvv

exprese zavedenou V laboratofi, a smétuje k ptipravé lidské formy NADPH:cytochrom
P450 reduktasy v mnozstvi dostateéném pro metabolické studie vyuzivajici rekombinantni

lidské enzymy MFO systému. Prace zaroven pfispiva k feSeni grantu Grantové agentury

Ceské republiky 203/09/0812a vyzkumného zaméru MSM0021620808.
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vypujcovateli.
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