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Abstrakt

Systém oxygenas se smiSenou funkci (MFO systém) se vyznamnou roli podili
na metabolismu endogennich sloucenin i xenobiotik. Tento systém obsahuje
cytochrom P450, NADPH:cytochrom P450 reduktasu a také jsou k nému pfifazovany
NADH:cytochrom bs reduktasa a cytochrom bs. Bylo prokazano, ze cytochrom bs
muze stimulovat nebo inhibovat reakce katalyzované cytochromy P450, a dokonce
muze ménit pomér vzniklych metaboliti. Mechanismus pusobeni cytochromu bs nebyl
dosud zcela objasnén. Zjisténi protein-proteinovych interakci v MFO systému a urceni
topologie tohoto systému by mohlo pomoci k objasnéni mechanismu pisobeni
cytochromu bs. Vhodnou metodou pro identifikaci protein-proteinovych interakci
uvnitf membrany je technika kovalentniho sitovani. Cytochrom bs obsahuje
3 methioniny, z ¢ehoz jsou 2 lokalizovany v C-terminalni membranové kotveé. Po
zaméné téchto dvou methionini za fotoaktivovatelny analog methioninu (foto-
methionin) a nasledné fotoaktivaci lze wuréit interakce s cytochromem P450
V membranovém prostiedi.

Tato prace se zabyva expresi a izolaci foto-cytochromu bs (foto-cyt bs),
analogu cytochromu bs sinkorporovanym foto-methioninem. Podminky pro
inkorporaci foto-methioninu do cytochromu bs byly optimalizovany a protein byl
purifikovan s vytézkem 7,2 mg z 1 | bakterialni suspenze. Izolovany foto-cyt bs byl
pouzit k identifikaci interakci s cytochromem P450 2B4 (CYP2B4). Reakéni smés
obsahujici CYP2B4 a foto-cyt bs byla fotolyzovana a nasledné separovana SDS
elektroforézou. Na elektroforéze byly detekovany 3 heterooligomery, které byly
analyzovany hmotnostni spektrometrii  (MALDI-TOF/TOF). Heterooligomery
obsahovaly CYP2B4 a foto-cyt bs v molarnim poméru 1:1, 1:2 a 2:1.

Dale se prace zabyva expresi a izolaci kralictho CYP2B4 pro budouci pfipravu

CYP2B4 s inkorporovanym foto-methioninem.

Klic¢ova slova: cytochrom bs, chemicka modifikace, MALDI-TOF



Abstract

The system of mixed function oxygenase (MFO system) participates in
significant roles in the metabolism of endogenous compounds and xenobiotics. This
system contains cytochrome P450, NADPH:cytochrome P450 reductase, and also
there are assigned NADH: cytochrome bs reductase and cytochrome bs. It was proved
that cytochrome bs can stimulate or inhibit cytochrome P450 (CYP)-dependent
reactions and even change the ratio of resulting metabolites. The mechanism of
cytochrome bs action has not been fully elucidated yet. Elucidation of protein-protein
interactions in MFO system and determination of topology of this system could
explain the mechanism of cyt bs action. The covalent cross-linking technique is
suitable method for identifying protein-protein interactions within the membrane.
Cytochrome bs contains 3 methionines and in 2 cases the methionines are localized in
a short hydrophobic C-terminal membrane anchor. Interactions with cytochrome P450
in the membrane environment can be identified by substitution of two methionine for
photoactivatable analogue of methionine (photo-methionine) and subsequent
photoactivation.

This work is focused on expression and isolation of photo-cytochrome bs
(photo-cyt Dbs), cytochrome bs analogue with incorporated photo-methionine.
Conditions for photo-methionine incorporation into cytochrome bs were optimized and
the protein was purified in a yield of 7.2 mg from 1 liter of bacterial suspension. The
isolated photo-cyt bs was used to identify interactions with cytochrome P450 2B4
(CYP2B4). The reaction mixture containing CYP2B4 and photo-cyt bs was activated
by photolysis and then separated by SDS electrophoresis. The electrophoresis was
found 3 heterooligomers, which were analyzed by mass spectrometry (MALDI-
TOF/TOF). Heterooligomers contained CYP2B4 and photo-cytbs in a molar ratio of
1:1, 1:2 and 2:1.

The thesis also deals with the expression and isolation of rabbit CYP2B4 for the

future preparation of CYP2B4 incorporating the photo-methionine.

Keywords: cytochrome bs, chemical modification, MALDI-TOF
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Uvod

1. Uvod

V dne$ni dobé se v zivotnim prostfedi zvySuje mnozstvi cizorodych latek
(xenobiotik), které mohou negativné ovliviiovat organismy. Za xenobiotika povazujeme
latky, které se v organismu normalné nevyskytuji a nejsou nezbytné pro jeho zdravy vyvoj
a ani neslouzi jako zdroj energie [1]. Jsou piijimany bud’ neimyslné z potravy ¢i prostiedi,
nebo zamérné jako napiiklad 1éciva.
biotransformaci xenobiotik. Xenobiotika jsou témito enzymy biotransformovana na
polarngjsi slouceniny, které mohou byt ztéla vylouéeny a nedochazi tak K jejich
bioakumulaci v organismu (tzv. detoxikace). Vedle detoxikace téchto sloucenin mohou
cytochromy P450 prispivat ke vzniku biologicky aktivnéjsich sloucenin (aktivace), ¢ehoz
lze vyuzit pfi vzniku aktivni formy nékterych 1é€iv. Jiné slou¢eniny mohou byt pteménény
na slouceniny toxické, mutagenni ¢i karcinogenni.

Cytochromy P450 nefunguji samostatné, pro svou funkci potiebuji dodavat
elektrony od svych redoxnich partnerti. Jednim z redoxnich partnera je cytochrom bs, ktery
je v posledni dobé zkouman pravé v souvislosti S metabolismem 1é¢iv a xenobiotik. Bylo
prokazéno, ze cytochrom bs je schopen ovliviiovat nckteré reakce katalyzované
cytochromy P450. V zavislosti na form¢& cytochromu P450, cytochrom bs muze reakce
katalyzované¢ cytochromy P450 inhibovat, stimulovat nebo dokonce ménit pomér
vzniklych metabolitd [2,3]. Mechanismus pusobeni cytochromu bs nebyl jesté zcela
objasnén, prestoze je intenzivn€ sledovan. Vysvétleni mechanismu by mohlo mit velky
vyznam predevSim pro farmakologii, kdy je zapotiebi védét, zda se lé¢ivo pfeméni na
aktivni formu, nebo naopak dojde k pfemén€ na nelGcinnou formu, nebo dokonce na
potencialné karcinogenni latku. K objasnéni mechanismu by mohla pfispét znalost
vzajemného usporadani enzymli v MFO systému a urceni jejich vzdjemnych interakci.
Vhodnou metodou pro zjisténi protein-proteinovych interakci je technika kovalentniho
sitovani, ktera je schopna propojit jednotlivé proteiny a zafixovat tak jejich vzajemné

interakce.
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Uvod

1.1 MFO systém

Systém oxidas a oxygenas se smisenou funkci (MFO systém z angl. ,mixed
function oxidase®) je systém enzymil vazanych v membrané hladkého endoplazmatického
retikula nebo mitochondrii. Tento enzymovy systém katalyzuje inkorporaci jednoho atomu
kysliku do molekuly substratu a druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Sklada se ze tii
zakladnich slozek: NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR), ktera slouzi jako d¢li¢
elektronového paru a pienasi elektrony na cytochrom P450, cytochromu P450 (CYP),
ktery je terminalni oxidasou MFO systému a membrany endoplazmatického retikula ¢i
mitochondrie. Dale jsou k nému ptifazovany NADH:cytochrom bs reduktasa a cytochrom
bs [4]. Cytochrom P450 poticbuje ke své funkci 2 elektrony, prvni elektron je pienasen na
cytochrom P450 pouze NADPH:cytochrom P450 reduktasou, druhy elektron muze byt
prenaSen NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo cytochromem bs.

1.1.1 Cytochromy P450

Klingernberg a Garfinkel objevili v roce 1958 novy jaterni mikrosomalni pigment,
ktery je po redukci schopny vézat oxid uhelnaty a vytvaret s nim komplex, ktery se
vyznacuje absorpénim maximem pii 450 nm [5,6]. Hemoproteinovy charakter tohoto
pigmentu prokazali v roce 1964 Omura a Sato a pojmenovali ho cytochrom P450 (CYP)
[7].

Cytochromy P450 (CYP) jsou v organismech pifedevsim zodpovédné za reakce .
faze biotransformace, jeZ vedou k detoxikaci chemickych sloucenin. Katalyzuji oxidacni,
peroxidacni a redukéni reakcee, které jsou soucasti riznych metabolickych drah xenobiotik
a endogennich latek [8]. Kromé& detoxikace se mohou podilet i na bioaktivaci, kdy jsou
neSkodné latky metabolicky pfeménény na latky, které mohou byt toxické nebo
karcinogenni [9].

Z evolu¢niho hlediska je cytochrom P450 povaZovan za velmi stary hemoprotein,
ktery se objevil mnohem diive nez napiiklad hemoglobin [10,11]. Z jediného genu
cytochromu P450 archebakterii z doby pfed vice nez 1,5 miliardami let se do soucasnosti
vyvinulo ohromné mnozstvi odlisSnych gent kodujicich cytochromy P450 prokaryotnich
i eukaryotnich organismt [8]. V soucasnosti bylo pojmenovano vice nez 12 000
cytochromi P450 a dalsich vice nez 6000 na pojmenovani teprve ¢eka [12]. Ptehled

pojmenovanych cytochromu P450 uvadi Tab. 1., str. 13.
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Uvod

Tab. 1 Zarazeni pojmenovanych cytochromi P450 dle typu organismu

Organismus Pocet CYP Pocet rodin CYP
Zivocichové 4088

Hmyz 2137 67

Obratlovci 1461 18

Bezobratli (kromé& hmyzu) 490 71
Rostliny 4267 126
Houby 2784 399
Protisté 247 62
Bakterie 1042 333
Archebakterie 26 13
Viry 2 2

pocty cytochromit P450 (CYP) jsou uvedeny k bireznu 2010, prevzato z [12]

Porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX) je v proteinové molekule enzymu véazin
hydrofobnimi silami a zdrovenn prostfednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny
cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu, kterd je proximalnim (patym) ligandem
zeleza v hemu [13]. Nejedna se o klasicky cytochrom, ale o hemthiolatovy protein, protoze
klasicky cytochrom ma protoporfyrin IX vazan prostfednictvim imidazolového zbytku

histidinu.

1.1.1.1 Nomenklatura cytochromi P450

Jednotna nomenklatura cytochromti P450 byla navrzena az v osmdesatych letech
minulého stoleti a postupné byla dopliiovana [14].

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych izoforméch, které jsou fazeny do rodin
a podrodin podle miry homologie v aminokyselinové sekvenci proteinovych molekul. Do
stejné rodiny jsou fazeny izoformy s homologii aminokyselinové sekvence vyssi nez 40%
a do stejné podrodiny spadaji izoformy, které vykazuji homologii vy$si nez 55 %. Rodiny
cytochromil P450 jsou oznacovany arabskou c¢islici, ktera je psdna za zkratku CYP. Za
¢islici nasleduje velké pismeno charakteristické pro podrodinu a na konci je arabska Eislice
urcujici konkrétni izoformu cytochromu P450 [14-16]. Napiiklad CYP2B4 patii do rodiny
2, podrodiny B a jeho pofadové ¢islo je 4.

1.1.1.2 Substratova specifita cytochromii P450

Cytochromy P450 se vyznacuji Sirokou substratovou specifitou. Preménuji tedy
celou fadu substrati. Jednotlivé cytochromy P450 vSak pfeci jen vykazuji substratovou
specifitu pon¢kud odlisnou, 1 kdyz se jejich schopnost pfeménovat razné substraty ¢astecné

prekryva [8]. Metabolizuji jak endogenni slouceniny (napf. nasycené a nenasycené mastné
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kyseliny, steroly a steroidy, zlucové kyseliny, prostaglandiny, retinoidy, uroporfirinogeny),
tak exogenni slouceniny (napf. léCiva, potravinova aditiva, kontaminanty zivotniho
prostiedi) [1,8,17]. Substraty cytochromu P450 jsou latky s malou molekulovou hmotnosti
jako je tfeba methanol (M, = 42), ale 1 latky s vyS$i molekulovou hmotnosti jako
imunosupresivni 1é¢ivo cyklosporin (M, = 1203) [9]. Obecné lze fici, ze substraty jsou
latky hydrofobni [8], ale 1ze nalézt i cytochromy P450, které metabolizuji 1 polarni latky
jako jsou ethanol a aceton. Piikladem cytochromu, ktery metabolizuje polarni substraty je

cytochrom P450 2E1 [18].

1.1.1.3 Struktura cytochromi P450

Eukaryotické cytochromy P450 jsou obecné membranové proteiny, které obsahuji
N-termindlni transmembrdnovou doménu. Tato hydrofobni doména ¢ini cytochromy P450
obtizn¢ krystalizovatelnymi. Mnoho krystalografickych studii vyfesilo tento problém
odstépenim hydrofobni domény a krystalizaci pouze solubilni ¢asti proteinu. Pouziti NMR
spektrometrie bylo dosud limitovano velkou molekulovou hmotnosti cytochromu P450
(ptiblizné 50 kDa) a tendenci vytvaret agregaty [19]. Prvnim krystalovanym cytochromem
P450 byl rozpustny bakterialni cytochrom P450cam z bakterie Pseudomonas putida
(CYP101) [20]. Schéma jeho struktury je na Obr. 1.

56-62
226-233
297 - 301
315 - 320
305-312
390- 400

B

c

D 123- 143
E 149- 156
F 176- 185
G 192-205
H 218 -225
I 234-267
J 268-276
K 282-292
L 359-378

Obr. 1 Schéma struktury cytochromu P450cam. Pismena A — L znaci a-helixy, B znaci
p-skladané listy a cisla zobrazuji rozmezi aminokyselin, které se vyskytuji v jednotlivych
strukturnich motivech. Prevzato z [20].

Od prvni krystalové struktury byly odvozeny homologni modely struktur nékterych
sav€ich cytochromti P450, naptiklad CYP1A1 [21], CYP2B1 [22]. Sekven¢ni homologie
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mezi cytochromem P450cam a sav¢imi cytochromy P450 je nizka (< 20%) a modely
mohou byt sporné [23]. Prvni krystalova struktura savéiho cytochromu P450 2C5 byla
ziskana az v roce 2000 [24]. V dne$ni dob¢ je jiz znamo i nékolik krystalovych struktur
lidskych cytochromu P450, napiiklad CYP2AG6 [25], CYP3A4 [26,27].

Proteinova cast cytochromi P450 je tvofena pfiblizn¢ 500 aminokyselinovymi
zbytky [28] a jejich molekulové hmotnosti se pohybuji kolem hodnoty 50 kDa [4].
Primarni struktury cytochrom P450 byvaji cCasto rozdilné, ale sekundarni a terciarni
struktury se podobaji. Ne&které strukturni motivy jsou konzervovany ve vSech
cytochromech P450. Struktura se zpravidla sklada z 12 a-helixt (znacenych A-L) a 6-8 -
skladanych listi. U membranovych cytochromti P450 je navic soucésti molekuly
1 transmembranovy a-helix. K oxidaci substratu dochazi na prostetické hemové skupiné na
proximalni strang, ktera je vysoce konzervovana (helixy I a L). Naopak nejvice variabilni
¢asti je vazebné misto pro substrat, které se nachdzi na distalni ¢asti molekuly [19]. Na
proximalni stran¢ se nachazi vazebné misto pro redoxni partnery, které obsahuje bazické
aminokyseliny. Pfedpoklada se, Ze vazebna mista pro cyt bs a NADPH:cytochrom P450
reduktasu nejsou identicka, ale ¢aste¢né se piekryvaji [19,29-31].

1.1.1.4 Reakéni cyklus cytochromu P450

Typickou reakci katalyzovanou cytochromy P450 je monooxygenasova reakce, pfi
které dochdzi k aktivaci molekuldrniho kysliku a zabudovéni jednoho kysliku do molekuly
substratu [13]. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Prubéh monooxygenasové
reakce 1ze obecné vyjadiit sumarni rovnici:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP",
kde RH pfedstavuje substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce. Reakéni cyklus
probiha uspofadanym mechanismem a pravdépodobné se sklada az z osmi kroku [4,8].
Schéma reakéniho cyklu je znazornéno na Obr. 2, str. 16.

V klidovém stavu obsahuje cytochrom P450 molekulu hemu, ve kterém je atom
zeleza v oxidovaném stavu (Fe**) a je hexakoordinovéan (nizkospinovy stav cytochromu
P450), Sesta valence je obsazena atomem kysliku z molekuly vody nebo internim
(aminokyselinovym) ligandem (). Po navazani substratu (RH) do aktivniho centra
cytochromu P450 dochézi k vytlaceni Sestého ligandu zeleza (molekuly vody) a atom
zeleza se stavéa pentakoordinovanym (vysokospinovy stav cytochromu P450). A zéroven

v molekule enzymu dochazi ke konforma¢ni zméné (I1).
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XOH o XOOH

Obr. 2 Reakéni cyklus cytochromu P450. Na obrdzku je zndzornéna i tvorba komplexu
S CO a peroxidasova aktivita. RH — substrat, ROH — hydroxylovany produkt, XOOH —
peroxisloucenina (alternativni donor kysliku). Prevzato z [32].

Vysokospinovy stav ma pozitivnéj$i redukéni potencial a je redukovan
NADPH:cytochrom P450 reduktasou, ¢imz se atom zeleza redukuje na Fe®* a pietrvava
Vv pentakoordinovaném stavu. Tato forma enzymu je pak schopna vazat molekularni kyslik
nebo jiné ligandy (I11). Navazanim molekularniho kysliku se tvofi ternarni ferri-
superoxidovy komplex. V tomto komplexu je atom zeleza opét hexakoordinovan. Tento
komplex neni pfili$ stabilni a je dale redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo
NADH:cytochrom bs reduktasou, ¢imz dochazi k aktivaci na peroxidovy anion (I1V).
Vazba molekularniho kysliku na redukovanou formu Il mize byt inhibovana pfitomnosti
oxidu uhelnatého, ktery tvofi ternarni komplex cytochrom P450-CO-RH (V). Komplex
cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku je po druhé redukci jiz zcela
aktivovanou formou cytochromu P450, ve které dochézi ke Stépeni vazby O-O, pfi¢emz
jeden atom kysliku je redukovan, piijme dva protony a dojde k uvolnéni vody (VI),
zatimco druhy atom kysliku zistane vdzdn na iontu Zeleza v hemu ve formé
ferrioxenového komplexu (VI1I). Ferrioxenovy komplex je stabilizovan mezomernim
posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Vznikly reaktivni kyslikovy radikal je

schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly vhodného substratu za vzniku radikalu
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a hydroxylového radikalu vazaného na iont Zeleza hemu. Dochazi k rekombinaci radikalii
za uvolnéni hydroxyderivatu substratu (ROH) a obnovuje se nativni forma cytochromu
P450 [4,33].

Cytochrom P450 muze pro oxida¢ni reakce také vyuzivat peroxid a peroxikyseliny,
které se stavaji donorem jiz aktivovaného atomu kysliku. Z komplexu 111 pak pfimo vznika
komplex VII. Tato reakce byva oznacovana jako peroxidasova aktivita cytochromu P450,

probiha neuspoifadanym mechanismem a vazba peroxidu neni zavisla na vazb¢ substratu

[4,8,33].

1.1.1.5 Cytochrom P450 2B4

Krali¢i cytochrom P450 2B4 (CYP2B4), dfive znamy jako cytochrom P450 LM2,
patfi mezi prvni savéi cytochromy P450, které byly purifikovany do vysoké cistoty. Pro
svou stabilitu a snadnou dostupnost byl po dlouhou dobu pouzivan jako model pro studium
savéich cytochromt P450 [34]. Poprvé byl CYP2B4 krystalovan ve své oteviené

konformaci az v roce 2003 [35]. Struktura oteviené konformace je uvedena na Obr. 3.

Obr. 3 Struktura otevirené konformace CYP2B4. Prevzato z [36].

CYP2B4 je hemthiolatovy protein vazany v membrané endoplazmatického retikula.
Molekulova hmotnost CYP2B4 je 55,7 kDa a sekvence je tvofena 491 aminokyselinami
[37]. Reakce katalyzované CYP2B4 mohou byt ovlivnény piitomnosti cyt bs (kap. 1.1.3.4).
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1.1.2 NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je membranové vazany protein, ktery
katalyzuje ptenos elektroni Z NADPH na vSechny zndmé mikrosomalni cytochromy P450
[38]. CPR je schopna pienaset elektrony i na dalsi elektronové akceptory jako jsou
cytochrom ¢ [39] , cytochrom bs [40] a mikrosomalni hemova oxygenasa [41]. CPR je
jednim ze dvou savc€ich enzymd, které obsahuji sou¢asn¢ FMN a FAD jako prostetické
skupiny, druhym enzymem je NO-synthasa. Soucasna ptitomnost téchto dvou koenzymt
umoznuje redukovat cytochrom P450 v sekven¢né oddélenych krocich a pusobit tak jako
déli¢ elektronového paru pro prenos na cytochrom P450 [4]. Funkce NADPH:cytochrom
P450 reduktasy jako délie elektronového paru byla vysvétlena na zakladé rozdilnych
redoxnich potencialti flavinovych koenzymi [42,43]. Akceptorem elektrond (resp. atomui
vodiku) od NADPH je FAD, ktery elektrony ptedava FMN. Za jednoelektronovou redukci
cytochromu P450 je zodpovédny zcela redukovany hydrochinon FMNH; (Obr. 4).

NADPH P450qep P450Rep
FMNH __\ o FMNH o, FRNH, FMNH FMNH, A g FMNH
FAD "y FADH; FADH FADH P ap FAD
1e MADP* Je Je P480pyx 2¢ 2e P450q; 1e

Obr. 4 Schéma pienosu elektroni mezi flavinovymi koenzymy FAD a FMN. Prevzato
z [44].

Aminokyselinova sekvence CPR z odliSnych druhti, od kvasinek az po clovéka,
vykazuje vysokou sekvencni homologii, coz ukazuje na vyznam enzymu v prub¢hu
evoluce [45].

CPR obsahuje dvé funkéni domény, hydrofobni N-terminalni doménu (6 kDa)
a hydrofilni C-terminalni katalytickou doménu (72 kDa). N-termindlni doména slouZzi
K ukotveni enzymu do membrany endoplazmatického retikula nebo jaderného obalu
buiiky, ¢imz zajiStuje spravnou prostorovou orientaci pro pienos elektronit mezi
reduktasou a cytochromy P450.

Struktura CPR se sklada ze ¢tyi strukturnich domén: FMN-vazebné domény,
spojovaci domény, FAD- a NADPH-vazebné domény (Obr. 5, str. 19) [46].

C-termindlni funkéni doména se skladd z FMN a FAD-vazebné domény, které jsou
propojeny spojovaci doménou. Spojovaci doména zodpovidd za spravnou prostorovou
orientaci obou strukturnich domén. FMN je umisténo na C-terminalni strané -skladanych

listt v FMN-vazebné doméné. FAD a FMN se vzajemné nepiekryvaji, ale jsou v kontaktu
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prostiednictvim 7- a 8-methylovych skupin isoalloxazinovych kruht flavini.
Isoalloxazinové kruhy sviraji thel 150° a jsou postaveny blizko sebe, nejblizsi vzdalenost
mezi nimi je 4 A. Toto uspoiadidni naznaluje, e tok elektronii je pfimy a neni

zprostfedkovan aminokyselinovymi zbytky [46].

Obr. 5 Struktura NADPH:cytochrom P450 reduktasy. FMN-vazebnd doména je
znazornéna tmavé modre, spojovaci doména cervené, a FAD- a NADPH-vazebnda doména
svétle modre [46].

Xia a kol. navrhli hypotézu, ze pro funkci CPR je nezbytna konforma¢ni zména. Pro
ovéfeni hypotézy pripravili mutantni CPR, ve které nahradili Asp417 a Arg514 cysteinem
a vytvorili tak disulfidicky mustek mezi FMN- a FAD-vazebnou doménou. Mutantni
protein vykazoval vyrazny pokles rychlosti ptenosu elektroni mezi flaviny a az 90%
pokles rychlosti pfenosu elektronii na redoxni partnery, cytochrom ¢ a CYP2B4. Po
redukci disulfidové vazby byla obnovena schopnost mutantni CPR redukovat redoxni

partnery [47].

1.1.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs (cyt bs) je maly membranovy protein s molekulovou hmotnosti
kolem 17 000 Da [48]. Cyt bs byl poprvé objeven v larvé bource morusového v roce 1950
[49]. Z evolu¢niho hlediska se cyt bs objevil velmi brzy a byl nalezen nejen u zivoc€ichu,
ale také u rostlin a hub [50]. Primarni struktura cyt bs je vysoce konzervovana. Doména
vazajici hem je nejvice konzervovanym tsekem cyt bs. Naptiklad krali¢i cyt bs sdili 74 -
95% sekvencéni homologii s obratlovci a 40 — 59% homologii scyt bs pfitomnym
U bezobratlych a rostlin. U C-terminalni domény byla nalezena niz§i sekvencni homologie
[51].
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1.1.3.1 lzoformy cytochromu bs

U savcil byly objeveny tfi izoformy cyt bs, dvé izoformy jsou membranoveé vazané
a tfeti izoforma je rozpustnd. Membranové formy se vyskytuji na vnéjsi membrané
mitochondrii a na vnéjsi strané endoplazmatického retikula (mikrosomalni cyt bs). Volné
rozpustna forma se naléza v cytoplazmé erytrocyti [50]. Dtive se predpokladalo, Ze
erytrocytarni forma vznika posttranslacni proteolyzou mikrosomalniho cyt bs [52]. Tento
predpoklad byl vyvracen, kdyz byla uréena kompletni aminokyselinova sekvence
erytrocytarniho cyt bs, z které vyplynulo, Ze erytrocytarni cyt bs nemize vznikat
proteolyzou z mikrosomalni formy. Erytrocytarni cyt bs vznikd pravdépodobné
alternativnim sestfihem genu pro mikrosomalni cyt bs. Mikrosomalni cyt bs je syntetizovan
na volnych ribozomech a je posttranslaéné vkladan do membrany endoplazmatického
retikula bez participace signal rozpoznavajici Castice (,,signal recognition particle).
Poslednich 10 aminokyselinovych zbytki na C-termindlnim konci nese informaci

potiebnou k ukotveni cyt bs do membrany endoplazmatického retikula [53-56].

1.1.3.2 Funkce cytochromu bs

Cyt bs se ti¢astni mnoha dé&ju spojenych s pienosem elektront [2]. Mitochondrialni
cyt bs se Gcastni metabolismu endogennich sloucenin, naptiklad biosyntézy androgent
[57]. Erytrocytarni cyt bs spolu s NADH:cytochrom bs reduktasou redukuje
methemoglobin na funkéni hemoglobin, ktery je schopny vazat a pienaset kyslik [58].
Mikrosomalni cyt bs se podili na desaturaci mastnych kyselin [50,59,60], biosyntéze
plasmalogenu [50,61] a cholesterolu [62], ale také na metabolismu xenobiotik za ucasti
MFO systému [63]. V MFO systému mize cyt bs pfijimat elektron z NADH:cytochrom bs
reduktasy [64,65] nebo NADPH:cytochrom P450 reduktasy [66,67] a nasledné ho ptenaset
na cytochromy P450. Cytochrom P450 potiebuje ke své funkci 2 elektrony, prvni elektron
je prendSen na cytochrom P450 pouze NADPH:cytochrom P450 reduktasou, druhy
elektron muze byt pienaSen NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo cytochromem bs.
Redoxni potencial cyt bs je 20 mV, a proto nemiize pienaset elektrony na cytochrom P450
s atomem Zeleza Fe**, protoze tento cytochrom ma niz$i redoxni potencial (-230 mV).
Redukci cytochromu P450 NADPH:cytochrom P450 reduktasou se atom zeleza redukuje
na Fe** a redoxni potencial roste na hodnotu + 50 mV a druhy elektron pak miize byt
prenesen z cyt bs nebo NADPH:cytochrom P450 reduktasy [68,69]. Pienos elektronti

v MFO systému je znazornén na Obr. 6, str. 21.
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Obr. 6 Schematické znazornéni prenosu elektroni mezi cytochromem P450,
cytochromem bs a jejich reduktasami. Prevzato a upraveno z [19].

1.1.3.3 Struktura cytochromu bs

Cyt bs je tvofen 6 a-helixy a 5 B-skladanymi listy, které jsou uspofadany do dvou
domén: vétsi N-termindlni hydrofilni domény, ktera obsahuje hem a vazebné misto pro
redoxni partnery, a mensi C-terminalni hydrofobni domény, ktera slouzi k ukotveni
proteinu do membrany endoplazmatického retikula nebo mitochondrie. C-terminalni a N-
termindlni domény jsou spojeny vysoce flexibilnim peptidovym fetézcem (,,linker*),
tvofenym 15 aminokyselinovymi zbytky [31,38,70]. Topologie cyt bs je znazornéna na
Obr. 7.

. solubilni doména
A\ (nesouci hem)
|

spojovaci usek
Cytosol

ER
membrana

membranova
kotva

Obr. 7 Topologie cytochromu bs. Prevzato a upraveno z [19].

Membranové formy cyt bs jsou pevné ukotveny v membrané endoplazmatického
retikula a mitochondrie a ptedpoklada se, Ze spojovaci tsek poskytuje flexibilitu hydrofilni
doméné pro vazbu cyt bs na rozdilné redoxni partnery. Bylo prokézano, ze spojovaci usek

musi obsahovat alespoit 7 aminokyselin. Zkraceni tseku (< 7 AMK) vedlo ke sniZeni
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schopnosti cyt bs vazat se na CYP2B4. Naopak ptidani 2-16 alanind neovlivnilo schopnost
cyt bs vytvaret komplex s CYP2B4 [51].

Struktura celého proteinu jesté nebyla rozieSena, protoze hydrofobni doména je
prekazkou pro krystalizaci a rentgenostrukturni analyzu. Byly provedeny studie se
zkracenym cyt bs, u kterého byla odstépena membranova kotva. Struktura solubilni

domény byla uréena rentgenovou krystalografii [70,71] a NMR spektrometrii (Obr. 8) [72].

Obr. 8 NMR struktura mikrosomalniho krali¢iho cytochromu bs. Prevzato z [73].

N-terminalni solubilni doména je tvoiena dvéma hydrofobnimi jadry [71,74-76]
(Obr. 9). Jadro 1 obklopuje hem a ma funk¢ni roli. Hemova skupina je koordinovana
pomoci dvou histidinovych zbytkli (His 39 a His 63). Vazba histidinli jako patého
a Sestého ligandu na Zelezo zabranuje jeho piimé interakci s molekularnim kyslikem [2].
Druhé jadro ma pouze strukturni roli. Pokud neni v molekule cyt bs pfitomen hem, dochazi
Kk rozvolnéni struktury jadra 1 a struktura proteinu se stdva méné stabilni [77]. Struktura
jadra 2 neni nepfitomnosti hemu ovlivnéna a po asociaci S hemem dojde k opétovnému

sbaleni jadra 1 [74].

-7 core2 .

Obr. 9 3D struktura solubilni domény potkaniho mikrosomalniho cyt bs. Prevzato
z [78]. core 1 —jadro 1, core 2 — jadro 2.
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1.1.3.4 Vliv cytochromu bs na reakce katalyzované cytochromy P450

Cyt bs mize stimulovat, inhibovat nebo nijak neovliviiovat reakce katalyzované
cytochromy P450. Ovlivnéni reakci zéalezi 1 na typu ucastniciho se substratu a na formé
cytochromu P450 [2]. Napiiklad cyt bs stimuluje metabolismus methoxyfluranu, ktery je
katalyzovan CYP2B4, zatimco metabolismus benzfetaminu neni pfitomnosti cyt bs
vyrazn¢ ovlivnén [79]. Dale bylo zjisténo, Ze ovlivnéni reakci katalyzovanych
cytochromem P450 zalezi na molarnim pomeéru cyt bs:CPR v rekonstituovaném systému.
Kdyz je pomér cyt bs:CPR < 1, cyt bs stimuluje aktivitu CYP2B4 zvySenim rychlosti
katalyzy a tim zvySuje efektivitu reakce pfiblizné o 15% nezavisle na substratu. V ptipad¢,
kdy je molarni pomér cyt bs a CPR > 1, cyt bs inhibuje aktivitu CYP2B4. Aktivita je
inhibovéana tim, Ze se cyt bs vaZe na CYP2B4, na kterém se vazebné misto pro cyt bs
a CPR pravdépodobné prekryvaji. A CPR se nemlze vazat na CYP2B4 a redukovat tak
CYP2B4 s atomem zeleza s oxida¢nim ¢islem I1I a zahajit tak katalyzu [30,80,81].

Cyt bs muze také ménit pomér vzniklych metaboliti u reakci, které jsou
katalyzované cytochromy P450. Cyt bs méni pomér metabolith ellipticinu, které jsou
tvofeny rekonstituovanymi systémy s izolovanymi CYP1Al a CYPIA2. Na ukor
detoxikacnich produktd  9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticinu jsou tvofeny aktivacni
produkty 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticin, které vytvaii adukty s DNA [3].

1.1.3.5 Mechanismus pusobeni cytochromu bs

Mechanismus pusobeni cyt bs je zkouman jiz nékolik desetileti [2,50,82], presto
nebyl jesté zcela objasnén. Byly navrzeny rizné teorie pro vysvétleni mechanismu
pusobeni cyt bs:

Prvni mechanismus pifedpoklada piimy pienos druhého elektronu z cyt bs na
cytochrom P450. Pravé pienos druhého elektronu byva povazovan za rychlost urcujici krok
monooxygenasové reakce [83]. Prenos elektronu z redukovaného cyt bs byva rychlejsi nez
transport elektronu z NADPH:cytochrom P450 reduktasy [63,84]. Rychlejsi piijeti
elektronu piedchdzi uvolnéni Castecné aktivovaného kysliku ve formé superoxidového
anionradikdlu, ktery se pak méni na méné toxicky peroxid vodiku. K uvolnéni
superoxidového anionradikdlu dochédzi v rizném rozsahu u vSech monooxygenasovych
reakcei [2].

Druhy mechanismus je zaloZen na ptedstave, ze cyt bs vytvati s cytochromem P450
komplex, ktery miZze slouZzit jako akceptor dvou elektroni béhem jediné interakce

s NADPH:cytochrom P450 reduktasou [85]. Cyt bs po redukci cytochromu P450 rychle
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odebira elektron z cytochromu P450 (Fe*"), ktery poté mize okamzitd prijmout dali
elektron. A nasledné je cyt bs (Fe?") oxidovan cytochromem P450 s molekularnim
kyslikem, ktery se tim redukuje. Kdyby nebyl pfitomny cyt bs, tak by cytochrom P450
(Fe?*) mohl disociovat od reduktasy, nasledng interagovat s kyslikem a pozadovat druhou
interakci s reduktasou [2]. Pfijeti dvou elektrond v jediném reakénim kroku vede ke
zvySovani rychlosti tvorby aktivovaného kysliku a tedy k urychleni celé monooxygenasové
reakce.

Tieti mechanismus navrhuje, ze cyt bs funguje jako pozitivni modifikator
monooxygenas tim, ze snizuje cCetnost rozpojeni komplexu se superoxidovym
anionradikalem. Pravé pifes cyt bs muze druhy elektron vstoupit rychleji do
monooxygenasové reakce a predejit tak rozpojeni komplexu [63,84,86]. A dochazi tedy ke
zvySeni tvorby produktu na tkor tvorby peroxidu vodiku.

Ctvrty nejnovéjsi mechanismu predpoklada, Ze cyt bs slouzi jako efektor bez
redoxni role v monooxygenasové reakci. Tento piedpoklad je zalozen na predstavé, ze cyt
bs pomaha pii rozpadu komplexu cytochromu P450 s molekularnim kyslikem na produkty
a cytochrom P450 satomem Zeleza v oxidovaném stavu Fe®*. Navéazani cyt bs na
cytochrom P450 zptsobuje strukturni zmény, které maji vliv na schopnost monooxygenasy
podstoupit redoxni zmény [2]. Pro tento mechanismus sv&d¢i i fakt, ze monooxygenasové
reakce mize ovliviiovat i apo-cyt bs. V nékterych pfipadech mize byt apo-cyt bs stejné
efektivni jako cyt bs [87]. Z tohoto poznatku lze vyvodit, ze cyt bs nemusi prodélavat

redoxni zmény, ani pienaset elektron na cytochrom P450.

1.1.4 NADH:cytochrom bs reduktasa

NADH:cytochrom bs reduktasa (cyt bsR) pienasi elektrony z NADH na cyt bs
[64,65]. Sklada se z C-terminalni hydrofobni domény (3 kDa), ktera protein ukotvuje do
membrany a hydrofilniho segmentu, ktery plni katalytickou funkci [88]. Podle krystalové
struktury katalyticky segment obsahuje dv€ domény: N-termindlni doména vaze
prostetickou skupinu FAD a C-terminalni doména je odpovédna za vazbu redukéniho
¢inidla NADH [89].
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1.2 Vztah struktury a funkce sloZek MFO systému

1.2.1 Protein-proteinové interakce v MFO systému

Proteinové slozky MFO systému mohou vytvaret rizné¢ organizované komplexy.
Cytochrom P450 je schopen vytvaret binarni komplex s CPR i scyt bs. Mozné je
i vytvafeni ternarniho komplexu mezi témito slozkami [2]. Dokonce byla navrhnuta
i moznost, ze se cytochrom P450 podili na vytvareni ternarniho ¢i kvarterniho komplexu
s CPR [90]. Cyt bs vytvaii binarni komplex s NADH:cytochrom bs reduktasou. Studium
protein-proteinovych interakci mize vést k objasnéni tvorby téchto komplexii a k objeveni

komplexti novych.

1.2.1.1 Interakce proteini s membranou

Membréna je velmi dulezitou slozkou MFO systému. Ziejmé fixaci proteint
Vjednom sméru umoziuje vznik organizovanych reakénich komplexd pfi laterdlnim
pohybu proteinli v membrang. Podle n¢kterych ptedstav by mohla membrana slouzit i jako
mozny zdroj hydrofobnich substratii pro cytochromy P450.

CPR je do membrany endoplazmatického retikula zakotvena pomérné¢ malym
hydrofobnim N-termindlnim tusekem (6-10 kDa), ktery sméfuje do Iumen
endoplazmatického retikula [91]. Reduktasa zkracena o N-terminalni konec ztraci
schopnost vazby do membrany a vyskytuje se jako solubilni forma [92-94]. Zkracena
reduktasa muze pfijmout elektrony z NADPH a ptenést je na cytochrom c [46], ale neni
schopna pienést elektrony na cytochrom P450 a redukovat tak atom Zeleza v hemu [95].

Cytochrom P450 je do membrany vazany pomoci N-terminalniho hydrofobniho
konce, ktery sméfuje do lumen endoplazmatického retikula [28,96,97]. Hydrofobni
N-termindlni konec obsahuje specidlni signalni sekvenci, ktera umoZnuje zakotveni
cytochromu P450 do membrany. Signalni sekvence je rozpoznana ‘“signal recognition
particles“ a usmérnéna do membrany. Vlozeni do membrany je zprostfedkovano
translokonem [98,99]. Cytochromy P450 zkracené o N-terminalni hydrofobni usek maji
stejnou nebo snizenou katalytickou aktivitu. Zalezi na druhu cytochromu P450 a na délce
useku, o ktery je cytochrom P450 zkracen [100,101]. Napiiklad zkracena forma krali¢iho
CYP2B4 (A2-27) byla mnohem méné aktivni nez nezkraceny CYP2B4 v oxidaci
benzfetaminu, N,N-dimethylanilinu, nebo 1-fenylethanolu [101]. Zkraceni a modifikace N-
termindlnich useki CYP2E1 a CYP2B4 maji obecné za néasledek zménu umisténi

cytochromu v buiice, a to z membrany do cytosolu [101].
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Cyt bs je do membrany zanoien pomoci C-terminalni kotvy. Otazkou vsak ziistava
struktura membranové kotvy a jeji usporadani v membrané. Byly navrzeny dvé zakladni
moznosti: prvni piedpoklada, ze membranova kotva ve formé a-helixu prochazi celou
membranou az do lumen endoplazmatického retikula [50,102]. Druhd moznost
uptednostiuje vlasenkovité usporadani kotvy, kterd zasahuje jen asi do poloviny sily
membrany, kde se v pozici Proll5 obraci a sméfuje zpét do cytosolu [50,103]. Ob¢

moznosti jsou uvedeny na Obr. 10.
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Obr. 10 MozZnosti usporadani membranové kotvy cyt bs. Prevzato z [104].

Cyt bs je syntetizovan na volnych ribozomech v cytoplazmé a je posttranslaéné
vkladan do membrany endoplazmatického retikula bez ucasti “signal recognition
particles®. Pro vlozeni cyt bs do membrany je dulezity signalni usek deseti AMK na C-
terminalnim konci, ktery nese informaci nezbytnou pro nasmérovani proteinu do
membrany. Zkraceni C-terminalniho konce o 11 a vice AMK vede ke ztraté¢ schopnosti
nasmérovani a ukotveni proteinu do membrany [53]. Prodlouzeni membranové kotvy
o 5 AMK zpisobilo transport proteinu do plazmatické membrany COS bunék.
Membranova kotva je dulezita pro nekteré biologické aktivity cyt bs [105]. Po odstépeni

hydrofobni kotvy je cyt bs stale schopny pfenaset elektrony na solubilni elektronové
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akceptory jako je cytochrom c, ale neni schopny pfenaset elektrony na mikrosomalni

cytochromy P450 [51].

1.2.1.2 Interakce mezi cytochromem P450 a NADPH:cytochrom P450 reduktasou

Cytochrom P450 a NADPH:cytochrom P450 reduktasa nejsou v MFO systému
pfitomny v ekvimolarnim poméru. Cytochrom P450 je pfitomen ve velkém nadbytku
oproti NADPH:cytochrom P450 reduktase. Jejich molarni pomér nelze zcela jednoznacné
urCit, protoze zavisi na aktudlnim stavu indukce cytochromti P450. Uvadi se, Ze
vV membranach endoplazmatického retikula jaterni tkané na jednu molekulu reduktasy
ptipada 10-20 molekul cytochromu P450 [106]. V piipadé indukce cytochromu P450
fenobarbitalem mize byt pomér mezi cytochromem P450 a NADPH:cytochrom P450
reduktasou 30:1 [106,107]. Nadbytek cytochromu P450 vyvolava otazku organizace
proteini v membrané. Protoze cytochrom P450 vytvati komplex s reduktasou v poméru
1:1 [108,109], musi byt reduktasa schopna dodavat elektrony riznym cytochromim P450.
V piipad¢, ze urcity cytochrom P450 ma vys$i afinitu pro asociaci s reduktasou, tak
elektrony budou piednostné pieneseny na tento cytochrom. Pro cytochromy P450, které
jsou méné schopné soutézit o reduktasu, by mél existovat mechanismus, ktery jim téz
umozni piijmout elektrony.

V reakénim cyklu cytochromu P450 je pifenos elektronu na komplex cytochrom
P450-substrat povazovany za rychly, ale vykazuje dvoufazovou kinetiku. Rychly proces je
nasledovan pomalej$im procesem [110]. Peterson a kol. pfisli s konceptem, ktery by mohl
vysvétlovat, jak reduktasa miize dodavat elektrony velkému nadbytku cytochromt P450
a pro¢ je redukce cytochromu P450 dvoufazovy proces [111]. Z jejich vysledku vyplyva,
ze az 70 % cytochromi P450 je redukovéano Vv rychlé fazi. A navrhli, Ze je v membrané
nekolik molekul cytochromu P450 seskupeno kolem jedné molekuly reduktasy. Zbyvajici
molekuly cytochromtt P450 jsou redukovany az v pomalejsi fazi, kdyz pohybem
v membrané dojde k asociaci s reduktasou. Dalsi studie se zabyvaly vlivem poméru
reduktasy a cytochromu P450 na redukci cytochromu P450. A ziskana data nasvédcuji, ze
pfi zvySeni mnoZstvi reduktasy dochazi ke zvySeni rychlostnich konstant pomalé i rychlé
faze, ale mnozstvi redukovaného cytochromu P450 v pomalé fazi zistdva neovlivnéno
[112]. Tyto vysledky jsou v rozporu s piedchozimi, kdy bylo uvazovano, Ze v pomalé fazi
jsou redukovany cytochromy P450, které jsou vzdalenéjsi od reduktasy. Vliv rozlozeni

cytochromil a reduktas v membrané na redukci cytochromtl je pfedmétem dalsiho studia.
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Interakce mezi reduktasou a cytochromem P450 jsou ovlivnény nékolika faktory,
typem cytochromu P450 [113-115], iontovou silou media [114,115] a substratem [116].
Kutvafeni komplexu mezi cytochromem P450 a CPR dochazi na zaklad¢ parovani
elektrickych naboji, hydrofobnich a van der Waalsovych interakci [117,118]. Obecné
spolu interaguji pozitivné nabité aminokyselinové zbytky (Arg a Lys) na proximalni strané
cytochromu P450 s negativné nabitymi aminokyselinovymi zbytky (Asp a Glu) na CPR.
Useky na CPR obsahujici Asp207-Asp208-Asp209 a Glu213-Glu214-Asp215 jsou
pravdépodobné odpovédné za interakci s cytochromem P450 [119]. Modifikaci prvniho
Klastru, konkrétné¢ vyménou Asp208 za asparagin, dochazi ke sniZeni Kcye pro cytochrom
P450, ale nedochdzi k poklesu redukce cytochromu c. Modifikaci v druhém tuseku klesa
specificka aktivita pro redukci cytochromu ¢ bez ovlivnéni demethylace benzfetaminu,
kterou katalyzuje cytochrom P450 [119,120].

Dale cytochrom P450 vytvaii dipdl s pozitivnim nabojem na proximalni strané
proteinu, kde je hem nejblize k povrchu molekuly (Obr. 11). Tato ¢ast cytochromu P450 se
zda byt nejvhodnéj$im mistem pro pienos elektront z CPR [121].

Hydrofobni sily, ke kterym pfispivaji nepolarni aminokyseliny (Leu, Trp a Val),
mohou byt zodpovédné za prtiblizeni dvou proteini blizko sebe, aby mohlo dojit k pienosu

elektronu [122].

membranova
kotva

- s

Obr. 11 Interakce mezi cytochromem P450 a NADPH:cytochrom P450 reduktasou.
Prevzato a upraveno z [44].

Interakce mezi CYP2B4 a NADPH:cytochrom P450 reduktasou

Interakce CYP2B4 a CPR byly pfedmétem mnoha studii. Byly identifikovany
bazické aminokyselinové zbytky na proximdlnim povrchu CYP2B4, které interaguji
s kyselymi zbytky na CPR. Strobel a kol. chemicky modifikovali 8 Lys v molekule
CYP2B1 (85% homologie s CYP2B4) a aktivita CYP2B1 poklesla o 95% [123,124].
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Kuriyama a kol. cilenou mutagenezi nahradili siln¢ konzervované Lys a zaznamenali 2-4X
snizenou schopnost vazat CPR. Nékteré z téchto zbytkti odpovidaji Arg422, Lys433,
Lys443 na proximalnim povrchu CYP2B4 [125]. Bridges a kol. identifikovali vazebné
misto na CYP2B4 pro CRP pomoci homologniho modelovéani a cilené mutageneze. Za
vazbu CPR jsou pravdépodobné odpovédné aminokyselinové zbytky: Argl22, Argl?26,
Arg133, Phel35, Met137, Lys139, Lys433, Arg422 a Arg443 (Obr. 12). Vsechny, kromé
Lys433, se vyskytuji na proximalnim povrchu CYP2B4 blizko hemu a jejich nahrazenim

alaninem byla snizena schopnost vazat CPR [31].

Obr. 12 Vazebné misto cytochromu P450 2B4 pro NADPH:cytochrom P450
reduktasu. Hem a cysteinovy ligand jsou oznaceny cervené; K-Lys, R-Arg, F-Phe, M-Met.
Prevzato z [31].

Krystalova struktura CPR byla uréena v konformaci vhodné pro ptenos elektront
mezi flaviny, ve které jsou oba flaviny spojené [46]. Bylo navrhnuto, Ze flavinové domény
musi byt oddélené, aby se FMN-vazebna doména mohla zakotvit v cytochromu P450. Pro
podporu toho navrhu byla pfipravena mutantni CPR, ve které byla odstranéna ctvrta
aminokyselina ve spojovacim tseku mezi FMN-vazebnou doménou a zbytkem proteinu. U
této mutantni CPR byly uréeny tfi konformace, ve kterych byly flaviny vzdaleny 30 — 60 A
[126]. Lze ptedpokladat, Ze nemutovana CPR prodélava stejné konformacni zmény
Vv pribéhu pienosu elektronu z FAD na redoxni partnery [19]. Model komplexu CYP2B4
s otevienou konformaci CPR je uveden na Obr. 13, str. 30.
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P450 2B4

Obr. 13 Model komplexu cytochromu CYP2B4-CPR v membrané. CPR je v oteviené
konformaci. Prevzato a upraveno z [19].

1.2.1.3 Interakce cytochromu P450 s cytochromem bs

Do interakci mezi cytochromem P450 a cyt bs jsou zapojeny negativné nabité
karboxylové skupiny na cyt bs a pozitivné nabité skupiny na cytochromu P450. Dale se
interakci ucastni hydrofobni usek, ktery se vaze ke komplementarnimu povrchu na

cytochromu P450 [127].

Interakce mezi cytochromem P450 2B4 a cytochromem bs

Vazebné misto pro cyt bs na CYP2B4 bylo charakterizovano stejné jako v pripadé
s CPR [31]. Bridges a kol. navrhli, Ze se na vazbé cyt bs pravdépodobné podileji stejné
aminokyselinové zbytky jako pii vazbé CPR s vyjimkou Argd22 a Arg443 (kap. 1.2.1.2).
Aminokyselinové zbytky jsou lokalizovany na proximélnim povrchu CYP2B4 blizko
hemového ligandu Cys436 (Obr. 14, str. 31). VSechny aminokyselinové zbytky, kromé
Lys433, se vyskytuji bud’ v C nebo C* helixu nebo ve smycce na konci téchto helixd.
Lys433 je lokalizovan v B-vyduti. Tato studie naznacuje, ze se vazebna mista pro CPR a

cyt bs piekryvaji, ale cyt bs a CPR nemohou byt navazany soucasné.
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Obr. 14 Vazebné misto na CYP2B4 pro cytochrom bs. Hem a cysteinovy ligand jsou
oznaceny cervene; K-Lys, R-Arg, F-Phe, M-Met. Prevzato z [31].

Vazba bude zaviset na relativni afinit¢ jednotlivych redoxnich partnertt pro
cytochrom P450 [30,31]. Piekryvajici se mista, ktera nejsou identickd, byla zjisténa
I v dal$ich pracich [19,29,30]. Tamburini a Schenkman naopak navrhli, ze se vazebna
mista pro CPR a cyt bs nepiekryvaji a jsou oddélena. V jejich praci nebyly identifikovany
interagujici aminokyseliny, ale bylo prokazano, ze se Ky pro CPR nelisily v pfitomnosti
kovalentniho komplexu CYP2B4-cyt bs, nebo v ptitomnosti pouze CYP2B4 [128].

Z dat ziskanych cilenou mutagenezi byly namodelovany komplexy mezi CYP2B4
a cyt bs, které jsou znazornény na Obr. 15 a Obr. 16, str. 32. V modelech jsou v kontaktu
Val66 a Asp65 cyt bs a Argl26, Lys433 a Argl22 CYP2BA4.

COOH

Obr. 15 Model komplexu cytochrom P450 2B4-cytochrom bs vazany do membrany.
V-Val, D-Asp, R-Arg, K-Lys. Prevzato a upraveno z [30]
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Obr. 16 Model komplexu cytochrom P450 2B4-cytochrom bs. K-Lys, R-Arg, M-Met, D-
Asp, V-Val. Prevzato a upraveno z [30].

1.2.1.4 Interakce mezi NADH:cytochrom bs reduktasou a cytochromem bs

Strittmatter navrhl, ze interakce mezi NADH:cytochrom bs reduktasou (cyt bsR)
a cyt bs zahrnuji elektrostatické interakce mezi pozitivn¢é a negativné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky. Konkrétnéji interakce zahrnuji nébojové parovani mezi
3 lysinovymi zbytky cyt bsR a fadou karboxylovych skupin kolem okraje hemu. Lys41
interaguje s Glu52 a/nebo GIu60 cyt bs a Lys125 s Glu47 a/nebo Glu48 cyt bs. A Lys163
interaguje pravdépodobné s propionylovou skupinou hemu [129]. Ugast téchto lysinovych
zbytkli byla potvrzena v dal§i praci, kdy v pfipadé nahrazeni lysinovych zbytkli byla
snizena Kea/Km Vv porovnani s divokym typem cyt bs [130]. Dale Bando a kol. zjistili, Ze
jsou mozné interakce mezi Glu56 cyt bs a Lys163 cyt bsR a Asp60 cyt bs a Lys162 cyt bsR
[131]. Nejnovéji bylo zjisténo, Ze se interakci mohou tcastnit i bazické aminokyseliny
Arg9l, Argl42 a Lys294 na cyt bsR. Arg91l interaguje s Asp66 a Glu69 cyt bs, Argl42
siln¢ interaguje s Glu59 a Asp60 cyt bs a Lys294 muze interagovat s Glu37, Glu38, Glu43
a Glu48 cyt bs.

1.2.1.5 Interakce mezi cytochromy P450

Zékladni charakteristikou eukaryotickych cytochrom P450 je jejich tendence se
shlukovat, ktera je z velké casti pfipisovana hydrofobni povaze membranovych regiont.
Cytochromy P450 jsou schopné vytvafet agregaty v roztoku, membrané, rekonstituovaném

systému i v buné¢nych systémech [132].
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Data ziskana analytickou centrifugaci [133,134], gelovou filtra¢ni chromatografii
[116,135-137] a elektronovou mikroskopii [134,136] indikuji, ze kralici CYP2B4
a CYP1A2 existuji v roztoku jako hexamery az nonamery. Pouzitim riznych detergentt
pro solubilizace homomernich komplext cytochromu P450 bylo zjisténo, ze v agregaci
enzymil jsou zapojeny hydrofobni a elektrostatické sily. Neiontové detergenty jsou
schopné komplexy degradovat na dimery a ke kompletni solubilizaci je zapotiebi silny
amfipaticky detergent jako je dodecylsulfat sodny [133,135-138]. Po odstépeni N-
terminalni sekvence CYP2EL [139], CYP2B4 [101,140], CYP1A2 [141] a CYP2C3 [142]
stale vytvareji agregaty a asociuji S lipidovou membranou, ale maji mirn€¢ snizené
katalytické schopnosti.
studiich rota¢ni pohyblivosti bylo zjisténo, Ze je ¢ast cytochromu P450 imobilizovana
[143,144]. Cytochrom P450 v imobilizovaném stavu je pravdépodobné dusledkem
vytvareni velkych agregati cytochromu P450. Procento imobilizovaného cytochromu P450
je ovlivnéno slozenim lipidd, teplotou a relativnim pomérem lipid/protein. Pii poméru
lipid/cytochrom P450 1:1 (w/w) je pfiblizné¢ 35 % cytochromu P450 imobilizovano.
Zvysenim poméru na 10:1 a 30:1 klesa mnozstvi imobilizovaného cytochromu P450 na
7 % a 0 %. Velké mnozstvi imobilizovaného cytochromu P450 pii poméru 1:1 je
pravdépodobné v disledku vysoké koncentrace membranovych proteind [144]. Zajimavé
je, ze stupen imobilizace cytochromu P450 je snizen pfidanim CPR [143] nebo cyt bs
[145]. To mtze znamenat, ze cyt bs @ CPR jsou schopny narusit agregaci cytochromu P450
V membrangé.

Rekonstituce protein v membrané je problematickd vzhledem k mnozstvi
inkorporovanych proteini do membrany. Byly navrzeny metody, které umoziuji
inkorporaci proteinlt ve velkém mnoZstvi. Jsou zaloZzeny na solubilizaci proteinu
s detergentem a nasledném odstranéni detergentu dialyzou, gelovou filtraci nebo adsorpci
[146-148]. Pomoci jedné z téchto metod bylo prokazano, Ze jeden cytochrom P450 nejen
ovlivituje funkci druhého, ale také, ze tyto cytochromy P450 tvoii heteromerni komplexy
vV membran¢ [149].

V bunce bylo metodami FRET [150] a BiFC [151] prokazano, ze krali¢i CYP2C2
a CYP2C1 dokazou samy asociovat, kdyz jsou exprimovany v endoplazmatické retikulu.

Ptitomnost jednoho typu cytochromu P450 v systému muize vést k ovlivnéni funkce

jiného cytochromu P450 a mira ovlivnéni mize byt zavisla na pfitomnosti substratu [152].
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Byly sestaveny tfi modely, podle kterych by mohly fyzikalni interakce mezi cytochromy
P450 ovliviovat interakce funk¢ni.

Prvni model ptedpoklada, ze cytochromy P450 nevytvari komplex, ale soutézi
o omezené mnozstvi CPR [132]. V souladu s timto modelem je studie, ve které CYP2A6
soutézi o CPR s CYP2E1 [153].

Druhy model navrhuje tvorbu komplexii mezi dvéma cytochromy P450, pficemz
nastava konformacéni zména, ktera ovliviiuje relativni schopnost cytochromu P450 vazat se
na CPR [132]. Tento model byl vyuzit v praci, ktera se zabyvala interakci mezi CYP1A2
a CYP2B4. 7-pentoxyresorufin-O-dealkylacni aktivita CYP2B4 byla vyrazn¢ inhibovana
v ptitomnosti CYP1A2, zatimco 7-ethoxyresorufin-O-dealkyla¢ni aktivita CYP1A2 byla
synergicky stimulovéana pfitomnosti CYP2B4. Matematickym modelovanim vychézejicim
z kinetickych méfeni byla ziskdna data odpovidajici utvofeni komplexu CYP1A2-
CYP2B4, ve kterém vykazuje CYP1A dramatické zvyseni afinity k CPR [154].

Tteti model predpoklada, ze tvorba komplexu mezi cytochromy P450 ovliviluje
rychlost, s kterou je substrat pfeménovan, aniz by byla ovlivnéna schopnost cytochromu
P450 vazat se na CPR. Ve shodé¢ stimto modelem je prace, ve které byly zkoumany
funk¢ni interakce S5 lidskych cytochromi P450 (CYP1AL, CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9,
CYP2D6 a CYP2E1l). V této praci bylo zjisténo, Zze CYP3A4 zprostiedkovany
metabolismus testosteronu je stimulovan, kdyZ je enzym rekonstituovan bud’ s CYP1Al
nebo CYP1A2, ale neni ovlivnén v rekonstituovaném systému s CYP2C9, CYP2D6 nebo
CYP2E1 [155]. V rekonstituovaném systému bylo dostate¢né mnozstvi reduktasy pro
asociaci se vSemi cytochromy P450, a proto jsou vysledky v souladu s tim, ze komplex

P450-P450 méni ucinnost pifemény substratu [132].

1.2.2 Metody pro zjiStovani protein-proteinovy interakci

Pro studium protein-proteinovych interakci existuje cela fada metod. Metody se daji
rozdélit do dvou zakladnich skupin: metody, kdy reaguje “zareni s hmotou®, a metody, kdy
reaguje “hmota s hmotou“. Do prvni skupiny metod patii napiiklad NMR, UV/VIS
spektrometrie, fluorimetrické techniky. A do druhé skupiny se daji napiiklad zatadit
chemické modifikacni metody (sitovani) nebo cilendA mutageneze (,Site directed

mutagenesi”!).

34



Uvod

1.2.2.1 Sitovaci techniky

Sitovacimi technikami lze fixovat docasné funkéni komplexy, které vznikaji
v prib¢hu katalyzy MFO systémem. Po propojeni ¢asti komplext lze komplex rozstépit
vhodnymi peptidasami a vzniklé fragmenty charakterizovat hmotnostni spektrometrii.
Timto postupem lze vytvofit model bindrniho komplexu a definovat aminokyseliny, které
jsou soucasti interakénich povrchi a hraji dilezitou roli pfi tvorbé komplexu.

Sitovani (,,crosslinking®) je proces, pii kterém jsou propojeny dvé a vice molekul

kovalentni vazbou. Pro propojeni molekul je zapotiebi sitovaciho ¢inidla (,,crosslinkers*) [156].

1.2.2.2 Sitovaci ¢inidla

Sitovaci ¢inidlo musi spliiovat urcité pozadavky: musi byt stabilni a poskytovat
stabilni spojeni. Nemélo by zplsobovat rozsdhlou denaturaci proteinti. Miuze byt
disociabilni, coz znamen4, Ze by se mél dat vznikly komplex rozlozit. Nesmi byt ptilis
reaktivni, aby nezreagovalo diive, nez se dostane do mista urceni. Fotoaktivovatelna
¢inidla musi byt aktivovatelnd svétlem vinové délky, které zavazné neposkozuje
biomakromolekuly. Celkem bezpetné je svétlo vlnovych délek vysSich nez 300 nm.
Fotolabilni skupina by v této oblasti méla mit vyraznd absorpéni maxima garantujici
dostate¢nou tucinnost fotolyzy pti relativné nizkych vykonech svételnych zdroju.
Intermedidty vznikajici fotolyzou by mély byt vysoce reaktivni S minimalni selektivitou.
Dtlezité je i to, aby tyto intermediaty nepodléhaly pfesmykiim na méné reaktivni derivaty
[157].

Sitovaci ¢inidla mohou byt bud® homobifunkéni nebo heterobifunkéni.
Homobifunkéni Cinidla maji dvé identické reaktivni skupiny a cCasto jsou pouzivany
Kk propojeni proteinti v jednom kroku. Heterobifunk¢ni ¢inidla maji dvé rozdilné reaktivni
skupiny, které umoznuji propojeni ve dvou krocich a poméhaji minimalizovat neZadouci
polymerace nebo zreagovani Cinidla sama se sebou. Sitovaci Cinidla obsahuji reaktivni
skupiny, které jsou schopné reagovat se specifickymi skupinami na proteinech. Mezi
specifické skupiny na proteinech patii zejména: primarni aminoskupina (-NH,), thiolova
skupina (-SH), karboxylova skupina (-COOH) a karbonylova skupina (-CHO) v pfipad¢
navazaného sacharidu na protein. Reaktivni skupiny na sitovacich cinidlech jsou
nasledujici: pro karboxylovou skupinu karbodiimid, pro karbonylovou skupinu hydrazin,
pro thiolovu maleimid nebo pyridyldisulfid a pro aminoskupinu napiiklad iminoester.
KdyZ nejsou znamy specifické skupiny na proteinu nebo jiné biomakromolekule, je vhodné

pouzit nespecifické reaktivni skupiny, diaziriny a aryl azidy [156,158]. Diaziriny a aryl
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azidy patii mezi fotoaktivovatelna Cinidla. Jsou to chemicky celkem stabilni slouceniny,
které se stavaji reaktivni az po aktivaci UV zafenim. Jsou vhodné pro studium protein-
proteinovych interakci, protoze se daji aktivovat az po vytvofeni komplexu mezi proteiny.
Diaziriny jsou oproti aryl azidim stabilnéjsi a daji se aktivovat vys$imi vlnovymi délkami

(330-370 nm), coz zamezuje moznému poskozeni biomakromolekul [156].

1.2.2.3 Priprava a pouZziti fotoaktivovatelnych proteinii (foto-sitovani)

Foto-chemické sitovani miize byt pouzito ke kovalentnimu zafixovani interakci
proteinovych komplexti. Hlavni vyhodou foto-sitovani je moznost sitovani uvnitt zijicich
bunck a vétsi specificnost ,,zesiténi* z divodu kratké zivotnosti excitovanych intermediati.
Pro foto-sitovani je potieba zavést fotoaktivovatelnou skupinu do proteinu. Moznosti
zavedeni této skupiny je inkorporace modifikované aminokyseliny do proteinu béhem
exprese proteinu. Inkorporace modifikovanych aminokyselin do proteinu bez modifikace
transla¢niho aparatu jsou vzacné [159] a obvykle omezené na bakterie. A mnoho z nich je
zalozeno na ¢astecné promiskuité methionin-tRNA synthetasy (MetRS) [160,161]. Dalsi
aminoacyl-tRNA synthetasy (aaRSs) jsou vice selektivni, a proto nahrazeni pfirozenych
aminokyselin je omezeno na ptipady, které se tykaji aminokyselin jako jsou fluorované
derivaty leucinu, fenylalaninu a tryptofanu [162]. Tato metoda nepotiebuje specialné
upravené aminoacyl-tRNA synthetasy ani tRNA. Coz lze vyuzit k inkorporaci
fotoaktivovatelnych derivati aminokyselin, leucinu a methioninu, do proteinu
eukaryotickou buiikou [163]. Byly pfipraveny dvé modifikované aminokyseliny, L-foto-
methionin (fMet) a L-foto-leucin [163]. Tyto aminokyseliny jsou strukturné velice
podobné L-methioninu a L-leucinu (Obr. 17).

COOH COOH
fLeu NH, NH, Leu
N
Il
N
COOH COOH
fMet NH, 27 NH, Met
N
Il S
N \

Obr. 17 Struktury p¥irozenych AMK a fotoaktivovatelnych AMK. fMet — L-foto-
methionin, fLeu — L-foto-Leucin
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Ob¢ fotoaktivovatelné aminokyseliny (fAMK) obsahuji diazirinovy kruh, ze
kterého se po fotoaktivaci UV zafenim odstépi molekula dusiku a vznika vysoce reaktivni
karbeniovy bi-radikal. Karbeniovy bi-radikal mize vytvaret kovalentni vazbu s blizkym
aminokyselinovym fetézcem druhého proteinu nebo jinou molekulou.

Fotoaktvivovatelné proteiny by mohly byt vhodnym néstrojem pro studium protein-
proteinovych interakci vramci MFO systému. V této praci je zkouSena moZzZnost
inkorporace foto-methioninu do cyt bs a jeho nasledné pouziti pro sitovani s CYP2B4.
Vzniklé kovalentni komplexy a interagujici aminokyseliny lze identifikovat hmotnostni

spektrometrii. Schéma sitovani mezi cyt bs a CYP2B4 je zobrazeno na Obr. 18.

rekonstituce cyt b5 a CYP2B4
v artificialni membrané

Obr. 18 Schéma sit'ovani mezi cyt bs a CYP2B4. fMet — L-foto-methionin

Cyt bs obsahuje 3 methioniny v hydrofobni kotvé a spojovacim useku, ¢tvrty
methionin je odstépovan béhem exprese (Obr. 19). Vzhledem k vyskytu methionint
Vv proteinu, lze touto metodou mapovat interakce proteinii ve fosfolipidové membrané
a jejim okoli.

1 (M) AAQSDKDVKYYTLEEIKKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHST
71 D ARELSKTFIIGELHPDDRSKLSKPMETLITTVDSNSSWWINWVIPAISALIVALMYRLYMADD

Obr. 19 Aminokyselinova sekvence Kkrali¢iho cytochromu bs S vyznacenymi
methioniny. Cerné je vyznacena katalyticka doména, modre spojovaci doména a cervené
hydrofobni kotva proteinu.

Pti ptipravé fotoaktivovatelnych proteinli je nezbytné exprimovat proteiny
v limitnim mediu, které neobsahuje esencialni aminokyseliny (L-methionin a L-leucin).
V piipad¢ ptitomnosti L-methioninu a L-leucinu dochazi ke kompetici mezi esencialnimi
aminokyselinami a fAMK a snizuje se mira inkorporace fAMK. Nevyhodou exprese
proteinti v limitnim mediu je pokles biosyntézy oproti expresi V kompletnim ristovém

mediu [163].
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2. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo pfipravit analog rekombinantniho cytochromu bs
obsahujici fotoaktivovatelnou aminokyselinu, L-foto-methionin, misto pfirodniho
methioninu, a ovéfit vhodnost tohoto analogu pro mapovani protein-proteinovych interakci
jednotlivych reakcénich partnerit v MFO systému.

K dosaZzeni tohoto cile bylo nutné splnit fadu dil¢ich ukolt:

e vypracovat podminky exprese cytochromu bsVv E. coli

e optimalizovat inkorporace L-foto-methioninu do cytochromu bs Vv expresnim
systému

e zajistit produkci a purifikaci cytochromu bs s vysokym obsahem hemu

e aplikaci purifika¢niho protokolu pfipravit cytochrom bs S inkorporovanym L-foto-
methioninem

e 0Vefit fotoreaktivitu pripraveného foto-cytochromu bsv systému s CYP2B4

e provést identifikaci vzniklych kovalentni komplexii cytochromu bs s CYP2B4
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3. Material a metody

3.1 Pouzity material a chemikalie

BIO-RAD, USA
hydroxylapatit

Biotium inc., USA
GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain

Fermentas, Kanada
SpectraTM multicolor broad range — barevny standard pro elektroforézu a metodu
,»Western blotting™; 2-Log DNA marker

Fluka, Svycarsko
akrylamid; dodecylsulfat sodny (SDS); 2-merkaptoethanol; N,N-methylen-bis-akrylamid
(BIS); tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS); lysozym z vaje¢ného bilku

Invitrogen, USA
agarosa

Lachema Brno / Lachner, Ceska republika

KH,PO,4; EDTANa; (chelaton 3); glycerol; ethanol; methanol; kyselina octova; NaHCO3;
Na,COs; vinan sodny; CuS04.5H,0; KCI; octan sodny; NayS;04; bromfenolova modf;
Nap,HPO,4.12H,0; NaH,PO4.2H,0; NaOH; KOH; NaCl; persiran amonny

Linde, Ceska republika
dusik (g); dusik (1); oxid uhelnaty (g)

Millipore Corp., USA
Immobilon™ - P transfer membrane (PVDF) — membrana pro metodu ,,Western blotting*

New England Biolabs, USA

restrikéni endonukleasy Hind I1I a Ncol

PAA, Rakousko
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
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Pierce Biotechnology, USA
L-foto-methionin (L-Photo-Methionine)

Pharmacia, Svédsko
DEAE-Sepharosa CL6B

Reanal Budapest’, Mad’arsko
glycin

Roche Diagnostic, Némecko

tablety proteasovych inhibitorti (Complete mini protease inhibitor)

Serva, Némecko
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED);,
triton X-100; ampicilin

Sevapharma, a.s, Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA

Luria broth (LB medium); Luria agar; Terrific broth (modified); isopropylthio-B-D-
galaktosid (IPTG); Brij 35; 4,4’-dikarboxy-2,2"-bicinchoninova kyselina (BCA); cholat
sodny; ds-methyl-L-methionin; hemin chlorid; Reactive Red 120—Agarose; sekundarni
krali¢i protilatka IgG proti slepi¢i IgY s navazanou alkalickou fosfatasou; BCIP®/NBT
Alkaline Phosphatase Substrate — tablety se substratem pro alkalickou fosfatasu;
,,SigmaMarkerTM Wide range“ - proteinové standardy pro polyakrylamidovou gelovou

elektroforézu v prostiedi SDS; sodna sul 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonové
kyseliny (HEPES); Tergitol NP-10

Stratagene, USA
bakterialni kmen E. coli BL-21 (DE3) Gold

Thermo Scientific, USA
DMEM-LM (Dulbecco's Modified Eagle's Limiting Medium)

Whatman, USA
chromatograficky papir €. 3
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Dalsi material:

e plazmid pET-22b s vloZzenym genem pro krali¢i jaterni cyt bs byl pfipraven na katedie
biochemie PfF UK RNDr. Vérou Cernou, PhD

e plazmid pLWO01 s genem pro krali¢i CYP2B4 byl darovan Prof. Lucy Waskell
z University of Michigan

e Dbakterialni kmen E. coli DHS5a byl ziskdn od RNDr. Marka Ingra, PhD

e slepici protilatka proti CYP2B4 byla izolovana Prof. Petrem Hodkem

3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy:
40 SM-200A (Pesa), HM-200 (A&D Instruments LTD)

Piedvazky:
440-35-N (Kern), EW 600-2M (Kern), EK-600H (A&D Instruments LTD)

Centrifugy:
Beckman LE-80K (Beckman Coulter), Eppendorf 5415 D/R (Eppendorf), Janetzki K70D
(MLW), Beckman Allegra X-22R (Beckman Coulter), stolni minicentrifuga (Labnet),

stolni minicentrifuga Gilson (GmC Lab)

Vodni lazné:
Julabo TW2 (Biotech), Julabo TW8 (Biotech), GFL 1092 (MERCI) — tiepaci

Spektrofotometry:
Spectromom 195D (MOM Budapest), Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena), Specord M40 (Carl
Zeiss, Jena), Diod Array 8453 (Hewlett-Packard), Helios o (Thermo Spectronic)

Inkubatory:
IR 1500 Automatic CO, Incubator (Flow Laboratories), ORBI-SAFE TS Net Wise
(Gallenkamp)

Elektroforeticka aparatura:
MiniVE Vertical (Amersham Biosciences), MSMINI 10-Multi Sub Mini (Uvitec)

Zdroj pro elektroforézu:

EPS 301 Electrophoresis Power Supply (Amersham Pharmacia Biotech)
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DalSi pristroje:

fluorimetr Luminiscence Spectrometer LS-55 (Perkin Elmer), MS 1 Minishaker (Schoeller
Pharma), pH metr model 370 (Ati Orion), magnetické michatky HM 2A (Laboratorni
pfistroje Praha) a KMO2 basic (IKA), orbitalni tfepacka IKA Yellow line OS2 basic
(IKA), sbéra¢ frakci BioLogic BioFrac (BIO-RAD) a sbéra¢ frakci model 2128 (BIO-
RAD), peristalticka pumpa PP 05 (Laboratorni pfistroje Praha), ultrafiltra¢ni cela
(Amicon), drti¢ ledu Solid, homogenizator dle Pottera a Elvehjema, ultrazvukova sonda
Sonopuls HD 3100 (Bandelin), sonikator ELMAsonic E 30 H (P-Lab) bezdotykovy kahan
Gasprofi2 SCS (VLD-TEC), laminarni box BIO 126 (Labox), autoklav Varioklav 400
(H+P Labortechnik), automatické pipety BIOHIT a Nichipet EX (Nichiryo), pfistroj pro
produkci ultracisté vody Simplicity 185 (Millipore), transluminator Dark Reader (Clare
Chemical Research), ohtiva¢ blokit LS1 (WLM GmbH), vakuovy rotacni koncentrator
DNA Speed Vac DNA110 (Savant)

3.3 Metody

3.3.1 Analytické metody

3.3.1.1 Stanoveni koncentrace proteini metodou BCA

Koncentrace proteinti byla uréovana metodou podle Wiechelmana a spol. [164], ve
které je vyuzivana schopnost postrannich skupin nékterych aminokyselin redukovat
méd’naté ionty pritomné v ¢inidle na ionty méd’né. Méd'né ionty jsou nésledné chelatovany
4,4’-dikarboxy-2,2"-bicinchoninovou kyselinou (BCA) za vzniku modro-fialového
komplexu, ktery se da stanovit spektrofotometricky pifi vlnové délce 562 nm. Intenzita
zbarveni je pfimo imérna koncentraci proteinu v roztoku.

Cinidlo potiebné pro stanoveni koncentrace proteinu (V = 30 ml) bylo pfipraveno
rozpusténim 0,3 g BCA ve 29,4 ml roztoku A (0,4 % NaOH; 0,95 % NaHCOs;; 2 %
Na,C0O3.H20; 0,16 % vinan sodny; pH 11,25). Po rozpusténi BCA bylo pfidano 0,6 ml
roztoku B (4 % CuS0,4.5H,0 v destilované vod¢). Koncentrace BCA byla v ¢inidle 1 %
(w/v). Cinidlo bylo pfipraveno tésné pred pfidanim ke standardtim a vzorkam.

Do plastovych mikrozkumavek (1,5 ml) bylo pipetovano 20 pl vzorku a 980 ul
¢inidla. Pro sestrojeni kalibracni kiivky bylo do mikrozkumavek pipetovano 20 pl
standardu BSA o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8, 1,0 a 1,3 mg/ml a ptidano
980 ul c¢inidla. Vzorky, u kterych méla byt stanovena koncentrace, byly nafedény

destilovanou vodou. Standardy byly stanovovany v duplikatech. Referentni vzorky
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a vzorky sneznamymi koncentracemi v triplikatech. Po pfidani c¢inidla byly vzorky
promichany a inkubovany 60 min pfi teplot¢ 60 °C v inkubdtoru Julambo TWS. Po
inkubaci byla zmétfena absorbance standardi a vzorkd pifi 562 nm proti referentnimu
vzorku, ktery obsahoval 20 ul destilované vody a 980 ul ¢inidla. Z naméfenych hodnot
byla sestrojena kalibra¢ni kiivka. Z regresni rovnice kalibra¢ni pfimky byla vypoctena
koncentrace proteinu ve vzorcich. Vypoctené hodnoty byly nasledné zprimeérovany.
Me¢éieni bylo provadéno na spektrofotometru Spektromom 195D v kyveté o optické draze

1cm.

3.3.1.2 Stanoveni koncentrace foto-cytochromu bs z absolutniho spektra

Cyt bs diky navazanému hemu vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce
413 nm. Pfi vlnové délce 280 nm absorbuje cyt bs i apo-cyt bs. Koncentrace cyt bs a apo-
cyt bs byla stanovena z absolutniho absorpéniho spektra s pouZzitim molarnich absorp¢nich
koeficientti: 413 = 117 dm?®-mmol ™" -cm™ [165,166] a e = 29,45 dm®-mmol ™" -cm™
[167].

Koncentrace byly pocitany podle nésledujicich vzorct:

Co0 = @ ‘fedéni-1000  [umol -dm?]
250"

A . —
Carz = Puss ™Aoo qeni 1000 [umol - dm 2]

€413°

kde 280 @ C413 jsou koncentrace proteinti nebo cyt bs pii vinové délce absorpéniho maxima
(x nm) [ pmol - dm™], A absorbance pii vinové délce x nm, &, molarni absorpéni koeficient

pii vinové délce x nm [dm® -mmol ™ -cm™] a | optick4 drdha [cm].

3.3.1.3 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Tato metoda vyuzivd charakteristické absorpce komplexu cytochromu P450
v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm [7].

Do plastové mikrozkumavky o objemu 2 ml byl odméfen vzorek a zfedén
fosfatovym pufrem (0,1 M K/POy4; 2% glycerol (v/v); pH 7,5) do 2 ml. Vzorek byl
promichan a redukovan pfidanim 2 mg dithioni¢itanu sodného. Roztok byl promichan
a rozdélen do dvou kyvet o optické drdze 1 cm a na dvoupaprskovém spektrofotometru
Specord M40 byla prométena zakladni linie v rozmezi 402 — 490 nm. Vzorkova kyveta
byla probublana slabym proudem oxidu uhelnat¢ho po dobu 45 sa nasledné¢ bylo

promé&feno diferencni spektrum.
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Koncentrace cytochromu P450 byla vypoctena podle néasledujiciho vztahu:

A —_
Coo = “ZO—ASOO ‘tedéni  [ymol -dm]
490

kde Cpaso je koncentrace cytochromu P450 [pmol -dm™], A, absorbance pii vlnové délce

X NM, epaso molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (¢ = 0,091 umol ™ -dm®-cm™)

a | opticka draha [cm].

3.3.1.4 Stanoveni aktivity CYP2B4

7-pentoxyresorufin-O-dealkyla¢ni (PROD) aktivita byla pouzita jako ,,markerova‘
reakce pro stanoveni aktivity CYP2B4. O-dealkyla¢ni aktivita CYPB4 byla méfena
Vv rekonstituovaném systému, ktery byl ptipraven z artificidlni membrany tvotené liposomy
(DLPC, dilauroylfosfatidylcholin), NADPH:CYP reduktasy a CYP2B4.

Slozeni rekonstituovaného systému:

e 100 pmol CYP2B4

e 100 pmol NADPH:CYP reduktasy

e 0,05 mg/ml CHAPS (0,5 mg/ml v pufru HEPES)

e 1 mg/ml DLPC (5mg/ml v chloroformu)

e 3 mM glutathion (30 mM zasobni roztok v H,0)

e 50 mM HEPES (500 mM zasobni roztok v H,O; pH 7,4)

Nejdiive bylo do sklenénych zkumavek odméfeno 20 pl roztoku DLPC
Vv chloroformu o koncentraci 5 mg/ml. Roztok byl odpaten pod atmosférou dusiku, aby se
na sténach a na dné¢ vytvorila vrstvicka lipidd. Déle bylo do zkumavky ptidano 10 pl
roztoku HEPES/CHAPS, 10 pl glutathionu (30 mM) a objem byl doplnén takovym
mnozstvim dHO, aby vysledny objem s pozdé&ji pfidanym CYP2B4 a NADPH:CYP
reduktasou byl 100 pl. Smés byla sonikovana 2 x 3 min pro vytvofeni liposomi a byly do
ni ptidany CYP2B4 (200 pmol) a NADPH:CYP reduktasa (200 pmol). Nésledn€ byla smés
inkubovana 10 min pfi laboratorni teplot¢ na orbitalni tfepacce (IKA Yellow line OS2
basic).

Do dvou plastovych mikrozkumavek bylo odméfeno 450 pl fosfatového pufru
(100 mM K/PO4; pH 7,4). Do kazdé mikrozkumavky bylo dale pifidano 50 pl
rekonstituovaného systému a 5,62 ul 7-pentoxyresorufinu (0,2 mM zasobni roztok
Vv methanolu). Smési byly inkubovany 2 min za laboratorni teploty. Z kazdé inkubacni

smési byly pfemistény alikvoty (150 pl) do tii jamek 96-ti jamkové desticky. Do jedné ze
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tii jamek bylo ptfidano 8,5 ul fosfdtového pufru (blank) a do dvou zbylych bylo ptidano
8,5 ul 10 mM NADPH. Pfidanim NADPH byla reakce iniciovana. Bezprostfedn¢ poté byla
méiena fluorescence vzniklého resorufinu na fluorimetru (Luminiscence Spectrometer
Perkin Elmer LS-55) v programu FL WinLab™ Software. Pro méfeni byla pouZita
excitaéni vlnova délka 530 nm a emisni vlnova délka 580 nm. Mnozstvi vzniklého
resorufinu bylo odecteno z kalibracni kiivky, kterd byla sestavena pomoci roztokl, ve
kterych bylo 1,875; 3,75; 7,5; 15,0; 22,5; 30,0; 45,0 a 60,0 pmol resorufinu na jamku.
K piiprave roztokl byl pouzit zasobni roztok resorufinu (10 uM v methanolu), ktery byl na

vysledné koncentrace fedén fosfatovym pufrem (100 mM K/POy; pH 7,4).
3.3.2 Elektromigraé¢ni metody

3.3.2.1 SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Pouzité roztoky:

Pufr A: 0,375 M Tris-HCI; 0.1% SDS (w/v); pH 8,8

Polymeraéni roztok A: 30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) v pufru A

Pufr B: (0,125 M Tris-HCI; 0,1% SDS (w/v); 0,0006% bromfenolova modi; pH 6,8

Polymeraé¢ni roztok B: 30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) v pufru B

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,3

Vzorkovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 8% SDS (w/v); 40% glycerol (v/v); 20%

2-merkaptoethanol (v/v); 0.004% bromfenolova modt (w/v); pH 6,8

Barvici lazein: 0,25% Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v); 9,2%

kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci lazen: 25% ethanol (v/v); 10% kyselina octova (v/v)

8% separacni gel: 5,5 ml pufru A; 2 ml polymeracniho roztoku A; 7,5 ul TEMED;
75 ul 10% persiranu amonného
15% separaéni gel: 3,5 ml pufru A; 3,5 ml polymera¢niho roztoku A; 7 ul TEMED;
70 ul 10% persiranu amonného
4% separacni gel: 2,6 ml pufru B; 400 pl polymera¢niho roztoku B; 3 pl TEMED;

60 pul 10 % persiranu amonného

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS byla provadéna podle

postupu popsaného v praci Laemmliho [168].
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Ptiprava polyakralamidového gelu je popsdna pro jeden gel, pro pfipravu vice gelt
bylo postupovano analogicky. Skla (10 x 10 cm) urcend pro elektroforézu byla umyta,
odmasténa ethanolem a uchycena do drzaku pro ptipravu geli. Pro separaci bakterialnich
proteini s cyt bs byl pouzit 15% separaéni gel, v ptipadé CYP2B4 byl pouzit 8% separa¢ni
gel. Mezi skla byl nanesen roztok pro ptipravu separa¢niho gelu, ktery byl pfipraven
smisenim pufru A, polymerac¢niho roztoku A, TEMED a 10 % persiranu amonného (w/v).
Nasledn¢ byl roztok pro piipravu gelu opatrné pievrstven destilovanou vodou. Po
zpolymerovani gelu byla destilovana voda odlita a povrch gelu byl vysuSen filtraCnim
papirem. Na separacni gel byl nanesen roztok pro pfipravu 4% zaosttovaciho gelu, ktery
byl pfipraven z pufru B, polymeraéniho roztoku B, TEMED a 10 % persiranu amonného
(w/v). Do zaostfovaciho gelu byl vloZen 10-jamkovy hieben k vytvofeni jamek pro vzorky.
Po zpolymerovani byl hieben vyjmut a horni elektrodovy prostor byl vyplnén
elektrodovym pufrem.

Vzorky pro porovnani produkce cyt bs (kap. 3.3.4.1) byly fedény destilovanou vodou
tak, aby ve vSech vzorcich byl pfiblizné stejny pocet bakterii. Vzorky byly pfipraveny
podle nésledujiciho postupu. Byla zvolena optickd denzita pti 600 nm 1,24 a objem
bakterialni suspenze pfi této denzité 4 pl. U vSech vzorkt byl piepocitdn objem bakteridlni
suspenze, aby odpovidal optické denzité 1,24. Nasledné byly vzorky doplnény dH,O na
20 pl. V ptipadech, kdy byla zjistovana Cistota a mnozstvi proteinii ve frakcich pfi
purifikaci proteintl, bylo z jednotlivych frakci odebirano 20 pl. VSechny vzorky byly dale
fedény 4x koncentrovanym vzorkovym redukujicim pufrem. Poté byly vzorky povareny
5 min na vodni lazni, kratce centrifugovany a 20 - 25 ul vzorku bylo naneseno pomoci
mikrostiikacky do jamek v zaostfovacim gelu.

Sklenéné desky s gelem byly umistény do elektroforetické vany. Spodni a horni
elektrodovy prostor aparatury byl vyplnén elektrodovym pufrem. Elektroforéza probihala
ve vertikalnim uspotadani nejdiive 30 min pii napéti 80 V, které bylo poté zvySeno na
hodnotu 150 V. Elektroforéza byla ukoncena, kdyz ¢elo s bromfenolovou modii dorazilo
ke spodnimu okraji separacniho gelu. Nésledné byl gel vyjmut, odstranén zaostfovaci gel
a separacni gel prenesen do barvici ldzn€ a barven 60 min. Po nabarveni byl gel piesunut
do odbarvovaci lazné, kde byl ponechan odbarvovat ptes noc.

V ptipad€ provedeni elektroforesy pro hmotnostni spektrometrii bylo pracovéano
srouskou a pfikryvkou hlavy, aby gel nebyl kontaminovan jinymi proteiny, zejména

keratiny, které by mohly rusit detekci proteinu.
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3.3.2.2 Metoda ,,Western blotting”

Pi‘enosovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; pH 8,3
PBS Triton X-100: 0,134 M NaCl; 1 mM NaH,P0,.2H,0; 1,8 mM Na,HPO,.10H,0;
0,3% (w/v) Triton X-100; pH 7,2

Blokovaci roztok: 5% susené odtu¢néné mléko v PBS Triton X-100

Pro metodu ,,Western Blotting™ byl gel po ukonceni elektroforézy inkubovéan
15 min. v pfenosovém pufru. Chromatografické papiry Whatman ¢. 3 byly smoceny
Vv pienosovém pufru a PVDF membrana byla ponofena na 30 s do methanolu, 1 min do
destilované vody a 5 min do pfenosového pufru. Do aparatury pro elektropienos byly
postupné navrstveny 3 kusy chromatografického papiru, membrana, gel a vSe bylo
pfevrstveno opét 3 kusy chromatografického papiru. Elektroptenos byl provadén 45 min
pfi 3,5 mA/cm? gelu.

Po skonceni elektropfenosu byla membrana pienesena do blokovaciho roztoku
a nechéana blokovat pies noc pii 6 °C za stalého michéani. Inkubace se specifickou primarni
slepici protilatkou proti CYP2B4 (15 pg/ml) probihala 120 min za michéni pfi laboratorni
teploté. Poté byla membrana oplachnuta PBS Triton X-100 a umisténa do systému SNAP
i.d. (Milllipore). Primarni protilatka byla odmyta pufrem PBS Triton X-100 (3x 15 ml).
Dale bylo na membranu naneseno 1,5 ml roztoku sekundarni krali¢i protilatky IgG proti
slepi¢i IgY s navéazanou alkalickou fosfatasou (fedéni: 1,05 pl z&sobni protilatky do 1,5 ml
PBS Triton X-100; 1:1429). Sekundarni protilatka byla opét odmyta pufrem PBS Triton X-
100 (3x 15 ml). Membrana byla vyjmuta z pfistroje a po promyti v destilované vod¢ byla
vyvoldna roztokem substratu pro alkalickou fosfatasu (BCIP/NBT) v 10 ml destilované
vody.

3.3.2.3 Agarosova elektroforéza

Tato metoda byla pouzita pro déleni fragmenti DNA, vzniklych pii Stépeni
plazmidové DNA restrikénimi enzymy.

Byl ptipraven 1% (w/v) roztok agarosy ve 40 ml TAE pufru (0,04 M Tris-acetat;
1 mM EDTA; pH 8,2). Agarosa byla rozpusténa pomoci mikrovinné trouby za ob&asného
michani. Po ochlazeni roztoku (cca 40 °C) byly ptfidany 2 pl 20000x koncentrovaného
barviva GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain. Roztok byl promichan a nalit do
eletroforetické vanicky a do gelu byl vlozen hieben pro vytvotfeni jamek. Po ztuhnuti gelu
(30 min) byl hieben vyndan a vanicka s gelem byla umisténa do elektroforetické aparatury,

ktera byla naplnéna TAE pufrem. Do jamek bylo aplikovano 25 pl vzorku, ktery byl tvoten
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20 pl smési $tépené endonukleasami a 5 pl vzorkového pufru (40% sacharosa a 0,1%
bromfenolova modf). Do jedné jamky bylo naneseno 6 pl roztoku DNA markeru 2-Log
DNA Ladder. Elektroforéza probihala 40 min pod napétim 110 V. Po ukonceni
elektroforézy byl gel vyjmut a umistén na transiluminator v temné mistnosti. DNA byla

vizualizovana a gel byl vyfotografovan.
3.3.3 Priprava rekombinantniho foto-cytochromu bs

3.3.3.1 Priprava agarovych ploten

LB agar byl pfipraven rozpusténim 8 g LB agaru ve 200 ml destilované vody
a sterilizovan autoklavovanim pii 121 °C po dobu 20 min. Pfed pouzitim byl agarovy gel
roztaven v mikrovinné troub& a potfebné mnozstvi bylo odlito do zkumavky Falcon
(50 ml). Po vychladnuti byl do agaru pfidan ampicilin (Amp) v takovém mnozstvi, aby
byla jeho vysledna koncentrace v roztoku 100 pug/ml. Smés byla nékolikrat promichana
prevracenim a do sterilnich Petriho misek bylo nalito 10 — 15 ml. Misky byly piikryty

vickem a nechény ztuhnout pfi laboratorni teplot¢.

3.3.3.2 Transformace kompetentnich bunék

Suspenze kompetentnich buné¢k E. coli byla nechana rozmrznout na ledu. Po
rozmrznuti bylo z alikvotu o objemu 200 ul odebrano 100 ul do sterilni plastové
mikrozkumavky. Do jedné mikrozkumavky byly ptidany 2 - 3 ul (2 pl pfi transformaci
bun¢k plazmidem pET-22b s krali¢im genem pro cyt bs nebo 3 pul pfi transformaci bunék
plazmidem pLWO1 s genem pro krali¢i CYP2B4) plazmidu a do druhé byly ptidany
2 - 3 ul sterilni destilované vody. Bunky s destilovanou vodou slouzily jako kontrola. Ob¢
smési byly lehce promichany poklepem prstu na mikrozkumavku a nechdny 30 min na
ledu. Nasledné byl proveden tzv. tepelny Sok (“heat shock”), kdy byly buiiky vystaveny ve
vodni lazni (Julabo TW2) teploté¢ 42°C po dobu 90 su bunék E. coli DH5a a na
25 s v pripadé expresniho kmene E. coli BL21(DE3) Gold. Thned poté byly ulozeny na led.
Po 2 min bylo do kazdé mikrozkumavky pfidano 300 ul sterilniho LB media bez
antibiotika. Smési byly promichany a inkubovany po dobu 60 min pfi teploté 37 °C. Dale
bylo na pfedem pfipravené plotny s LB agarem, ktery obsahoval 100 pg/ml ampicilinu
(Amp), naneseno a rozetieno sterilni mikrobiologickou hokejkou 400 pl suspenze bunck.
Plotny byly po vséknuti suspenze obraceny dnem vzhiru a inkubovany pfes noc pfi teploté

37 °C v inkubatoru.
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3.3.3.3 Preocfkovani bakterialnich bunék E. coli metodou ,,single-cell*

Touto metodou byly pfipravovany bakterialni kultury, které rostly ptes noc (O/N
kultury) a byly pouzity k zao¢kovani vétsiho mnozstvi media.

Prace byla provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Z agarové plotny
transformovanych bunék byla vybrana jedna dobie izolovana kolonie. Spi¢kou sterilniho
paratka byla napichnuta vybrand kolonie a paratko bylo vlozeno do zkumavky Falcon
(50 ml) s5 ml LB media s Amp o koncentraci 100 ug/ml. Zkumavka byla nechana
pooteviena a inkubovana v orbitalni tfepacce (ORBI-SAFE TS Net Wise) pfes noc pfi
37 °C a 200 RPM.

3.3.4 Kultivace bakterii a produkce foto-cytochromu bs

3.3.4.1 Optimalizace pouzité koncentrace fMet

LB medium (30 ml) v Erlenmayerové bance (100 ml) bylo sterilizovano
autoklavovanim pii 121 °C po dobu 20 min. LB medium bylo temperovano na 37 °C
a byl pfidan Amp do vysledné koncentrace 100 pg/ml. Nésledn€ bylo medium zaockovano
ptedem ptipravenou O/N kulturou na pocate¢ni optickou denzitu 0,07 pii 600 nm (ODggo).
Po zméfeni pocatecni optické denzity byl zkyvety odebran vzorek (500 pl) pro
elektroforézu. Vzorek byl odstfedén (3 min, 6000 RPM, RT, centrifuga Eppendorf 5415
D/R). Medium bylo odlito a peleta byla resuspendovana ve 100 pl destilované vody.
Zaockované medium bylo kultivovano pii 37 °C a 200 RPM v orbitélni tfepacce. Kazdou
hodinu byly odebirany vzorky, métfena jejich opticka denzita a byly déle zpracovany podle
pfedchoziho postupu. Kdyz optickd denzita kultury doséhla hodnoty okolo 1, byla kultura
odstfedéna (15 min, 4500 RPM, RT., Beckman Allegra X-22R s uhlovym rotorem 4250).
LB medium bylo odlito a peleta byla resuspendovana ve 30 ml sterilniho PBS pufru
(0,134 M NaCl; 1,8 mM NayHPO,.12H,0; 1 mM NaH,P04.2H,0; pH 7,2) a znovu
odstiedéna (5 min, 4500 RPM, RT, Beckman Allegra X-22R s rotorem 4250). Peleta byla
PBS pufrem promyta je$té 2x za stejnych podminek. Po promyti byla peleta
resuspendovana ve 30 ml DMEM-LM s Amp o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Po
20 min bylo do media pfidano 5,25 mg D,L-leucinu (CLey = 1,6 mM) a foto-methinonin
(fMet), aby jeho koncentrace v mediu byla 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 mM. Po dalSich 10 min
byla do kultury pfiddna &-aminolevulova kyselin (5-ALA) a isopropylthio-p-D-
galaktopyranosid (IPTG) v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace 6-ALA byla
0,5 mM a IPTG 1 mM. Piidanim IPTG byla indukovana produkce cyt bs. Kultura byla
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kultivovana dal$i 4 hod. Opét byla kazdou hodinu métfena optickd denzita a odebirany
vzorky. Proteiny ve vzorcich byly rozdéleny SDS elektroforézou a zony s cyt bs byly
analyzovany hmotnostni spektrometrii.

Dalsi optimalizace byly provadény pouze s koncentracemi fMet 0,5 a 2 mM. Postup
byl stejny jako v piedeSlém odstavci s tim rozdilem, ze medium nebylo zaockovano O/N
kulturou, ale na plotnu s vyrostlymi koloniemi byl nanesen 1 ml LB media a v ném byly
bakterie resuspendovany. Touto suspenzi bylo medium zaoCkovano a bakterie byly

pirevedeny do DMEM-LM, kdyZz ODggo doséhla hodnoty 0,6.

Optimalizace inkorporace foto-methioninu do cytochromu bs

Byla provedena tfi riizna uspofadani kultivace bakterii a nasledna produkce foto-cyt bs.

V prvnim piipadé (P1) bylo ve zkumavce Falcon pfipraveno 30 ml DMEM-LM
media, které obsahovalo 1,96 mg fMet (civer = 0,5 mMM), 5,25 mg D,L-leucinu (CLey =
1,6 mM) a Amp (Camp = 100 pg/ml). Na plotnu s transformovanymi bakteriemi E. coli
BL21 (DE3) Gold byl nanesen 1 ml DMEM-LM media a byla vytvotfena suspenze bakterii,
z které¢ bylo odebrano 50 pl a pfeneseno do zkumavky Falcon. Bakteridlni buiiky byly
kultivovany pii 37 °C a 200 RPM. Po dosazeni ODgoy 0,6 bylo piidano IPTG a 3-ALA
v takovém mnozstvi, aby vysledna koncentrace IPTG byla 1 mM a o-ALA 0,5 mM.
Protein byl produkovan po dobu 4 hod a po 1 hod byly odebirdny vzorky pro hmotnostni
analyzu inkorporace fMet do cyt bs.

V druhém ptipadé (P2) bylo LB medium rovnou zaockovano ptisluSnym mnozstvim
bakterii, aby ODggp byla 0,6 a aby bylo sniZeno mnozstvi odumielych bunék. Na plotnu
s transformovanymi bakteriemi E. coli BL21 (DE3) Gold byl nanesen 1 ml sterilniho LB
media a byla vytvofena suspenze bakterii. Cely 1 ml byl pfenesen do zkumavky Falcon
(50 ml) s 29 ml sterilniho LB media, které obsahovalo Amp o koncentraci 100 pg/ml. Po
pieneseni bakterii do LB media méla kultura ODgy 0,6 a bakterie byly promyty
a preneseny do 25 ml DMEM-LM s Amp (Camp = 100 pg/ml) jiz zminénym zptisobem viz.
vySe. Po 20 min byly pfidany aminokyseliny ve stejném mnozstvi jako v prvnim ptipadé.
Po dalsich 10 min bylo pfidano IPTG a d-ALA Vv takovém mnoZstvi, aby vysledna
koncentrace IPTG byla 1 mM a 6-ALA 0,5 mM. Protein byl produkovan po dobu 4 hod
a po 1 hod byly odebirany vzorky pro hmotnostni analyzu inkorporace fMet do cyt bs.

Ve tretim ptipad¢ (P3) byl na plotnu s transformovanymi bakteriemi E. coli BL21
(DE3) Gold nanesen 1 ml sterilntho LB media a byla vytvoiena suspenze bakterii. Ze

suspenze bylo odebrano 50 ul a pieneseno do 30 ml sterilntho LB media s Amp
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(Camp = 100 pg/ml) ve zkumavce Falcon. Bakterialni kultura byla kultivovana pti 37 °C
a 200 RPM. Po dosazeni ODgpo 0,6 byly bakterie promyty a pfeneseny do DMEM-LM
s Amp (Camp = 100 pg/ml). Déle byl postup stejny jako v P2.

3.3.4.2 Produkce foto — cytochromu bs pro izolaci

Kultivace byla provadéna v 6 zkumavkach Falcon o objemu 50 ml. Nejprve byla
pfipravena bakteridlni kultura, kterd byla pouzita pro zaockovéani zkumavek. Z predem
ptipravené plotny transformovanych bakterii E. coli BL21 (DE3) Gold bylo pieneseno
nekolik kolonii do 15 ml LB media s Amp o koncentraci 100 pg/ml. Bakterialni kultura
byla kultivovéana pti 37 °C a 200 RPM. Kdyz opticka denzita kultury doséhla hodnoty cca
0.6, byly pteneseny 2 ml kultury do zkumavky Falcon, ktera obsahovala 30 ml sterilniho
LB media s Amp o koncentraci 100 pg/ml. Nasledovala kultivace za stejnych podminek.
Kdyz opét optickd denzita kultury dosihla hodnoty 0.6, byla kultura podrobena
centrifugaci (5 min, 4500 RPM, RT, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250) a supernatant
byl odlit. Peleta byla resuspendovana ve 40 ml PBS pufru a centrifugovana za vyse
uvedenych podminek. Resuspendace v PBS pufru a centrifugace byly opakovany jesté 2x.
Peleta byla resuspendovana ve 30 ml DMEM-LM s Amp (Camp = 100 pg/ml). Po 20 min
bylo do zkumavky ptidano 5,25 mg D,L-leucinu a 1,96 mg fMet (Cimer = 0,5 mM). Po
dalsich 10 min bylo pfidino IPTG a J8-ALA vtakovém mnozstvi, aby vysledna
koncentrace IPTG byla 1 mM a 3-ALA 0,5 mM. Protein byl produkovan 1 hod pii 37 °C
a 200 RPM. Po jedné hoding byl odebran vzorek pro hmotnostni analyzu a zbytek kultury
byl centrifugovan (5 min, 4500 RPM, RT, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250). Peleta
byla resuspendovana v pufru pro resuspendovani pelet (10 K/PO4; 1 mM EDTA; 20%
glycerol (v/v); pH 7,7) a celkovy objem byl upraven na 25 ml. Suspenze byla uchovavana

pii - 80 °C.
3.3.5 lzolace foto - cytochromu bs z bakterialnich bunék

3.3.5.1 Izolace membranové frakce

Suspenze (kap. 3.3.4.2) o objemu 25 ml byla nechana rozmrznout. Nasledné byla do
suspenze piidana 1 tableta proteasovych inhibitori (“complete mini protease inhibitor*).
Bunky byly rozruseny sonikaci pomoci sondy TE 76 ponofené ve vzorku. Bylo provedeno
8 sonikacnich cykla trvajicich 2,5 min pfi vykonu sondy 40 W. Pfi provadéni sonikace
byly buniky drZeny na ledu a mezi jednotlivymi cykly byly chlazeny 5 min ledovou drti.
Zbytky bun¢k a nerozrusené bunky byly odstranény centrifugaci (15 min, 4500 RPM,
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4 °C, Beckman Allegra X-22R suhlovym rotorem 4250). Supernatant byl pfelit do
ultracentrifugani kyvety a odstfedén (75 min, 60 000 RPM, 4 °C, ultracentrifuga
Beckman LE-80K sthlovym rotorem Ti 70). Supernatant byl oddélen a peleta byla
homogenizovana ve fosfatovém pufru (20 mM K/POy4; 1 mM EDTA; 20% glycerol (v/v);
pH 7,7) a objem byl upraven na 25 ml. V takto ziskané suspenzi byla stanovena

koncentrace proteintl.

3.3.5.2 Solubilizace foto - cytochromu bs z membran

Vsechny nasledujici postupy byly provadény v chlazené mistnosti pii teploté 4 °C.
Membranova frakce byla nafedéna fosfatovym pufrem (20 mM K/PO,4; 1 mM EDTA; 20%
glycerol (v/v); pH 7,7) na vyslednou koncentraci proteinit 4 mg/ml. Nasledné byla pfidana
dalsi tableta proteasovych inhibitori. Pro solubilizaci membran byla do sespenze za stalého
michani po kapkach pfidavana smés 30% Brij 35 a 10% cholét sodny (w/v) v takovém
mnozstvi, aby jejich obsah v roztoku byl 1 mg detergentu na 1 mg proteinu. Dale byl do
smeési po kapkach piiddn 10 mM hemin v ekvimolarnim mnozstvi s koncentraci proteint
vV membrané (63,5 pl). Roztok byl inkubovan za stdlého michani 2 hod na ledu.
Nerozpusténé podily byly odstranény centrifugaci (75 min, 60 000 RPM, 4 °C,
ultracentrifuga Beckman LE-80K suhlovym rotorem Ti 70). Supernatant obsahujici
solubilizovany foto-cyt bs byl nanesen na kolonu s DEAE-Sepharosou CL6B.

3.3.5.3 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

DEAE-Sepharosa (V = 10 ml) byla pfed pouzitim promyta 3 x 50 ml destilované
vody, rozmichana v 50 ml cykliza¢niho pufru (1 M K/POy; pH 7,7) a nechéna pfes noc pfi
4 °C. Druhy den byla znovu rozmichana vnovém cyklizaénim pufru, promyta
3 x 150 ml destilované vody. Voda byla odsata pomoci vyvévy a gel byl rozmichan
v 50 ml pufru pro nalévani kolony (20 mM K/PO4; 1 mM EDTA; 20% glycerol (v/v);
pH 7,7). Po usazeni nosice byl pufr co nejvice odstranén pomoci vyvévy a ve zbyvajicim
pufru byl nosi¢ rozmichdn a 10 ml bylo vneseno do kolony (1,3 x 15 cm). Po usazeni
nosice byla kolona ekvilibrovdana 90 ml ekvilibra¢niho pufru (20 mM K/PO4; 1 mM
EDTA; 20% glycerol (v/v); 0,6% Brij 35; pH 7,7). Supernatant se solubilizovanym foto-
cyt bs byl nanasen na kolonu rychlosti 1 ml/min a byly jimany frakce o objemu cca 3 ml.
Foto-cyt bs byl zachycen na nosi¢i. Po naneseni vzorku byla kolona promyvana
ekvilibraénim pufrem do poklesu absorbance pii 280 nm na hodnotu nizsi nez 0,005. Foto-

cyt bs byl eluovan linearnim gradientem 2 x 100 ml 0 — 400 mM KCI v ekvilibracnim
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pufru. U vSech frakci byla zméfena absorbance pii 413 nm proti prvni frakci a byl vytvofen
graf zavislosti absorbance na objemu elu¢niho pufru (elucni profil). U vybranych frakci
byla zjisténa Cistota cyt bs pomoci SDS elektroforézy. Frakce s vysokym podilem cyt bs
a dostatecnou Ccistotou byly spojeny a zahuStény ultrafiltraci v aparatufe Amicon
s membranou PM-10 (Millipore). Zahusténé frakce byly dialyzovany proti 2 1 dialyza¢niho
pufru (15 mM K/POg4; 1 mM EDTA; 20% glycerol (v/v); 0,3% Brij 35; pH 7,7).

Detergent Brij 35 byl odstranén rechromatografii na koloné DEAE-Sepharosy
(1,3 x 15 cm), ktera byla pfipravena stejn¢ jako v predchozim pfipad¢ s tim rozdilem, ze
byla ekvilibrovana rozdilnym ekvilibra¢nim pufrem (15 mM K/PO4; 1ImM EDTA; 20%
glycerol (v/v); 0,1% cholat sodny (w/v); pH 7,7). Objem nosi¢e byl 10 ml. Zahustény
a dialyzovany preparat foto-cyt bs byl na kolonu nanasen rychlosti 0,4 ml/min. Byly
jimany frakce o objemu 4 ml pfi nanaSeni, 5 ml pfi promyvani kolony a frakce o objemu
3 ml pfi eluci foto-cyt bs z kolony. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 50 ml
ekvilibra¢niho pufru pro odmyti detergentu Brij 35. Foto-cyt bs byl nasledné eluovan
izokraticky pufrem o vysoké iontové sile (200 mM K/POy4; 200 mM KCI; 1 mM EDTA,;
20% glycerol (v/v); pH 7,7). V jimanych frakcich byly méfeny absorbance pii 280
a 413 nm a frakce, které mély hodnotu absorbance pii 413 nm minimalné 6 % z maximalni
hodnoty vrcholu v eluénim profilu, byly spojeny a dialyzovany proti 2 | dialyza¢niho pufru
(50 mM K/PO4; 20% glycerol (v/v); pH 7,7). Dialyzou byl odstranén cholat sodny.
Vysledny preparat byl zahustén ultrafiltraci (membrana PM-10, Millipore) na 2 ml,
rozdélen na alikvoty (200 pl), zamraZen v kapalném dusiku a skladovéan pii - 80 °C. Po
zjisténi nizké koncentrace foto-cyt bs byl preparat zakoncentrovan filtraci (13200 RPM,
16100xg, Eppendorf 5415 R) pies filtr Microcon YM-10 Regenerated celulose 10000
MWCO na 200 pl).

3.3.6 Priprava rekombinantniho CYP2B4

3.3.6.1 Extrakce plazmidu pLW01-2B4 z filtra¢niho papiru

Plazmid pLWO01-2B4 byl poskytnut Prof. Lucy Waskell z University of Michigan.
Filtracni papir s plazmidem byl pomoci pinzety pfenesen do mikrozmukavky Eppendorf
(0,5 ml). Do mikrozkumavky bylo ptfidano 50 pl TE pufru (10 mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA; pH 8,0). Filtra¢ni papir s pufrem byl michan pomoci Vortexu 30 s a nasledné
inkubovan 15 min pfi laboratorni teploté. K transformaci bakterialnich bun¢k E. coli DH5a

bylo pouzito 5 pl roztoku plazmidu.
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3.3.6.2 Izolace plazmidové DNA

Plazmidova DNA byla izolovana z bakteridlniho kmenu E. coli DHS5a, ktery byl
transformovan plazmidem pLWO01-2B4 (kap. 3.3.3.2.).

Z LB-agaru byla pienesena 1 kolonie E. coli DH5a s plazmidem pLWO01-2B4 do
10 ml sterilntho LB media s Amp (100 pg/ml). Buiikky byly nechany rtst pies noc pfi
37 °C a 200 RPM. Druhy den byly bunky centrifugovany (5 min, 4500 RPM, Beckman
Allegra X-22R, rotor 4250) a supernatant byl odlit. Peleta bun¢k byla resuspendovana
v200 pl GTE pufru (50 mM glukosa; 25 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA; pH 8,0)
a prenesena do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf. Suspenze bakterii byla inkubovana
10 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo piidano 300 ul Cerstvé piipraveného lyzacniho
roztoku (0,2 M NaOH; 1% SDS) a smés byla promichana n¢kolikrat pfevracenim. Smés
byla inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo pfidano 200 ul ledové
vychlazeného roztoku K-AC (3 M CH3COOK; 2 M CH3COOH; pH 5,4) a smés byla po
dobu 10 s michana ptevracenim. Nasledné byla smés centrifugovana (10 min, 15000 g,
4 °C, Eppendorf 5415 D/R). Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky Eppendorf
a pti pipetovani byl odecten objem pteneseného supernatantu (550 ul). Byl pfidan stejny
objem roztoku fenol:chloroform:isoamylakohol (25:24:1) a smés byla protiepana
a centrifugovana (5 min, 15000g, 4 °C, Eppendorf 5415 D/R). Vodna faze byla pfenesena
do nové mikrozkumavky Eppendorf a pii pipetovani byl opét odecten objem (350 pnl).
K vodné fézi byl pfidan stejny objem isopropanolu a smés byla silné protfepana a nechana
precipitovat po 10 min na ledu. Nasledovala centrifugace (20 min, 15000g, 4 °C,
Eppendorf 5415 D/R) a isopropanol byl odstranén. K peleté¢ bylo ptfidano 200 pnl
vychlazeného (-20 °C) 75% ethanolu a pomoci pipety byla peleta resuspendovéna.
Resuspendovana peleta byla centrifugovana (2 min, 15000 g, 4 °C, Eppendorf 5415 D/R),
ethanol byl odsat vyvévou a peleta byla usuSena v pfistroji SpeedVac. K ususené peleté
bylo pfiddno 100 pl TE pufru a 0,5 pul RNasy (10 mg/ml) a nechdno inkubovat do
rozpusténi pelety v 50 — 55 °C a nasledné 10 min ve 37 °C. Po inkubaci bylo ptidano 60 pl
roztoku PEG (2,5 M NaCl; 20% polyethylenglykol 8000) a smés byla chlazena ledovou
tfisti 1 hod. Znovu byla smés centrifugovana (15 min, 15000g, 4 °C, Eppendorf 5415 D/R).
Supernatant byl odstranén a k peleté¢ bylo ptiddno 170 pl vychlazeného 75% ethanolu.
Nasledovala dalsi centrifugace (2 min, 15000 g, 4 °C, Eppendorf 5415 D/R), ethanol byl
odstranén pomoci vyvévy a peleta byla usuSena na pfistroji SpeedVac. K peleté¢ bylo
ptidano 20 ul TE pufru a nechano inkubovat pti 50 - 55 °C do rozpusténi pelety. [zolovana
plazmidova DNA byla uchovavana pii -20 °C.
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3.3.6.3 Restrik¢ni analyza plazmidu pLW01-2B4

Restrikéni analyza byla pouZita pro ovéfeni plazmidu, ktery byl namnozen v bunkach
E. coli DH5a a z bun¢k izolovan (kap. 3.3.6.2.).

Pro Stépeni byly vybrany restrikéni endonukleasy Ncol a HindIIl. Ncol §tépi tésné
ptred zacatkem genu a Hindll §tépi za genem pro CYP2B4.

Reakéni smés se skladala z:
Sul plazmidové DNA
2 ul 10x konc. pufru NEbuffer 2 (1x konc. pufr:10 mM Tris-HCI;
50 mM NaCl; 10 MM MgCly; 1mM D T, pH 7,9)
11 nl  sterilni dH,O
1l Ncol (10 U Ncol; 10 mM Tris-HCI; 50 mM KCI; 1 mM DTT,;
0,1 mM EDTA; 200 pg/ml BSA, 50% glycerol; pH 7,4)
Hindl11 (20 U Hindlll; 10 mM Tris-HCI; 250 mM KCI; 1 mM DTT;
1ol 0,1 mM EDTA; 500 ug/ml BSA; 50% glycerol; pH 7,4)
Reakce probihala v plastové mikrozkumavce (200 pl) 2 hod pii 37 °C. Vzniklé
fragmenty DNA byly analyzovany na agarosové elektroforéze (kap. 3.3.2.3.).

3.3.6.4 Produkce cytochromu P450 2B4

Produkce CYP2B4 byla provadéna v bakterialnim kmeni E. coli BL21 (DE3) Gold.
Bakteridlni kmen byl transformovan izolovanym plazmidem pLWO0I1-2B4
(kap. 3.3.3.2.).

Nejdiive byla pfipravena O/N kultura bakteridlniho kmene, kterd byla pouzita
k zaockovani vétsiho mnozstvi media. Jeji pfiprava je popsana v kapitole 3.3.3.3. Do
sterilniho TB media (500 ml) temperovaného na 37 °C bylo pfidano takové mnozstvi Amp,
aby jeho vysledna koncentrace v mediu byla 100 pg/ml. Medium bylo zao¢kovano O/N
kulturou na pocateéni ODggo 0,05. Buiiky byly nechany rust pti 30 °C a 140 RPM na
orbitalni tfepacce. KdyZ optickd denzita kultury dosdhla hodnoty pfiblizné 4, byly do
kultury pridany 8-ALA a IPTG v takovém mnozstvi, aby jejich vysledna koncentrace byla
0,5 mM. Protein byl produkovan 36 hod pti 23 °C a 110 RPM. Produkce byla ukoncena
odstfedénim bunék (20 min, 3000 RPM, 4 °C, centrifuga Janetzki K70D). Peleta byla
resuspendovana v resuspendaénim pufru (0,1 M K/POy4; 20% glycerol (v/v); pH 7,4)

a celkovy objem byl upraven na 25 ml. Suspenze byla uchovavana pfi - 80 °C.

55



Material a metody

3.3.7 lzolace cytochromu P450 2B4

Zakladni postup izolace CYP2B4 byl poskytnut Prof. Lucy Waskell a Dr. Sang-
Choul Imem spolu s plazmidem pLWO01-2B4 (osobni sdé¢leni Prof. Lucy Waskell a Dr.
Sang-Choul Im). Pro izolaci CYP2B4 byl tento postup jesté upraven.

Vsechny postupy byly provadény v chlazené mistnosti pti teploté cca 4 °C.

3.3.7.1 Priiprava sféroplastu

Bakterialni suspenze (kap. 3.3.6.4.) o objemu 40 ml byla rozmraZena pfi laboratorni
teploté. Po rozmrznuti byla suspenze centrifugovana (10 min, 4500 RPM, 4 °C, Beckman
Allegra X-22R, rotor 4250). Supernatant byl odlit a peleta bun¢k byla resuspendovana ve
100 ml pufru (100 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA; 0.4% Tergitol NP-10 (w/v);
0,1 mg/ml DTT; pH 7,7;), do kterého byly pted pouzitim pfidany 2 tablety proteasovych
inhibitorti, 16 mg lysozymu a 0,4 mg DNasy 1. Smés byla ptelita do Erlenmayerovy batky
(250 ml) a michana pod atmosférou dusiku 45 min v ledové lazni. Pouzitd aparatura je
zobrazena na Obr. 20. Poté byla smés rozdélena do 4 zkumavek Falcon (50 ml) po

pfiblizn€ 25 ml a zmraZena na — 80 °C.

parafilm

bakteridlni suspenze

ledova lazen

Obr. 20 Pouzita aparatura pri piipravé sféroplasti
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3.3.7.2 Sonikace bunék a solubilizace CYP2B4

Druhy den byly zmrazené suspenze (kap. 3.3.7.1.) nechany rozmrznout pfii
laboratorni teploté. Bunky drzené na ledu byly rozbity sonikaci pomoci sondy KE 76
ponofené¢ ve vzorku (6 sonikacnich cyklii trvajicich pokazdé 20 s, 70% amplituda
S5 min ochlazenim mezi kazdym cyklem). Sonikace byla provadéna pod atmosférou

dusiku a je znazornéna na Obr. 21.

sonda KE 76

N, sonikator

bakterialni suspenze

kadinka s ledovou lazni

Obr. 21 Sonikaci bakterialni suspenze. a) sestavend aparatura pri provedeni sonikace;
b) provedeni sonikace, pri které bylo zkumavkou Falcon a vodni lazni pohybovino pro
lepsi rozruseni bunék

Zbytky bunc¢k a nerozruSené bunky byly odstranény centrifugaci (10 min,
4500 RPM, 4 °C, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250). V supernatantu byla stanovena
koncentrace proteini metodou BCA (kap. 3.3.1.1) a supernatant byl nafedén na vyslednou
koncentraci proteinti 6 mg/ml pufrem (100 mM Tris-acetat; | mM EDTA; 0,1 mg/ml DTT;
0,4% Tergitol NP-10 (w/v); pH 7,7). Pro solubilizaci membran byl do suspenze za stalého
michani po kapkach ptidan cholat sodny do vysledné koncentrace 1,5% (w/v). Solubilizace
probihala za stalého michani a pod atmosférou dusiku 2 hod. Nerozpusténé podily byly
odstranény centrifugaci (75 min, 60 000 RPM, 4 °C, ultracentrifuga Beckman LE-80K
s uhlovym rotorem Ti 70). Supernatant obsahujici solubilizovany CYP2B4 byl nanesen na
ekvilibrovanou kolonu s DEAE-Sepharosou CL6B.

3.3.7.3 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

DEAE-Sepharosa (V = 100 ml) byla pfed pouzitim promyta 3 x 400 ml destilované
vody, rozmichana v 500 ml cyklizacniho pufru (1 M Tris-acetat; pH 7,7)
a nechana pfes noc pii 4 °C. Druhy den byla znovu rozmichana v cyklizacnim pufru,
promyta 3 x 400 ml destilované vody. Voda byla odsata pomoci vyvévy a Sepharosa byla
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rozmichana ve 200 ml pufru pro nalévani kolony (20 mM Tris-acetat; pH 7,7). Po usazeni
nosice byl pufr co nejvice odstranén pomoci vyvévy a ve zbyvajicim pufru byl nosi¢
rozmichan a 100 ml bylo vneseno do kolony (1,6 cm x 70 cm). Po usazeni nosice byla
kolona ekvilibrovana 600 ml ekvilibracniho pufru (20 mM Tris-acetat; 0,1 mM EDTA;
0,3% Tergitol NP-10 (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,7). Pti ekvilibraci kolony bylo
porovnavano pH a vodivost ekvilibra¢niho pufru a eluatu. Vzorek se solubilizovanym
CYP2B4 byl nanasen na kolonu rychlosti 1 ml/min a byly jimany frakce o objemu cca
13,5 ml. Po naneseni vzorku na kolonu byla kolona promyta 220 ml elkvilibra¢niho pufu.
Proteiny, které se na koloné zachytily, byly eluovany izokraticky nejdfive ekvilibraénim
pufrem s 200 mM KCI (V = 120 ml), a poté ekvilibraénim pufrem s 400 mM KCI (V =
120 ml). Objem jimanych frakci byl 4 ml. U vSech frakci byla proméfena absorbance pti
417 nm proti prvni frakci a byl vytvofen graf zavislosti absorbance na objemu, ktery
protekl kolonou (elu¢ni profil). U vybranych frakci byla provedena SDS elektroforéza pro
zjisténi Cistoty CYP2B4. Frakce, které mély dostate¢nou ¢istotu a hodnotu absorbance pii
417 nm minimaln¢ 10 % z maximalni hodnoty vrcholu v elu¢nim profilu, byly spojeny

a naneseny na kolonu s nosi¢em Reactive Red 120-Agarose.

3.3.7.4 Chromatografie na koloné Reactive Red 120-Agarose

Reactive Red 120-Agarosa o objemu 30 ml byla 2x promyta 200 ml destilované
vody. Po usazeni nosi¢e byla voda odstranéna pomoci vyvévy a nosi¢ byl ve zbytku vody
rozmichan a vnesen do kolony (1,2 x 30 cm). Kolona byla ekvilibrovana ekvilibra¢nim
pufrem (20 mM K/PQy; 20% glycerol (v/v); 0,1 mM EDTA,; pH 7,4) dokud se nerovnalo
pH a vodivost ekvilibraéniho pufru s pH a vodivosti eludtu. Spojené frakce z DEAE-
Sepharosy (170 ml) byly nanaSeny na kolonu rychlosti 0,4 ml/min a byly jimany frakce
0 objemu 7 ml. Po naneseni vzorku byla kolona promyta cca 300 ml ekvilibra¢niho pufru.
Navazané proteiny byly eluovany eluénim pufrem (100 mM K/PO4; 20% glycerol (v/v);
1 M NaCl; 0,3% Tergitol NP-10 (w/v); 0,1 mM EDTA; pH 7,7) rychlosti 0,5 ml/min.
Frakce byly jimany po 2 ml. U frakci byla zmétfena absorbance pii 417 nm. U vybranych
frakci byla provedena SDS elektroforéza. Frakce s vysokym podilem cistého proteinu
a hodnotou absorbance pii 417 nm miniméalné¢ 10 % z maximalni hodnoty vrcholu
Vv eluénim profilu, byly spojeny. Spojené frakce byly zahuStény ultrafiltraci v aparatute
Amicon s membranou PM 30 (Millipore). Zahusténé frakce byly dialyzovany pies noc
proti 2 X 2 | dialyza¢niho pufru 1 (10 mM K/PO4; 0,1 mM EDTA,; 20% glycerol (v/v);
pH 7,7). Dialyzovany vzorek byl nanesen na kolonu hydroxylapatitu.
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3.3.7.5 Chromatografie na hydroxylapatitu

Pii praci s hydroxylapatitem byly vSechny roztoky filtrovany pfes filtr s pory
0,22 um, aby nedochazelo k zneprichodnéni hydroxylapatitu necistotami.

Hydroxylapatit byl rozmichan v destilované vod¢ a nechan hydratovat (1 g suchého
nosice poskytuje 3 ml gelu v kolon¢€). Nasledné byl promyt 2x 100 ml destilované vody pro
vymyti necistot. Pfebyte¢na voda byla odsata pomoci vyvévy a nosi¢ se zbytkem vody byl
rozmichan a 6 ml bylo vneseno do kolony (1 x 15 cm). Kolona byla ekvilibrovana 90 ml
ekvilibra¢niho pufru (5 mM K/POy; 20% glycerol (v/v); 0,1 mM EDTA; pH 7,5). Kolona
byla povazovana za ekvilibrovanou, kdyz se pH a vodivost ekvilibraéniho pufru ptiblizné
rovnaly pH a vodivosti eludtu. Vzorek ziskany chromatografii na Red Agarose byl nandsen
na hydroxylapatit rychlosti 0,3 ml/min a byly jimany frakce o objemu 3 ml. Po naneseni
vzorku byla kolona promyvana 60 ml ekvilibraéniho pufru a CYP2B4 byl nasledné
eluovan linearnim gradientem 0 — 200 mM KH,PO, (2x 150 ml) v ekvilibra¢nim pufru
(rychlost eluce 0,4 ml/min). Pfi aplikaci gradientu byla zvySena teplota v chladici mistnosti
na 10 °C, aby nedochézelo ke krystalizaci KH,PO,4 uvnitt kolony. Byly jimany frakce
o objemu 3 ml a u vSech frakci byla prométena absorbance pii 417 nm. U vybranych frakei
byla provedena SDS elektroforéza, aby byla zjisténa cistota proteinu v jednotlivych
frakcich. Frakce s vysokym obsahem ¢istého proteinu byly spojeny, zahuStény ultrafiltraci
V aparatufe Amicon (membrana PM-30, Millipore) a dialyzovany pies noc proti
2 | dialyzaéniho pufru 2 (5 mM K/POy; 20% glycerol (v/v); pH 7,5).

Zbyvajici detergent (Tergitol NP-10) byl odstranén rechromatografii na koloné
hydroxylapatitu. Do kolony (1 x 15 cm) byly vneseny 3 ml nosi¢e a kolona byla
ekvilibrovana 80 ml ekvilibra¢niho pufru 2 (5 mM K/POy4; 20% glycerol (v/v); pH 7,5).
Ekvilibrace byla sledovana pomoci pH a vodivosti pufrti. Dialyzovany vzorek z predeslého
hydroxylapatitu byl nanasen na kolonu rychlosti 0,3 ml/min a byly jimany frakce o objemu
1 — 2 ml. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 40 ml ekvilibraéniho pufru. Objem
jimanych frakei pfi promyvéani byl 2 ml. Navdzany CYP2B4 byl izokraticky eluovan
eluénim pufrem (400 mM KH3PO4; 0,05% cholat sodny (w/v); 20% glycerol (v/v);
pH 7.,5). Pied izokratickou eluci byla opét zvySena teplota v chladici mistnosti na 10 °C.
U vsech frakci byla zméfena absorbance pii 417 nm na spektrofotometru Helios a. Frakce
s vysokym podilem CYP2B4 byly spojeny a dialyzovany pfes noc proti 2 1 dialyzaéniho
pufru 3 (50 mM K/POg4; 20% glycerol (v/v); pH 7,5). Vysledny preparat byl zahustén
ultrafiltraci (Amicon ultra 30K — NMWL 30000, Millipore) na 1,2 ml, rozdélen na alikvoty

(100 pl), zmrazen v kapalném dusikua skladovan pii - 80 °C.
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4. Vysledky

4.1 Optimalizace produkce cytochromu bs sinkorporovanym foto-

methioninem

Na zéklad¢ pilotnich experimentli byly nalezeny vhodné podminky pro pokusy
s inkorporaci modifikovanych aminokyselin do cyt bs [169].
Gold s plazmidem pro krali¢i cyt bs byly nechany rust v LB mediu pti 37 °C do optické
denzity (ODegpo) 1. Nasledné byly bakterie pifeneseny do DMEM-LM s ds-methyl-L-
methioninem (dMet) a protein byl produkovan 4 hodiny. Inkorporace deuterované
aminokyseliny byla potvrzena hmotnostni spektrometrii. Ze sekvence nalezenych peptidi
vyplyva, Ze byly inkorporovany 3 dMet a zaména methioninu za dMet probiha zcela [169].

Podminky pro produkci cyt bs S inkorporovanym fMet bylo nutné dale optimalizovat
pfedev§im z pohledu koncentrace pouzitého fMet a doby, po kterou bude protein

exprimovan.

4.1.1 Optimalizace koncentrace foto-methioninu v DMEM-LM mediu

Vyrobce (Thermo Scientific) této aminokyseliny uvadi jako vhodnou koncentraci
0,2 mM. Podle literarnich tidaji je vhodné k expresi proteinu s fMet pouzit koncentraci az
1,7 mM [163]. Proto byla zkousena produkce cyt bs S riznymi koncentracemi fMet (0,2;
0,5; 1,0; 1,5 a 2,0 mM). Pted produkci foto-cyt bs byly bakterie 3x promyty PBS pufrem,
aby doSlo k odstranéni LB media, které obsahuje pfirozeny L-methionin. Dale byly
bakterie pievedeny do limitniho media (DMEM-LM), které piirozeny L-methionin
neobsahuje, a kultivovany 20 min, aby doslo k vycerpani zbyvajiciho L-methioninu.
Teprve poté byl pfidan fMet a zahdjena produkce. Produkce byla srovnavana pomoci
elektroforézy ve vzorcich odebranych po 1 az 4 hod. VSechny vzorky byly fedény na
pfiblizné stejny pocet bunék (kap. 3.3.2.1). Z Obr. 22 (str. 61) je patrné, Ze se protein
Vv pfitomnosti fMet produkuje a produkce cyt bs na koncentraci fMet pfili§ nezavisi.
Mnozstvi proteinu postupné piibyva od 1 do 4 hod, ale vzorky s riiznou koncentraci fMet
se V prislusném cCase znatelné nelisily, a proto i minimalni koncentrace fMet 0,2 mM se
jevi jako dostatecna. U vSech vzorkd byl exprimovany cyt bs podroben hmotnostni
analyze, zniz vyplynulo, Ze k inkorporaci fMet za téchto podminek nedochazi a do
proteinu je zaclenovan piirozeny L-methionin. Musely byt provedeny kroky pro dalsi
snizeni L-methioninu v expresnim systému. Pro dal$i snizeni mnozstvi L-methioninu
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Vv systému a zvySeni inkorporace fMet byla snizena optickd denzita (ODggp), pii které je
indukovana produkce foto-cyt bs z 1 na 0,6 a k zaockovani media nebyla pouzita O/N
kultura, ale bakterie z plotny. Tyto kroky mély snizit vyskyt mrtvych bunék, z Kterych

mohou bakterie zpétné ziskavat L-methionin.

123 4 5 6 7 8 9 101 123 4 5 6 7 8 9 101

- = o - - = TR e e w|cytbs

a) b)

Obr. 22 Elektroforetické porovnani produkce cyt bs S proménnou koncentraci fMet.
Produkce cyt bs po 1. a 2. hod (a), po 3. a 4. hod (b). 1 — standard kralic¢iho cyt bs; 2 a7 —
koncetrace fMet 0,2 mM; 3 a 8 - konc. fMet 0,5; 4 a 9 — konc. fMet 1,0 mM; 5 a 10 — konc.
fMet 1,5 mM; 6 a 11 — konc. fMet 2,0 mM.

Pro dalsi ovéfeni inkorporace fMet byly vybrany pouze koncentrace fMet
0,5 a 2,0 mM a foto-cyt bs byl exprimovan za vySe zminénych podminek. Opét byly
odebirany vzorky po 1 hod a to po dobu 4 hod a separovany pomoci SDS elektroforézy
(Obr. 23). Zony obsahujici cyt bs byly analyzovany hmotnostni spektrometrii.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
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66

55
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36
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24
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Obr. 23 Elektroforetické rozdéleni proteinu pii expresi cyt bs. a) produkce foto-cyt bs
pri koncentraci fMet 0,5 m; b) produkce foto-cyt bs pri koncentraci fMet 2,0 mM;
1 - standard molekulovych hmotnosti (Sigma marker), 2 — rist bakterii v LB mediu,
3 — vzorek bakterii po prenosu do DMEM-LM, 4 — vzorek bakterii pred indukci IPTG, 5 az
8 — produkce po 1 az 4 hod.

Proteiny byly proteolyticky St€peny chymotrypsinem a vzniklé peptidy byly
identifikovany technikou MALDI-TOF (provedeno Mgr. Tomasem JeCmenem). Byly
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nalezeny dvé dvojice peptidl cyt bs, které obsahovaly methionin a inkorporovany fMet

(Obr. 24).

1 (M) AAQSDKDVKYYTLEEIKKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHST
71 D ARELSKTFIIGELHPDDRSKLSKPMETLITTVDSNSSWWTNWVIPAISALIVALMYRLYMADD

m/z = 2082.0

m/z = 3555.8

Obr. 24 Primarni sekvence krali¢iho cytochromu bs s vyznacenymi peptidy, které
byly identifikovany ve vzorku cyt bs hmotnostni spektrometrii. Cerné je vyznacena
katalyticka doména, modre spojovaci doména a cervené hydrofobni kotva proteinu. Dale
Jjsou vyznaceny dva peptidy, které obsahuji methionin a maji pomer m/z 2082.0 a 3555.8.
Vsechny Met v sekvenci jsou podtrzeny a (M) je N-termindlni Met odstépovany béhem
produkce.

Dvojice peptidu se lisila o hodnotu m/z 20 (Obr. 25), coz odpovida odstépeni
molekuly N, po ionizaci (Obr. 26).

fiMlet

N——N
|‘:#c1kt|‘."[|| karben

Obr. 25 UV fotolyza diazirinového analogu methioninu (fMet), pri které vznika
vysoce reaktivni karben

Met
NH, NH,
HO _CHj HO\/J\/\ /CH3
c: H S
(@] (@]

M=1292 M=149,2

rozdil molekulovych hmotnosti 20 Da

Obr. 26 Rozdil mezi molekulovou hmotnosti methioninu a produktem fotolyzy fMet
(reaktivni karben), ktery ma molekulovou hmotnost o 20 Da niZzsi

Srovnanim intenzit signalu peptidu s fMet a peptidu s Met 1ze urcit relativni pomér
téchto dvou peptidl v analyzované smési (Obr. 27, str. 63). Nepatrn€¢ vyhodné&jsi pomér byl
zjistén u cyt bs, ktery byl produkovan s koncentraci fMet 2,0 mM (1 hod produkce). Mira
inkorporace fMet je nejvyssi po 1 hodiné exprese a s rostoucim Casem se sniZuje.
Snizovani miry inkorporace je lépe znatelné u cyt bs, ktery byl produkovan v mediu

s koncentraci fMet 2,0 mM. Prestoze byl pomér peptidu fMet/Met nepatrné vyssi

62



Vysledky

u koncentrace fMet 2,0 mM, bylo vzhledem k nakladnosti chemikalie pokra¢ovano

s koncentraci 0,5 mM.
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Obr. 27 Hmotnostni spektrum chymotryptickych $tépu cyt bs, znazoriujici zavislost
poméru intenzit peptidi obsahujicich fMet/Met na délce produkce proteinu. Peptidy
obsahujici fMet a Met cyt bs, ktery byl produkovdan v mediu s Civer = 0,5 MM (@) & Cimer =
2,0 mM (b. o - peptid obsahujici fMet a o - peptid obsahujici Met.

Po této optimalizaci v malych objemech byla provedena produkce cyt bs v 500 ml
media. Produkce byla ukoncena po 1 hod a byl odebrdn vzorek pro hmotnostni

spektrometrii. Hmotnostni spektrometrie u tohoto vzorku prokéazala nizkou inkorporaci

fMet, a proto byly podminky produkce foto-cyt bs dale optimalizovany.

4.1.2 Optimalizace inkorporace foto-methioninu do cytochromu bs
Byla provedena tii rizna usporadani kultivace bakterii a nasledna produkce foto-cyt bs:

1. rust bakterii a produkce cyt bs v DMEM-LM mediu [P1]

2. zaockovani LB media bakteriemi z plotny na optickou denzitu 0,6 pfi 600 nm
(bez rastu bakterii), poté ihned odstranéni LB media a pteneseni do DMEM-
LM, produkce v DMEM-LM mediu [P2]

3. rast bakterii v LB mediu, pfeneseni a produkce v DMEM-LM [P3]
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Ve vsech piipadech byla pouzita koncentrace fMet 0,5 mM. Vzorky byly odebirany
stejné jako pfi optimalizaci koncentrace fMet a byly podrobeny elektroforetické separaci

(Obr. 28) a nasledné hmotnostni analyze.

w1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1
& = —

66 S = T = —_— —— g 4

] - = = = = = ==

% s - —% F —= = === —’53

ﬁ
.E

a) b) c)

Obr. 28 Elektroforeticka separace proteini pro hmotnostni analyzu inkorporace
fMet do cyt bs pFi rizném usporadani produkce. a) rist a produkce cyt bs v DMEM-LM
mediu (P1), b) zaockovani LB media na ODgyo 0,6, okamzité prevedeni do DMEM-LM a
produkce v DMEM-LM mediu (P2), c) rust bakterii v LB mediu, preneseni a produkce cyt
bs v DMEM-LM (P3); 1 — standard molekulovych hmotnosti (Sigma marker), 2 — vzorek
bakterii pred indukci IPTG, 3 az 6 — produkce cyt bs v case 1 az 4 hod.

Proteiny byly opét proteolyticky $tépeny chymotrypsinem a vzniklé peptidy byly
identifikovany technikou MALDI-TOF (Obr. 29, str. 65). Byly porovnavany zavislosti
pomért intenzit peptidi obsahujicich fMet a Met na délce produkce proteinu.
S prodluzujici se dobou produkce cyt bs se relativni mnozstvi inkorporovaného fMet
snizuje. Nezavisle na pouzitych podminkach se jeho zastoupeni po 4 hod produkce ustaluje
na 25-30%. Z Obr. 29 (str. 65) je patrné, Ze nejvyhodné&jsi podminky pro inkorporaci byly
v piipadé P3 po 1 hod produkce - ).

Z porovnani ziskanych vysledkl je zfejmé, Ze optimalni podminky pro produkci
foto-cyt bs byly dosazeny, kdyz byl objem media 30 ml, medium bylo zaockovano
bakteriemi piimo z plotny, rast bakterii byl v LB mediu, po dosazeni optické denzity pii
600 nm 0,6 byly bakterie ptevedeny do DMEM-LM media, po 20 min byly pfidany fMet
(Ctmet = 0,5 mM) a D,L-Leu (Cp,L-Ley = 1,6 mM) a po dalSich 10 min byla exprese zahajena
ptidanim IPTG (ciprg = 1 mM). Foto-cyt bs byl produkovan pti 37 °C po dobu 1 hod.
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Obr. 29 Hmotnostni spektrum chymotryptickych §tépa cyt bs, znazornujici zavislost
poméru intenzit peptidi obsahujicich fMet/Met na délce produkce proteinu. a) ruist
bakterii a produkce cyt bs v DMEM-LM mediu (P1), b ) preneseni bakterii do LB media,
odstranéni LB media a produkce v DMEM-LM mediu (P2), ¢) rist bakterii v LB mediu,
preneseni a produkce cyt bs v DMEM-LM (P3); o - peptid obsahujici fMet a o - peptid
obsahujici Met.

4.2 lzolace foto-cytochromu bs

4.2.1 Solubilizace

Sonikaci a diferen¢ni centrifugaci byla ziskdna membranova frakce z bakterii
E. coli BL21(DE3) Gold. Pro solubilizaci membran bylo nutné stanovit koncentraci
proteinti, aby mohly byt pfidany detergenty v takovém mnozstvi, aby Vv roztoku byl
1 mg detergentu/1 mg proteinu. Koncentrace proteinu byla stanovena metodou podle
Wiechelmana a kol., ktera je popsana v kapitole 3.3.1.1. Z rovnice linearni regrese byla
vypoctena koncentrace proteint 0,39 mg/ml a podle této hodnoty koncentrace byly ptidany
detergenty a hemin. Solubilizovany foto-cyt bs byl od membran oddé¢len ultracentrifugaci

a supernatant byl aplikovan na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B.

4.2.2 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

Chromatografie byla provedena podle postupu popsaného v kapitole 3.3.5.3. DEAE-
Sepharosa funguje jako ionex, pfesnéji anex. Teoreticky izoelektricky bod cyt bs je 5,14
(dle predikce z primarni sekvence cyt bs) [170], pti pH = 7,7 je zaporn¢ nabity a zachyti se
na DEAE-Sepharose, kterda ma kladny naboj. Proteiny, které jsou nabité kladné, se na

koloné nezachyti a dochazi k jejich odstranéni.
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Navazany foto-cyt bs byl eluovan linearnim gradientem 0 — 400 mM KCI. Byly
jimany frakce o objemu 3 ml a byla u nich méfena absorbance Soretova pasu cyt bs pii
413 nm. Ze zavislosti absorbance pfi 413 nm na elu¢nim objemu byl vytvoien elu¢ni profil
(Obr. 30). Na elu¢nim profilu jsou patrné dva ,,piky“, prvni ,,pik“ odpovida frakcim
jimanym pfi promyvani kolony po naneseni vzorku. Pravdépodobné se jedna o foto-cyt bs,
ktery s kolonou interagoval slabé, a pti promyvani doslo k jeho uvolnéni. Druhy ,,pik*

znazoriiuje postupnou eluci gradientem KCI.
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Obr. 30 Prabéh chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B. Cisla uddvaji
frakce, které byly vzaty na elektroforézu a cervend cisla vyznacuji intervaly frakci, které

byly spojeny.
Vybrané frakce (oznaceny cislem) byly podrobeny SDS elektroforéze, aby byla

zjisténa jejich Cistota a mnozstvi foto-cyt bs (Obr. 31).

St 14 22 30 45 49 53 57 61 65 73 77 81 St

I p— | [ - — ——— | foto-cyt b,

Obr. 31 Elektroforéza frakci ziskanych pri chromatografii na DEAE — Sepharose
CL6B. St — standard kraliciho cyt bs, cisla 14 az 81 oznacuji frakci, které byly vybrany
podle elucniho profilu. Vzorky byly pripraveny smisenim vzorku se 4x koncentrovanym
redukujicim vzorkovym pufrem v pomeéru 3:1. Do jamky bylo nandseno 25 ul vzorku.
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Byly spojeny frakce 45 — 81 (V = 110 ml), které obsahovaly majoritni zénu foto-cyt
bs s minimem piimési a u kterych absorbance dosahovala minimalné 10 % z maximalni
hodnoty absorbance pii 413 nm. Spojené frakce byly ultrafiltraci zahustény na 20 ml.
Zahustény preparat byl pies noc dialyzovan. Foto-cyt bs byl pfitomny i ve frakcich prvniho
piku, ale stémito frakcemi dale nebylo pokraCovano, protoze foto-Cyt bs mohl byt
pravdépodobné $patné¢ poskladany a mnozstvi foto-cyt bs v druhém piku bylo pro sitovaci
experimenty dostatecné.

K odstranéni detergentu Brij 35 byla pouzita rechromatografie na kolon¢ s DEAE-
Sepharosou CL6B. Pfi nanaSeni preparatu byly jimany frakce o objemu 4 ml, pfi
promyvani 5 ml a pii eluci 3 ml. Eluce foto-cyt bs byla provadéna izokraticky 200 mM
KCI. Ve vsech frakcich byla méfena absorbance pti 280 a 413 nm a z jejich zavislosti na

elu¢nim objemu byl sestrojen elu¢ni profil (Obr. 32).
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Obr. 32 Priibéh rechromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B. Usecky vytinaji
useky, které odpovidaji naneseni vzorku, promyti kolony a eluci foto-cyt bs 200 mM KCI.
Zluty obdélnik — spojené frakce.

Byly spojeny frakce 19 — 25, které mély hodnotu absorbance p#i 413 nm minimalné
6 % z maximalni hodnoty vrcholu v elu¢nim profilu. Vysledny objem spojenych frakci byl
18 ml. Naslednou dialyzou byl odstranén cholat sodny. Dialyzovany preparat byl zahustén
na 200 pl.

Prabéh purifikace byl sledovan pomoci SDS elektroforézy (Obr. 33, str. 68).

Foto-cyt bs se oproti ostatni proteinim E.coli produkuje v nadbytku. Membranova frakce
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V porovnani s frakei po sonikaci obsahuje méné bakteridlnich proteinli. Solubilizaci se
z membran uvolnilo velmi malé mnozstvi jinych membranovych proteint a foto-cyt bs byl
uz relativné homogenni po solubilizaci. Zbytek proteinti byl odstranén chromatografii na
kolené DEAE-Sepharosy. Finalni preparat (draha 6, Obr. 33) obsahoval také protein
o vys$si molekulové hmotnosti. Tento protein byl identifikovan uz béhem bakalarské prace
jako dimer cyt bs [169]. Cytochromy bs spolu mohou interagovat pomoci hydrofobnich

kotev a vytvaret tak dimery.

1 2 3 4 5 6 7

dimer cyt bg

" W

.- - -Q——cytb5

Obr. 33 Priubéh purifikace foto-cyt bs z bakterii E.coli BL21(DE3) Gold.
1 — suspenze bakterii E.coli pred indukci IPTG (2x zredény), 2 — homogendt bakterii
E. coli produkujicich foto-cyt bs (2x zredeény), 3 - supernatant po sonikaci bakterii E.coli
(5x zied.), 4 — membranova frakce foto- cyt bs (5x zied.), 5 — supernatant po solubilizaci
membran (10x zred.), 6 — findlni preparat foto-cyt bs po chromatografii na DEAE-
Sepharose (20x zred.), 7 — standard kraliciho cyt bs

4.3 Charakterizace finalniho foto-cytochromu bs

4.3.1 Spektrofotometricka charakterizace foto-cytochromu bs

U finalniho preparatu foto-cyt bs bylo proméfeno absolutni absorpéni spektrum
(Obr. 34, str. 69), ve kterém se objevuji dvé charakteristicka maxima pro cyt bs, pii 280 nm
(absorbuji postranni fetézce aromatickych aminokyselin apoproteinu) a maximum pfi

413 nm je charakteristické pro cyt bs jako hemoprotein.
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Obr. 34 Absolutni absorpéni spektrum finalniho preparatu foto-cytochromu bs.
100x zrredény vzorek, mereno na spektrofotometru Specord M40

4.3.2 Stanoveni koncentrace proteini a foto-cytochromu bs

Koncentrace proteinii ve finalnim preparatu byla stanovena metodou popsanou
v kapitole 3.3.1.1. a ¢ini 6,5 mg-ml .

Koncentrace proteint a koncentrace foto-cyt bs byla uréena také vypoctem
Z absolutniho absorpéniho spektra findlniho preparatu. Vztahy pro vypocet jsou uvedeny
v kapitole 3.3.1.2. Pfi vlnové délce 413 nm absorbuje cyt bs, ktery ma navazany hem a pii
vinové délce 280 nm absorbuje cyt bs S navazanym hemem, ale i apo-Cyt bs, ktery hem

neobsahuje. Hodnoty koncentraci jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Stanovené koncentrace foto-cyt bs z absolutniho absorpé¢niho spektra

Cqs(413)/mol -dm™ | c..(280)/mol -dm™
304 425

Cio5(413) — moldrni koncentrace foto- cyt bs vypoctend z absorbance pri 413 nm, cp,s5(280)
moldrni koncentrace foto- cyt bs vypoctena z absorbance pri 280 nm (foto-cyt bs i apo-foto
cyt bs)

Bylo ziskano 1,3 mg cyt bs ze 180 ml bakteridlni kultury, coz odpovida zisku 7,2 mg
z 1l kultury. Celkovy vytézek vzhledem k membranové frakci byl 18,3 %. Specificky

obsah foto-cyt bs ve finalnim preparatu byl 46,8 nmol-mg™. Teoreticky specificky obsah
pro cyt bs je 65 nmol-mg ™. Porovnanim obou hodnot Ize fici, Ze ptiblizng 72 % foto-cyt

bs bylo ve form¢ holoproteinu, ktery obsahoval hem.
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4.3.3 Kovalentni sit’ovani mezi foto-cytochromem bs a cytochromem P450 2B4

Finalni preparat foto-cyt bs byl pouzit ke studiu protein-proteinovych interakci mezi
cyt bs a CYP2B4 pomoci kovalentniho sitovani. Foto-cyt bs (2 uM) a CYP2B4 (2uM)
byly rekonstituovany v DLPC membrané (300 pM) a podrobeny fotolyze. Vzniklé
kovalentni komplexy byly elektroforeticky separovany (Obr. 35). Ve smési byly
detekovany 3 heterooligomery (drahy 3 a 4; zény C, D a E), ve kterych byly hmotnostni
spektrometrii identifikovany soucasné peptidy z cyt bs a CYP2B4. Ptitomnost téchto
peptidic dokazuje, ze cyt bs a CYP2B4 spolu vytvaieji kovalentni komplexy. Podle
molekulovych hmotnosti se patrné jedna o komplexy obsahujici CYP2B4 a cyt bs
V molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 2:1. Po pifidani diamantanu (substrat CYP2B4) do reakcni
smési doslo ke zvySené tvorbé vSech komplext (dréha 3). Navazani substratu do aktivniho

centra CYP2B4 pravdépodobné zvysuje vazebnou afinitu CYP2B4 k cyt bs.

kDa 1 2 3 4 5

[ =] < E - 2 CYP2B4 - foto-cyt bs
a7 ===] < D - CYP2B4 - (foto-cyt b;),

84 | < C - CYP2B4 - foto-cyt by

55 S —— < 5 - CYP284

36 e |

29 e

24 g ——
Obr. 35 Elektroforeticka separace produkti fotolyzy foto-cyt bs a CYP2B4.
1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — foto-cyt bs (kontrola), 3 — CYP2B4 + foto-cyt bs,

4 — CYP2B4 + foto-cyt bs + dimanatan, 5 — CYP2B4 (kontrola), 15% separacni gel.
Obrazek poskytl Mgr. Tomdadse Jecmen

4.4 Priprava a izolace CYP2B4

V této Casti prace byla pfipravena a izolovdna dalsi komponenta
monooxygenasového systému (CYP2B4). Exprese a purifikace CYP2B4 byly provedeny
jako pilotni experimenty pro budouci ptipravu foto-CYP2B4.

4.4.1 Amplifikace a restrikéni analyza plazmidu pLW01-2B4

Plazmid pLWO01-2B4 byl amplifikovan v bakteridlnim kmeni E. coli DH5a

a purifikovan metodou popsanou v kapitole 3.3.6.2. Bylo ziskano 22 pg (¢ = 1,1 mg/ml)

plazmidové DNA o dostatecné Cistoté (Azgo/Azgo = 2). Nasledné byla provedena restrik¢éni

analyza za ucelem ovéteni, zda amplifikovany plazmid obsahuje gen pro CYP2B4. Pro
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restrikéni analyzu byly vybrany restrikéni endonukleasy Ncol a HindIIl. Ncol §tépi tésné
pfed zacatkem genu a HindIl $tépi za genem pro CYP2B4. Po roz$tépeni plazmidu

vzniknou dva fragmenty DNA o velikosti cca 3,37 a 1,48 kbp (Obr. 36).

T7 Promotor

a) b)

Obr. 36 Restrikéni analyza plazmidu pLWO01-2B4. a) mapa plazmidu pLWO01-2B4
S vyznacenymi misty Stépeni endonukleas Ncol a Hindlll; b) elektroforetickda separace
DNA fragmentu vzniklych Stépenim plazmidu pLW01-2B4 endonukleasami Ncol a Hindlll;
1 — DNA marker (2-Log DNA Ladder), 2 — plazmid pLWO01-2B4 stépeny Ncol a HindIIl

4.4.2 lzolace CYP2B4

4.42.1 Sonikace a solubilizace CYP2B4 z bakterialni membrany

Heterologni expresi v bakterialnim kmeni E. coli BL21(DE3) Gold byl exprimovan
kralici CYP2B4. Bakteridlni bunécnd sténa byla naruSena lyzi pomoci lysozymu
a pomalym zmrazenim na - 80 °C. Dale byly bakteridlni builkky rozruSeny sonikaci
v ptitomnosti detergentu (Tergitol NP-10), pti které jiz dochazelo k ¢asteéné solubilizaci
membranovych proteinii (CYP2B4). Solubilizace pokracovala ptidanim dalsiho detergentu
(cholatu sodného). Pfed pfidanim cholatu sodného musela byt stanovena koncentrace
proteinti. Koncentrace proteinti v suspenzi byla 6,2 mg/ml a suspenze byla nafedéna na
6 mg/ml a byl pfidan cholat sodny do vysledné koncentrace 1,5% (w/v). Po solubilizaci
nasledovala ultracentrifugace pro oddéleni nesolubilni frakce. Vysledek sonikace
a solubilizace je zachycen na Obr. 37 str. 72. V supernatantu a peleté po sonikaci a ¢astecné
solubilizaci bylo priblizné stejné mnozstvi CYP2B4. Supernatant po sonikaci byl pouzit pro

dokongeni solubilizace.
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a) CYP2B4

b) CYP2B4

Obr. 37 Vysledky sonikace bakterialnich bunék a solubilizace CYP2B4 z membran.
a) SDS elektroforéza, b) metoda , Western blotting“; 1 a 2 — supernatant
a peleta po sonikaci bunék a castecné solubilizaci, 3 a 4 — supernatant a peleta po
solubilizaci CYP2B4; 8% gel, 5 - standard kraliciho CYP2B4

Solubilizaci byly z membran uvolnény cca 2/3 CYP2B4 a 1/3 zlstala nesolubilizovana.
V pelet¢ po solubilizaci je patrné znacné mnozstvi nesolubilizované CYP2B4.
Resolubilizace nebyla zkouSena, protoze z ptedchozich experimentli bylo zfejmé, ze je
CYP2B4 také produkovan do inkluznich télisek a jejich resolubilizace by nebyla pfilis
uspésna. Supernatant po sonikaci byl aplikovan na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B.

4.4.2.2 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

Chromatografie byla provedena podle postupu popsaného v kapitole 3.3.7.3. DEAE-
Sepharosa funguje jako anex. Teoreticky izoelektricky bod CYP2B4 je 9,01 [171], dle
predikce ze sekvence CYP2B4). Pii pH 7,7 je CYP2B4 kladné nabity a nezachyti se na
DEAE-Sepharose, kterd ma téz kladny naboj. Naopak proteiny se zdpornym nabojem se na
koloné zachyti, ¢imzZ je docileno jejich odstranéni.

Supernatant po solubilizaci byl aplikovan na kolonu DEAE-Sepharosy. Byly jimany
frakce o objemu 13,5 ml. Po naneseni vzorku a promyti kolony byla kolona zbarvena, coz
mohlo znamenat, Ze na kolon¢ zlstal navazan 1 CYP2B4. Proto byl pro uvolnéni proteinit
z kolony pouzit 200 mM KCI. 200 mM KCI neuvolnil z kolony vSechny proteiny a byl
pouzit pufr o vyssi iontové sile (400 mM KCI). U frakci byla zméfena absorbance pfi

417 nm a sestrojen elu¢ni profil (Obr. 38, str. 73).

72



Vysledky

035 1 200 mM KCI 400 mM KCI
(39-72) | (73-128) |
[ | !
| I |
03 1 l 56 N ek [
| ) ! 105 !
| | |
0,25 A | : :
: I I
| I I
| I I
| |
0,2 ! I |
| ' 83 !
| 76 :
~ : I I
i | 102 |
b l 68 : 109 :
| | |
A i Promyti ! | |
0,1 1 Nazesgem (10_ 3v8) : 6 | 85 93 |
(1-9) : | 551 o2 I 1os 01 !
I ! 70 12 |
' |
0,05 1 QU ' | 95 |
I 14 ! | |
8 | I ' [
6 | I ! w
0 {4 I N ALA ol potenn J | i
T ! T T I T l T II
100 200 300 400 500 600
-0,05 -
Vv, [mi]

Obr. 38 Elu¢ni profil chromatografie supernatantu po solubilizaci na DEAE-
Sepharose CL6B. Cervené body a cisla — frakce analyzované pomoci SDS elektroforézy
a metody WB; oranzovy a fialovy obdélnik — spojené frakce; As7— absorbance pri 417 nm

Byla provedena SDS elektroforéza a metoda ,,Western blotting“ (WB)
u vybranych frakci, které vykazovaly absorbanci pii 417 nm (Obr. 39).

St 6 8 9 11 14 55 56 62 66 St 68 70 75 76 77 83 85 93 95 St 101 102 105 109 112

a) . ==

- o m— e . —
M 6 8 9 11 14 55 56 62 66 M 68 70 75 76 77

Obr. 39 SDS elektroforéza a metoda WB frakci z DEAE - Sepharosy CLG6B.
St — standard kraliciho CYP2B4, 6 az 112 — cisla frakci; 6 az 14 — objem frakci 13,5 ml;
55 az 77 - objem frakci 4 ml; 83 az 112 - objem frakci 3 ml; 8% gel

Metoda WB prokéazala ptitomnost CYP2B4 ve vSech frakcich. Frakce 6 — 14
(naneseni a promyti) vykazovaly pfiblizné stejné mnozstvi CYP2B4 a relativné nizkou
piitomnost kontaminant oproti ostatnim frakcim. Frakce 55 — 62 obsahovaly CYP2B4
a minimum kontaminant. Ve frakcich 66 — 105 dochazelo k eluci CYP2B4, ale spolu s nim
dochézelo k uvoliiovani i ostatnich navazanych proteint na koloné. CYP2B4 byl v téchto
frakcich zastoupen minoritné a ostatni proteiny byly pfitomny v nadbytku. V dalS$im
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prub&hu prace byly frakce rozdéleny na 2 ¢asti. Byly spojeny frakce 4 — 16 (V = 170 ml)
a 55— 112 (V =200 ml). Dale bylo pokra¢ovano se spojenymi frakcemi 4 — 16, protoze se
na kolon¢ spravné nezachytily a obsahovaly minimalni mnoZstvi kontaminant. V téchto
frakcich bylo ptfitomno 30 nmol cytochromu P450 (CYP2B4). Frakce byly naneseny na
kolonu s Reactive Red 120-Agarose. Spojené frakce 55 — 112 nevykazovaly absorpéni
maximum pii 450 nm v direferenénim spektru s oxidem uhelnatym a nebylo s nimi

V izolaci pokra¢ovano.

4.4.2.3 Chromatografie na koloné Reactive Red 120-Agarose

Chromatografie na koloné¢ Reactive Red 120-Agarose je typem afinitni
chromatografie, kde je ligand (barvivo ,,Reactive Red*) imobilizovan na agarosu. Toto
barvivo nespecificky vaze proteiny s vysokou afinitou.

Na kolonu byly naneseny spojené frakce (4 — 16) z chromatografie na DEAE-
Sepharose CL6B. Pii nandSeni vzorku doslo k zachyceni proteinti na kolonu, z které byly
eluovany 1 M NaCl. Pii nanaSeni na kolonu byly jimény frakce o objemu 7 ml, pfi
promyvani o objemu 6 ml a pfi eluci byly jimany frakce o objemu 2 ml. U frakci byla

proméfena absorbance pii 417 nm a byl sestrojen elu¢ni profil (Obr. 40).

0,2 - Eluce 1 M NaCl
(77 - 144)
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0,12
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Obr. 40 Priibéh chromatografie na koloné Reactive Red 120-Agarose. Cervené body
a cisla — frakce vzaté na SDS elektroforézou, Zluty obdélnik — spojené frakce; Az —
absorbance pri 417 nm.
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Na eluénim profilu je patrny ,,pik* (pfiblizn¢ frakce 84 — 108), ktery vykazuje
absorbanci pti 417 nm. Cistota CYP2B4 v téchto frakcich byla zjisfovana pomoci SDS
elektroforézy (Obr. 41).

84 85 86 87 St88 89 90 91 92 93 94 95 96 St 98 99 100103 105

w -—— o §. BRI CYP2B4
o=
Obr. 41 SDS elektroforéza vybranych frakci z chromatografie na koloné Reactive
Red 120-Agarose. St — standard krdliciho CYP2B4, 84 az 105 — ¢isla frakci; objem frakci
2 ml; 8% gel.

Z SDS elektroforézy je patrné, Ze se na zacatku izokratické eluce 1 M NaCl
uvolnovaly i jiné proteiny nez CYP2B4 (frakce 84 — 92). Ve frakcich 93 — 105 bylo
pritomno mensi mnozstvi CYP2B4, ale také méné jinych proteinti (kontaminant).
Chromatografii na Reactive Red 120-Agarose bylo dosazeno odstranéni dalSich
kontaminant. Byly spojeny frakce 85 — 108 (V = 42 ml). Frakce 84 obsahovala vzhledem k
ostatnim frakcim v&tSi mnozstvi kontaminant a mensi mnozstvi CYP2B4
a nebyla k ostatnim frakcim piipojena. Spojené frakce byly ultrafiltraci zahustény na
10 ml a dialyzovany pro snizeni vysoké iontové sily v roztoku. Po dialyze byly frakce

naneseny na kolonu hydroxylapatitu.

4.4.2.4 Chromatografie na koloné hydroxylapatitu

Hydroxylapatit je adsorbent, na ktery se proteiny vazi sorpci na zakladé
elektrostatickych interakci, a je proto casto uzivan k jejich déleni.

Na kolon¢ hydroxylapatitu byla snizena koncentrace Tergitolu NP-10 (z koncentrace
0,3% (w/v) na 0,1%) a byly odstranény proteinové kontaminanty.

Na kolonu byly naneseny spojené frakce 85 — 108 z chromatografie na koloné¢ Red
Reactive 120-Agarose. Po naneseni a zachyceni proteini na kolon¢ nasledovala eluce
gradientem 5 — 200 mM KCI. Po celou dobu chromatografie byly jimany frakce (3 ml). Ve

frakcich byla proméfena absorbance pii 417 nm a vynesen elucni profil (Obr. 42, str. 76).
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Obr. 42 Chromatografie na koloné hydroxylapatitu. cervené body a cisla — frakce vzaté
na SDS elektroforézu; zluty obdélnik — spojené frakce; A417 — absorbance pri 417 nm.

Z elu¢niho profilu byly vybrany frakce a byla u nich provedena SDS elektroforéza
(Obr. 43).

5 42 43 44 St 45 46 47 48 49 50 51 52 53 St 54 55 58 60

- - € CYP2B4

Obr. 43 SDS elektroforéza frakcich ziskanych chromatografii na Kkoloné
hydroxylapatitu. St — standard krdliciho CYP2B4; 5 aZz 60 — cisla frakci; objem frakci
2 ml; 8% gel.

Frakce 5 zfetelné neobsahovala CYP2B4, ale spiSe obsahovala jiné hemoproteiny,
které absorbuji pifi 417 nm. Tyto proteiny se na kolonu nezachytily a doslo k jejich
odstranéni. Souvisld zéna nad CYP2B4 je pravdépodobné zplisobena kontaminantou ve
vzorkovém pufru. Frakce 42 az 55 obsahovaly jiz témét Cisty CYP2B4. Ve frakcich
58 a 60 byl kromé¢ CYP2B4 ptitomny jesté jiny protein o niz§i molekulové hmotnosti.
Vzhledem k pfitomnosti tohoto proteinu byly spojeny pouze frakce 42 — 57 (V = 40 ml).
Spojené frakce byly ultrafiltraci zahustény na 14 ml a dialyzovany pies noc pro odstranéni
soli. Chromatografii na hydroxylapatitu byl ziskan téméf homogenni preparat CYP2B4. Po

odstranéni soli byl preparat nanesen na dalsi kolonu hydroxylapatitu.
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Rechromatografii na kolon¢ hydroxylapatitu bylo odstranéno zbyvajici mnozstvi
tergitolu NP-10 a preparat CYP2B4 byl zakoncentrovan.

Na kolonu hydoxylapatitu byl nanesen zakoncentrovany preparat z predeslé kolony
hydroxylapatitu (V = 40 ml). Eluce zachyceného CYP2B4 byla provedena pufrem
o vysoké iontové sile (400 mM KHyPO,). Béhem celé chromatografie byly jimany frakce
(2 ml) a ve vsech frakcich byla proméfena absorbance pti 417 nm. Pribéh chromatografie
je patrny z elu¢niho profilu (Obr. 44). CYP2B4 byl eluovan v malém poctu frakci a pro
ziskani vétsStho mnozstvi CYP2B4 byly spojeny vSechny frakce, které vykazovaly
absorbanci pii 417 nm (33 — 35). Vysledny preparat (V = 4 ml) byl ultrafiltraci

zakoncentrovan na 1,2 ml.
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Obr. 44 Prubéh rechromatografie na koloné hydoxylapatitu. z/uty obdéinik — spojené
frakce; 1 az 89 — cisla frakci; objem frakci 2 ml.

Prtibéh izolace byl sledovan pomoci SDS elektroforézy (Obr. 45, str. 78). Vzorky po
sonikaci a solubilizaci se od bakterialni suspenze pfili§ nelisi a v téchto krocich k purifikaci
purifikace byla chromatografie na DEAE-Sepharose CL6B, na které se zachytilo zna¢né
mnozstvi proteini a CYP2B4 se na ni nezachytil. Na Reactive Red 120-Agarose
k znatelnému odstranéni ostatnich proteini nedosSlo, chromatografie spiSe slouzila
k zakoncentrovani preparatu. Po chromatografii na kolonach hydroxylapatitu byl ziskan

témet dostatecné Cisty findlni preparat.
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Obr. 45 Prubéh izolace CYP2B4. 1 — bakteridlni suspenze po 36 hod produkce
(5 x zredeny); 2 — supernatant po sonikaci a cdstecné solubilizaci (2x zredeny); 3 -
supernatant po solubilizaci (2x zredeny); 4 - vzorek spojenych frakci po DEAE-Sepharose
(2x zFedeny), 5 — standard kraliciho CYP2BA4; 6 - findlni prepardat CYP2B4 (5x ziedeny);
standard kralicitho CYP2B4

4.5 Charakterizace finalniho preparatu CYP2B4

4.5.1 Spektrofotometricka charakterizace CYP2B4

U finalniho preparatu CYP2B4 bylo proméieno absolutni absorpéni spektrum
(Obr. 46). V absorp¢nim spektru se objevuje charakteristické maximum pfi 417 nm pro
CYP2B4 (charakteristicky Soretiv pas hemoproteinil) a charakteristické maximum pfi
280 nm pro aromatické postrani fetézce proteinu. Pomér absorbanci A417/A2g0 ve finalnim
preparatu byl 0,97.
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Obr. 46 Absolutni absorp¢ni spektrum finalniho preparatu CYP2B4. 5x ziedeny
prepardt CYP2B4; méreno na spektrofotometru Diod Array 8453.
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45.2 Stanoveni koncentrace CYP2B4 a proteinii ve findlnim preparatu

Pro stanoveni koncentrace CYP2B4 byla pouzita metoda, kterd vyuziva
charakteristické absorpce komplexu cytochromu P450 v redukovaném stavu s oxidem
uhelnatym pii 450 nm. Spektrum redukovaného CYP2B4 s oxidem uhelnatym bylo
zméfeno podle kap. 3.3.1.3. a je zndzornéno na Obr. 47. Ze spektra byla pomoci
absorp¢niho molarniho koeficientu ur¢ena koncentrace CYP2B4. Koncentrace CYP2B4
byla 4,22 uM a bylo ziskano 5,1 nmol CYP2B4. Po DEAE-Sepharose bylo pokracovano
s 30 nmol CYP2B4.

Ve finalnim preparatu byla celkova koncentrace proteinii 0,7 mg-ml™ (kap. 3.3.1.1.)

a specificky obsah CYP2B4 byl 6,03 nmol-mg™.
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Obr. 47 Spektrum finalniho preparatu CYP2B4 s oxidem uhelnatym. 6 x zredéni
preparat 0,1 M fosfatovym pufrem (pH 7,4), méreno na spektrofotometru Helios a.

4.5.3 Aktivita CYP2B4

U  findlntho  preparatu  rekombinantntho = CYP2B4  byla  stanovena
7-pentoxyresorufin-O-dealkyla¢ni (PROD) aktivita (kap. 3.3.1.4). Tato ,markerova“
aktivita byla métena v rekonstituovaném systému, ktery obsahoval artificialni membranu
(DLPC), NADPH:cytochrom P450 reduktasu a CYP2B4. Aktivita rekombinantniho
CYP2B4 byla porovnéana s aktivitou CYP2B4 izolovaného z jater kralika, ktery byl

79



Vysledky

premedikovan fenobarbitalem [172]. Aktivity jsou uvedeny v Tab. 3. Aktivita
ptipraveného rekombinantniho CYP2B4 byla srovnatelna s aktivitou izolovaného CYP2B4

Z jater kralika.

Tab. 3 Stanovené aktivity riznych CYP2B4 v rekonstituovaném systému

vzorek Acye/pmol R -min~ -nmol CYP ™
Re - CYP2B4 434+24
"WT" - CYP2B4 449 +2.1

hodnoty jsou priumeéry 4 meéreni a jsou u nich uvedeny smeérodatné odchylky, Re — CYP2B4
— rekombinantni CYP2B4; “WT*“ — CYP2B4 - CYP2B4 izolovany z jater kralika
(premedikovany fenobarbitalem),; Acyp — aktivita CYP2B4, R - resorufin
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5. Diskuze

Tato prace se zabyvala vypracovanim metody pro pfipravu rekombinantniho
cyt bs s fotoaktivovatelnymi aminokyselinami a jeho naslednym vyuzitim pro identifikaci
protein-proteinovych interakci v ramci MFO systému, konkrétnéji interakci s CYP2B4.
Urceni protein-proteinovych interakci v MFO systému piispéje k objasnéni mechanismu,
kterym cyt bs ovlivituje reakce katalyzované cytochromy P450 a také napomiize K vyfeSeni
problematiky uspofadani slozek systému v membrané, které doposud neni znamé.

Soucasn¢ byly uc¢inény prvni kroky k pfipravé rekombinantniho foto-cytochromu P450
2B4.

5.1 Optimalizace koncentrace a inkorporace foto-methioninu

Prace navazuje na bakalarskou praci, ve které byly provedeny prvotni pokusy
o inkorporaci modifikovanych aminokyselin do cyt bs Vysledkem byly optimalizované
podminky pro inkorporaci deuterované aminokyseliny, které lze shrnout nasledovné:
kultivace bakterii v LB mediu, po dosaZeni optické denzity (ODgog) 1 pfevedeni bakterii do
DMEM limitniho media bez L-methioninu a L-leucinu, po 20 min pfidani ds-methyl-L-
methioninu a L-leucinu, po dal$ich 10 min indukce produkce IPTG a produkce proteinu
po dobu 4 hod [169]. Tyto podminky byly pouzity jako zaklad pro pfipravu cyt bs
s inkorporovanym foto-methioniem. Za téchto podminek vsak Kk inkorporaci foto-
methioninu do proteinu nedochazelo a misto foto-methioninu byl do proteinu zalefiovan
pfirozeny L-methionin. Pravdépodobné v expresnim systému stale ziistdva pfitomno urcité
mnozstvi L-methioninu, pfestoze bylo jeho mnozstvi minimalizovano odstranénim LB
media, pouzitim limitniho media bez methioninu a kultivaci bakterii v tomto mediu, aby
doslo k vycerpéani zasob methioninu (20 min). Navic pfitomnost L-methioninu mohla byt
zpiisobena odumiranim bakterii béhem ptechodu z exponencidlni faze ristu do stacionarni
faze. K podobné situaci muze dojit, kdyZ je medium zaockovano pomoci kultury
inkubované pies noc (O/N), ve které je uz vétsi pocet odumielych bunék. Jiz diive bylo
experimentalné prokazano, Ze pfidani pfirozeného methioninu rapidné sniZuje inkorporaci
foto-methioninu do proteinu. V niz§i mife inkorporaci snizuje i L-leucin [163]. Pro snizeni
mnozstvi methioninu v expresnim systému a zvySeni inkorporace foto-methioninu byla
snizena opticka denzita (ODggo), pii které je indukovana produkce foto-cyt bs z 1 na 0,6.
Dalsi zménou bylo to, ze k zaockovani media nebyla pouzita O/N kultura, ale medium bylo

pfimo zaockovano bakteriemi zplotny na urcitou optickou denzitu. K urovani
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inkorporace foto-methioninu do proteinu byla pouzita hmotnostni spektrometrie, ktera
slouzila k urovani poméru intenzit signali mezi peptidy s methioninem a foto-
methioninem. Po upravé podminek bylo dosazeno nejvyssi inkorporace foto-methioninu do
cyt bs pii koncentraci foto-methioninu 0,5 mM a 1 hod produkce. Odhadovana mira
inkorporace byla kolem 20-30%. Dodavatel foto-methioninu uvadi, ze inkorporace foto-
methioninu do proteind je 10-20% vV zavislosti na aminokyselinové sekvenci, délce
sekvence, mnozstvi proteinu a rovnovaze mezi syntézou a degradaci proteinu [173].
Odlisnost miry inkorporace mtize také souviset s pouzitim jiného typu bunék. V nasem
ptfipad¢ byly pouzity buniky bakteridlni, kdezto dosavadni vyzkumy byly provadény se
savéimi buiikami [163]. Nase vysledky ziskané aplikaci optimalizovaného postupu exprese

Ize tedy povazovat za velmi dobré.

5.2 Purifikace a charakterizace foto-cytochromu bs

Exprimovany foto-cyt bs byl izolovan ionexovou chromatografii. Pfi chromatografii
na DEAE-Sepharose CL6B se podstatna ¢ast (~ 25%) solubilizovaného proteinu na koloné
nezachytila a byla odmyta promyvacim pufrem. Solubilizat pravdépodobné obsahoval
Spatn¢ poskladany protein, ktery nebyl schopen interagovat s kolonou, nebo vysoka
koncentrace detergentu mohla zpisobit tvorbu micel obsahujicich protein a tyto micely

s kolonou neinteragovaly [78].

Specificky obsah foto-Cyt bs ve finalnim preparatu byl 46,8 nmol-mg™. Teoreticky
specificky obsah pro cyt bs je 65 nmol-mg™. Za ptedpokladu, Ze findlni preparat
neobsahoval Zadny jiny material absorbujici pti 280 neZ cyt bs, z porovnani obou hodnot
vyplyva, ze piiblizné¢ 72 % foto-cyt bs bylo ve formé holoproteinu s navazanym hemem.
Rozhodné vhodné bylo pifidani heminu pfi solubilizaci proteinu, které vedlo ke zvySeni
mnozstvi holoproteinu ve vzorku v porovnani s izolovanym cyt bs v bakaléatské praci, kdy
bylo maximalni mnozstvi holoproteinu pouze 7,5 % [169]. ZvySeni obsahu holoproteinu
by bylo moZno déle ziskat rekonstituci proteinu s heminem aZ po purifikaci. Tato metoda
byla jiz dfive Gspésna [78,169], ale mohly by nastat komplikace s odstranénim piipadného

nadbytku heminu, protoze hemin se nedafi odstranit dialyzou.
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5.3 Kovalentni sit'ovani foto-cytochromem bs a cytochromu P450 2B4

Foto- cyt bs je vhodnym nastrojem pro identifikaci protein-proteinovych interakci
Vv MFO systému. Po fotoaktivaci vznikd reaktivni karben, ktery reaguje s nejbliz§im
okolim.

Purifikovany foto-cyt bs byl pouzit k sitovani s CYP2B4. Po fotolyze UV zafenim
byly na polyakrylamidovém gelu detekovany 3 zény s vyssi molekulovou hmotnosti nez
ma CYP2B4. Hmotnostni spektrometrii byly v zonach soucasné identifikovany peptidy
z cyt bs a CYP2B4. A podle molekulové hmotnosti 1ze usuzovat, ze CYP2B4 a cyt bs spolu
vytvaii komplexy v molarnich pomérech 1:1, 1:2 a 2:1. Konkrétni Slozeni bude ovéieno
provedenim aminokyselinové analyzy kovalentnich komplex.

Po pfidani diamantanu (substrat CYP2B4) do reak¢éni smési doslo ke zvySené tvorbé
vSech komplext. Tento vysledek je vsouladu sjiz publikovanymi informacemi
o tom, Ze navazani substratu do aktivniho mista CYP2B4 zvySuje vazebnou afinitu mezi

CYP2B4 a cyt bs [84].

5.4 lzolace cytochromu P450 2B4

Interakce v MFO systému lze studovat i pouzitim foto-CYP2B4. V této praci byla
vyzkouSena exprese a izolace CYP2B4 a na zdklad¢ téchto pokusi budou provadény
optimalizace pro inkorporaci foto-methioninu do CYP2B4.

Izolace CYP2B4 byla zahdjena piipravou sféroplastli a jejich sonikaci. Sonikace
bakterialni bun¢k probihala pod atmosférou dusiku a v pfitomnosti detergentu Tergitol NP-
10. Béhem sonikace dochazelo k nezanedbatelnému pénéni roztoku. Pénéni vznikalo
pravdépodobné v disledku ptitomnosti detergentu a rozpusténych plynti v roztoku. Pénéni
bylo ¢astecné eliminovano sonikaci ve vodni lazni.

Chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy pfi pH 7,7 méla slouZit k odstranéni
zaporné nabitych proteinli. Pii pH 7,7 se CYP2B4 vyskytuje s prevazujicim kladnym
nabojem a nemél by s kladné nabitou kolonou interagovat. Metoda ,,Western blotting*
dokazuje, Ze se CYP2B4 vyskytuje ve viech frakcich, které absorbuji pii 417 nm. Cast
CYP2B4 (frakce 55 — 112) se na kolon¢ zachytila a musela byt uvolnéna pouzitim vyssi
iontové sily. Frakce 55 — 112 mohly obsahovat Spatné poskladany CYP2B4, ktery mél
pozménéné vlastnosti a s kolonou interagoval. Na zacatku aplikace 200 mM KCI se
uvolioval CYP2B4 (frakce 55 - 62), ktery s kolonou interagoval slabé a mohl byt ve
funk¢énim stavu. Uvolilovani nastavalo odhadem pti koncentraci KCI 50 — 60 mM. Pro
dalsi izolace by bylo vhodné doplnit izola¢ni postup o promyvani kolony 50 — 60 mM KCI.
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Pomér absorbanci Ag17/Azg0 u finalniho preparatu je 0,97. V idealnim ptipad¢, kdy
veskery protein ve vzorku je cytochrom P450 s pIn¢ inkorporovanym hemem a bez
pritomnosti sloucenin (napi. detergenty), které absorbuji pfi 280 nm, by mél byt pomér
Ay17/Azg0 roven 2,0 (osobni sdéleni Prof. Petr Hodek). Nizsi pomér As17/A280 mohl byt
zptisobem nedostate¢nym odstranénim detergentu (Tergitol NP-10 absorbuje pfi 280 nm)
nebo tim, ze se ve vzorku také vyskytuje CYP2B4 bez navazaného hemu. Z bakterialni
kultury o objemu 500 ml bylo ziskano 5,1 nmol CYP2B4 se specifickym obsahem
6,03 nmol-mg ™. Teoreticky specificky obsah pro CYP2B4 je 17,9 nmol-mg™". Nizsi
specificky obsah naznacuje, ze findlni preparat obsahuje CYP2B4, ktery nema navazany
hem. Tento zavér vychazi i z méfeni A417/Az80. Mozné je téz, Ze finalni preparat obsahoval
pfimés jiného proteinu, ktery vSak v takové mife neni patrny na elektroforéze. Specificky
obsah ma vsak daleko vyssi vypovidajici hodnotu o obsahu CYP2B4 s navazanym hemem,
protoze se jedna o pomér mnozstvi CYP2B4 stanoveného z CO spektra a koncentrace
proteintll. Saribas a kol. ziskali ze stejného objemu bakteridlni kultury 128 nmol CYP2B4
se specifickym obsahem 17 nmol-mg™ [174]. Hlavni rozdil spo¢iva v tom, Ze v jejich
ptipadé byl protein produkovan 96 hod, tedy téméf 3x déle nez v naSem postupu. A také
pouzili jiny postup pro uvolnéni proteinu z bakteridlni membrany. Postup exprese a izolace
CYP2B4 bude jest¢ tieba optimalizovat, aby byl ziskdn findlni preparat s vysSim
specifickym obsahem a ve vyS$§im mnozstvi.

Pro ovéfeni funkénosti rekombinantniho CYP2B4 byla méfena 7-pentoxyresorufin-
O-dealkyla¢ni aktivita. Aktivita rekombinantniho CYP2B4 ve findlnim preparatu byla
43,4 pmolR-min'-nmol CYP ™ a byla porovnana s aktivitou izolovaného CYP2B4
z jater kralika, ktery byl premedikovan fenobarbitalem. Aktivita rekombinantniho CYP2B4
byla srovnatelna s aktivitou izolovaného CYP2B4 z jater kralika. Tento vysledek
nasvédcuje tomu, Ze rekombinantni CYP2B4 se podafilo exprimovat a izolovat Vv nativnim

stavu.
Foto-cyt bs byl uspésné pripraven a byla ovéfena jeho vhodnost pro pouziti

Vv sitovacich experimentech. Metoda pro piipravu foto-cyt bs bude dale vyuzita pfi pfiprave

dalsi komponenty MFO systému s foto-methioninem (foto-CYP2B4).
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6. Zavér

V praci byly optimalizovany podminky pro inkorporaci modifikované aminokyseliny

(L-foto-methioninu) do cytochromu bs. Podminky Ize shrnout nasledovné:

e zaoCkovani LB media koloniemi z plotny (Petriho misky)

e rist bakterialnich bun¢k E. coli BL21(DE3) Gold v LB mediu

e po dosazeni optické denzity pti 600 nm 0,6 prevedeni bunck do DMEM
limitniho media (V = 30 ml), které neobsahuje L-methionin a L-leucin

e kultivace bun¢k v limitnim mediu 20 min k odstranéni zasob L-methioninu
Vv bunkach

e pridani L-foto-methioninu (0,5 mM) a L-leucinu (1,6 mM) do media

e po 10 min pfidani 6-aminolevulové kyseliny a indukce IPTG (1 mM)

e produkce 1 hod pii 37°C

Naslednou purifikaci foto-cytochromu bs bylo ziskano ze 180 ml bakterialni
suspenze 1,3 mg proteinu se specifickym obsahem 46,8 nmol-mg™.

Fotoreaktivita foto-cytochromu bs byla prokazana v rekonstituovaném systému
sCYP2B4, ktery byl ozafen UV zafenim. Foto-cytochrom bs vytvaii s CYP2B4
3 heterooligomery, ve kterém jsou CYP2B4 a cytochrom bs pravdépodobné v molarnim
poméru 1:1, 1:2 a 2:1. Mnozstvi vzniklych heterooligomerii je zvySeno v piitomnosti
substratu CYP2B4, diamantanu.

V této préci byla vyzkouSena exprese a izolace CYP2B4 a na zaklad¢ téchto pokust
budou provadény optimalizace pro inkorporaci foto-methioninu do CYP2B4.

CYP2B4 byl Gspésné piipraven a purifikovan. Z 500 ml bakterialni suspenze bylo

ziskano 5,1 nmol CYP2B4 se specifickym obsahem 6,03 nmol-mg™ a aktivitou

43,4 pmol R -min~" -nmol CYP .
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