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Abstrakt:

Cytochrom P450 3A4 je integralni protein vyskytujici se v membrané
endoplasmatického retikula. U ¢loveéka se v nejvyssi mife vyskytuje v jaterni tkani. Je
dilezitym enzymem metabolismu xenobiotik. V procesech biotransformace preménuje
zhruba polovinu vSech pouzivanych IéCiv.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo ovéfit vliv genové optimalizace na heterologni
expresi lidského cytochromu P450 3A4. Pti feSeni prace byly nejprve pfipraveny a ovéieny
expresni konstrukty zalozené na vektoru pET22b. Byla porovnana efektivita exprese
zkracené formy zdjmového proteinu za pouziti syntetického genu optimalizovaného pro
produkci v hostitelském organismu odvozeném od parentdlniho kmene K-12 vici produkei
stejné zkracen¢ho cytochromu P450 3A4 v témze vektoru ovSem s originalnim lidskym
genem ziskanym z cDNA. Bylo potvrzeno, ze optimalizace nukleotidové sekvence genu
pro hostitelsky organismus E. coli skute¢né Cinnost exprese zkracené formy proteinu
zvySuje, 1 kdyz mnozstvi aktivni formy proteinu nedosahuje vytézki obvyklych u jinych
netoxickych solubilnich proteini.

Kromé toho byl ucinén pokus o produkci kompletni nezkracené formy lidského
cytochromu P450 3A4 vexpresnim vektoru pET22b. MnozZstvi této formy proteinu
pfitomné v bakteridlni membranové frakci vSak bylo ve srovnani se zkracenou formou

mnohem nizsi.

Kli¢ova slova: cytochrom P450 3A4, heterologni exprese, pET22b, genova syntéza



Abstract:

Cytochrome P450 3A4 is integral membrane protein residing in endoplasmic reticular
membrane. In human the highest concentration cytochrome P450 3A4 is expressed in liver,
where it plays a major role in metabolism of many drugs and xenobiotics.

The main aim of the thesis was to evaluate the effect of gene optimization on
heterologous expression of human cytochrome P450 3A4. At first expression constructs
based on vectors pET22b were prepared. Then the efficiency of heterologous expression of
optimized vs. natural gene sequence encoding truncated form of the human cytochrome
P450 3A4 compared. The results show that the gen sequence optimized for E. coli strains
K12 was expressed in significantly higher efficiency than the original human gene based
on cDNA sequence.

Another aim was to evaluate the suitability of pET22b based expression vectors for
recombinant production of native (complete) form of human cytochrome P450 3A4. The
amount of native form of the protein found in bacterial membrane was however

substantially lower then that of the truncated form.
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1. Uvod

S rozmachem novych technologii se zvysuje také podil cizorodych latek (xenobiotik)
v zivotnim prostiedi. Tyto latky jsou produkovany a vyuzivany v primyslu a zeméd¢lstvi.
Vétsina z nich jsou potencialné Skodlivé chemické slouceniny, které se mohou akumulovat
v prostiedi, ¢imz naruSuji ekosystém, nemluvé o neblahém vlivu na lidské zdravi.

Mezi nejcastéj$i polutanty Zzivotniho prostfedi patii napiiklad aromatické aminy,
fenolické latky, nitroslouceniny a primyslova barviva [1]. Mnohé z nich jsou chemické
karcinogeny, tedy latky zptisobujici nebo napomahajici vzniku rakovinného bujeni. Tento
proces vznika reakci karcinogenti s DNA, kde nasledné vznikaji genetické zmény. Mnoho
karcinogent se stavd nebezpecnymi az po metabolické aktivaci. Xenobiotika stejné jako
karcinogeny podstupuji po vstupu do organismu biotransformacni reakce [2]. Jejich cilem
je detoxikovat transformaci Skodliviny na metabolity, které je mozné ztéla snadnéji
vyloucit.

Tento proces zahrnuje dvé faze. Prvni je derivatizacni, pii které se k molekule
xenobiotika pfipoji reaktivni skupina (oxidace, redukce, dehydratace...). Ve druhé-
konjugacni fazi dochédzi ke spojeni modifikované molekuly xenobiotika s polarni
endogenni slouceninou (glutathion, acetylkoenzym A, kyselina glukuronova aj.). Takto
modifikovand xenobiotika jsou snadnéji vyloucena z organismu, nejcastéji zlu¢i nebo
moci.

Na prvni fazi biotransformace cizorodych latek se majoritné podili enzymy

cytochromy P450 [1,2,3,4].

1.1 MFO systém

cey

Systém oxygenas se smiSenou funkci (MFO systém) se vyskytuje ve vSech zijicich
organismech. Hraje dtlezitou roli pfi metabolismu exogennich slozek a to konkrétné pii
derivatizacni fazi biotransformace. Uplatiiuje se naptiklad pti biotransformaci exogennich
latek jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, pesticidy

aj., konkrétné se jednad o jejich oxidaci, pficemz je jeden atom molekuldrniho kysliku
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inkorporovan do molekuly xenobiotika v podobé hydroxylové skupiny nebo oxoskupiny a
druhy atom je redukovan na molekulu vody. Toto se odehrdva v aktivnim centru
cytochromu P450, ktery je terminalni oxydasou monooxygenasového systému. MFO tedy
funguje jako elektron transportni fetézec, pfiCemz je redukcni ekvivalent prenesen
z NADPH na terminalni oxydasu, tedy cytochrom P450 [5,6].

MFO systém je lokalizovan v membrané endoplazmatického retikula nebo ve vnitini
membrané mitochondrii. Jeho slozkami jsou hemthioldtovy protein cytochrom P450

(CYP), flavoproteinovy enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa, kterd ma tlohu délice

elektronového paru a zaroven elektrony do systému dodava, a membrana, ktera zajist'uje
spravnou orientaci jednotlivych komponent. Soucasti systému je také cytochrom bs se svoji
NADH:cytochrom bs reduktasou, ktery ma pouze fakultativni funkci a jeho pfitomnost
nema zéasadni vliv na praci systému [7]. Cytochrom bs mize byt redukovan i
NADPH:cytochrom P450 reduktasou [8].

U bakterii je MFO systém lokalizovan v cytoplazmé, tim padem je solubilni [7].

1.2 CYTOCHROMY P450

V padesatych letech minulého stoleti byla objevena Martinem Klingenbergem nova
ttida proteinli s enzymatickou aktivitou. Tento némecky védec si vSiml Sirokého
absorpcniho pasu pii vinové délce 450 nm, ktery protein vykazuje v redukované formé
v pritomnosti oxidu uhelnatého [5,9,10].

Pozdé&ji v roce 1962 byl Ryo Satem a Tsuneo Omurou tento pigment charakterizovan
jako novy mikrosomalni hemoprotein a jimi byl téZ pojmenovan jako cytochrom P450
[11].

Cytochromy P450 se vyskytuji ve vSech formach zivota, jak ukazuje tabulka 1.
Pravdépodobné se vyvinuly zjednoho genu, ktery dal vzniknout prvnimu cytochromu
P450 a to u predchidct prokaryot zhruba pted 3,5 miliony let.

Jen u Cloveéka bylo dodnes ptecteno 57 aktivnich geni kodujicich 18 rodin a 43

podrodin cytochromit P450 [12,13].
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1.2.1 Nomenklatura cytochromii P450

Nazev cytochrom ma kofeny v feckém jazyce. PocCatek slova ,,cyto“ odrazi lokalizaci
v buiice a ,,chrome “ zase fotochemické vlastnosti. Znaceni P450: pismeno P je pocatecni
pismeno slova pigment, ¢islo 450 znac¢i vinovou délku, pii které ma redukovand forma
proteinu v komplexu s CO absorpéni maximum [14,10].

V riznych zivoc¢iSnych druzich bylo identifikovano velké mnozstvi isoforem a
isoenzymi cytochromti P450. Pro lepsi orientaci bylo nutné rozd¢lit cytochromy P450 do
rodin a podrodin na zdklad¢ homologie jejich aminokyselinové sekvence.

Rodina zahrnuje cytochromy P450, které maji homologii primarni struktury proteinu
vys$si nez 40 %, do jedné podrodiny patii ty s homologii vyssi nez 60 %.

Konkrétni rodina je oznaCena arabskou Cislici za zkratkou P450, podrodina je
charakterizovana velkym pismenem a nakonec je pouzita arabska CcCislice nalezici
ptisluinému isoenzymu. Cili isoforma P450 3A4 nalezi do rodiny 3, podrodiny A.

Pro dalsi usnadnéni byla zavedena Nebertem a kol. v roce 1987 zkratka CYP, ktera
oznacuje formu cytochromti P450. Lze tedy pouzit nejen nazvu cytochrom P450 3A4, ale i

CYP3A4 [15,16,17].

Tab. 1. Pocet cytochromii P450 a jejich rodin u jednotlivych forem Zivota (rok
2010) Upraveno z [12,13].

Organismus Pocet rodin CYP Pocet CYP
Obratlovci 18 1461
Rostliny 126 4267
Houby 399 2784
Bakterie 333 1042
Archebakterie 13 26
Viry 2 2

Cytochromy P450 jsou hemthioldtové proteiny obsahujici hemovou prostetickou
skupinu (obrazek 1) vazanou Zelezitym iontem porfyrinového skeletu ptes -SH skupinu
cysteinu [14]. Aminokyselinova sekvence v okoli vazby prostetické skupiny je pro rizné
isoformy cytochromi P450 stejnd i pfes pomérné nizkou substratovou specifitu, coz

dokazala rentgenova krystalografie [18,19].
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COOH COOH

Obr. 1 Hem (ferri-protoporfyrin IX)
Prosteticka skupina cytochroma P450. Prevzato z [14]

1.2.2 Lokalizace cytochromu P450

Ptevazna vétSina cytochromii P450 je lokalizovana v membrané endoplazmatického
retikula (ER). Jsou to integralni proteiny [20]. MiZeme je ovSem najit i ve vnitini
membrané mitochondrii [21]. U rostlin nebyla prokézana piitomnost cytochromii P450
v mitochondriich, z ¢ehoz lze predpokladat, ze lokalizace v mitochondridlni membranég je
evolu¢né podminéna.

O umisténi do zminénych bunéénych kompartmentii rozhoduje primarni struktura
proteinu na jeho N-termindlnim tseku. Mikrosomalni cytochromy jsou syntetizovany na
ribozomech vazanych kdrsnému ER, naopak ty mitochondridlni syntetizuji volné
ribozomy jako preproteiny, které jsou po odStépeni Useku na N-termindlnim konci
uvolnény do cytoplazmy a specificky transportovany do mitochondrii.

Takzvand "cilova sekvence” na N-konci mikrosomélnich CYP urcuje lokalizaci v ER a
také kotvi sloZeny protein v jeho membrané [22,23,24]

Tato sekvence je rozpoznana SRP (signal recognition particle) ribonukleoproteinem,
ktery odpovida za inkorporaci CYP do mikrosomalni membrany. SRP se vaze na SR
(signal recognition) receptor, ktery je na povrchu ER [25]. Sekvence obsahuje hydrofobni
aminokyseliny, kterym pfedchazi zaporné¢ nabité aminokyseliny, a za ni nasleduje kratky

usek bohaty na prolin. Takové uspotadani zajiSt'uje spravnou topologii v membrané ER
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(N-termindlni konec na stran¢ lumen a C-terminalni konec na cytoplazmatické stran¢ ER)

[24,23,26].

1.2.3 Mechanismus katalyzy CYP

Monooxygenasovou reakci katalyzovanou cytochromem P450 shrnuje tato rovnice:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP"

CYP obsahuje v nativnim stavu hemovou prostetickou skupinu s atomem Zeleza ve
ferri formé (oxidacni ¢islo III) v hexakoordinovaném (nizkospinovém) stavu. Porfyrinovy
skelet (protoporfyrin IX) je vazan pftes siru cysteinu v aktivnim centru CYP, ¢ili atom siry
tvoii paty ligand Zeleza v protoporfyrinu IX. Sestym ligandem je molekula vody.

Jakmile vstoupi molekula substratu (RH) do aktivniho centra, dochéazi k odstépeni
molekuly vody a atom Zeleza se stdva pentakoordinovanym (vysokospinovym). Zaroven je
na zaklad¢ elektrostatickych sil atom zeleza ptitahovan cysteinem z roviny protoporfirynu
IX, ¢imz se komplex stava dobrym elektronovym akceptorem (1).

Ptijmem elektronu z NADPH:CYP reduktasy se redukuje Zelezo na Fe*™ (ferro-formu),
pficemz zlstava v pentakoordinovaném stavu (2).

Na takto redukované zelezo se mize véazat molekularni kyslik, ¢imz vzniké oxo-ferri
komplex (v tomto kroku je mozna vazba CO). Tim vznikd hexakoordinovany stav s
atomem Zeleza Fe'". Tento intermediat je pravd&podobnd posledni stabilni meziprodukt
reakéniho cyklu (3).

V nésledujicim kroku dochazi k redukci druhym elektronem bud® z NAPDH:CYP
reduktasy nebo z NADH:cytochrom bs reduktasy. Tim vznikd peroxo-ferri forma (4), ktera
je nasledné protonovana a vznika tak hydroperoxo-ferri forma (5a).

Pot¢ dochazi k hydrolyze vazby mezi atomy kysliku (redukci atomu kysliku
vzdalengjsiho od atomu zeleza). Vznika tak ,,sloucenina I - oxo-ferryl intermediat a voda
(5b).

V dal$im kroku dochazi k inkorporaci atomu kysliku do molekuly substratu (6).

Posledni reakce cyklu je oxygenace substratu a jeho uvolnéni (7).

Popsana podoba meziprodukti druhé poloviny cyklu je pouze domnéld, zatim neni

experimentalné potvrzena.
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Kromé popsanych reakci se v cyklu vyskytuji dalsi tfi zpétné reakce. Jednak mtize
dojit ke vzniku superoxidového aniontu pii autooxidaci oxo-ferri formy, pficemz vznika
pentakoordinovana ferro-forma (A).

Dale je mozna disociace peroxidu vodiku z atomu Zeleza a to v pfipadé, ze se vodik
navaze na neprotonizovany kyslik (B).

V poslednim piipad¢ se jednd o oxidaci kysliku vdzaného v oxo-ferryl meziproduktu

na vodu, pficemz pak neni zapojen do oxygenace substratu (C) [1,27,16].

RH

Obr. 2 Reakéni mechanismus cytochromi P450.
Prevzato a upraveno z [27].

1.3 Isoformy lidské podrodiny CYP3A

Kli¢ovymi enzymy metabolismu 1é€iv a xenobiotik jsou cytochromy P450. Nejvice se
uplatniuji rodiny 1, 2 a 3. Jejich dilezitost znazoriiuje obrazek 3. Konkrétné rodina 3 se

primarn¢ uplatituje pfi metabolismu 1é¢iv. Ma jednu podrodinu — A, 4 geny (CYP3A4,
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CYP3AS, CYP3A7 a CYP3A43) a 2 pseudogeny (CYP3AS5P1 a CYP3AS5P2) [28]. Geny

pro lidskou CYP3A podrodinu jsou lokalizovany na 7. chromosomu [29,30].

Obr. 3 Zastoupeni cytochromii P450 v metabolismu 1é¢iv.

A znazornuje zastoupeni enzymui metabolizujicich 1éCiva (prvnich 200
piedepisovanych v USA). FMO-flavinové monooxygenasy, NAT-N-acetyltransferasy,
UGT-UDP-glukuronyltransferasy, EST — esterasy, MAO — monoaminoxidasy.

B znézornuje podil jednotlivych CYP na metabolismu 1é€iv.
Ptrevzato z [31].

1.3.1 CYP3A4

Ze vsech isoforem podrodiny 3A je nejvice zastoupena forma CYP3A4. Napriklad
v ledvinach tvoii 95 % CYP3A pravé CYP3A4 [32].
Nejhojnéji je CYP3A4 zastoupen v membrané hladkého endoplazmatického retikula
v jaterni tkéni, dale pak v plicich a tenkém stievé ovSem zde se nenachazi v takové mife.
Cytochromy podrodiny 3A, krom¢ CYP3A4, byly identifikovany také v ledvinach a
varlatech [18].
Cinnost CYP3A4 miize byt stimulovana cytochromem bs v zavislosti na substratu.
Tento efekt se ovsem lisi u CYP3AS5 [33].
Sekvenaci oblasti genu kodujici CYP3A4 bylo objeveno celkem 28 jednobodovych
mutaci tzv. ,,single nucleotide polymorphism*. Tyto mutace byly zkoumany celkem na 72

jednotliveich piislusejicich do 3 rozdilnych rasovych skupin. Nejnizsi frekvence vyskytu
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jednobodovych mutaci byla zaznamenana u bélocht, naopak nejvyssi byla zaznamenana u
Africana [34].
Molekula cytochromu P450 3A4 je na nasledujicim obrazku 4.

Obr. 4 Struktura CYP3A4
navrzena dle koordinat PDB kéd 1TQN RNDr. Vaclavem Martinkem, Ph.D.

1.3.2 CYP3AS

U 20 pacientl ve v€kovém rozmezi 42 — 79 let v zastoupeni obou pohlavi byla
zkoumana mira exprese mRNA isoforem CYP podrodiny 3A v gastrointestinalnim traktu.
V zaludku se nejvice exprimuji mRNA isoformy 3A4 a mén¢ isoformy 3AS. Stejné je to
v tenkém stfeve [35].

V plicni tkani je nejhojnéji zastoupena forma CYP3AS. (Koufeni cigaret inhibuje
zatim neznamym mechanismem jeho expresi) [36]. CYP3AS5 je zastoupen také

v ledvinach, prostaté¢ a hypofyze [32,37,38].

1.3.3 CYP3A7

Isoforma CYP3A7 je exprimovana jiz v 50. - 60. dni fetalniho obdobi jedince a u

dospélych se téméf nevyskytuje [18,33]. CYP3A7 byl detekovan v jatrech, ledvinach a
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plicich u lidského plodu, pfi¢emz nejvice je zastoupen v jatrech. Uz v prvnim tydnu zivota
rapidné klesd mnozZstvi CYP3A7 a u dospélého jedince tvofi tato isoforma pouze

zanedbatelné mnozstvi cytochromil P450 v mikrosomech jaterni tkané [18,39,40].

1.3.4 CYP3A43

V roce 2001 byla identifikovana isoforma CYP3A43. Nejvyssi mira exprese mRNA
CYP3A43 probiha v prostaté, pomérné¢ vysoka je i v jatrech a testes [18,41,42]. Bylo
prokézéano, ze aktivni forma CYP3A43 je chimérni a vznikd spojenim exonu 1 genu

CYP3A43 a exontl 2-13 genu pro CYP3A4 [29].

Obecné je substratova specifita vSech isoforem podrodiny CYP3A podobna [43].

1.4 Struktura lidského CYP3A4

Z vyzkumu metabolismu CYP3A4 vzeSel predpoklad, Ze enzym muiize mit aktivni
misto s kapacitou az na tfi molekuly substratu [33].

Aktivni misto enzymu mtize pojmout acetaminophen — paracetamol (Siroce rozsifené
antipyretikum), ktery ma M; 151 [44] a stejné tak je schopen metabolizovat i cyklosporin
(imunosupresivum) se znatelné vyssi M; 1201 [45]. Vzorce obou sloucenin jsou zachyceny

na obrazku 5.
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Obr. 5 Vzorec acetaminophenu (A) a cyklosporinu (B)
Ptevzato z [46,47].

Pfi navazéani vice nez jednoho substratu do aktivniho mista nevykazuje enzym kinetiku
Mechaelise a Menthenové. Tato skutecnost je ziejmé zodpovédna za netypickou kinetiku
CYP3A4 [48]. M4 také vazebné misto pro efektor, ktery je schopen ovlivnit katalytickou
aktivitu enzymu. V tomto modelu obsazuji substrat a efektor odliSnd mista, ptfi¢emz
k reaktivnimu kysliku ma piistup pouze substrat. Aktivni misto je schopné vazat dva az 3
substraty [49,50,51]. Mizeme rozeznat 3 rizné konformace CYP3A4 a to v pfitomnosti
substratu, v pfitomnosti efektoru a inhibitoru. To poukazuje na skutecnost, Ze se jedna o
allostericky enzym.

V oblasti nad aktivnim centrem je dutina tvofena z fenylalanini konkrétn& z Phe?” |
Phe? 15, Phelog, Phezw, Phezzo, Phe**! a Phe*™. Tuto dutinu, ktera ma vliv na metabolismus
nékterych substratli, ma pouze CYP3A4. Pii zdméné Phe'®® jinou (mensi nebo vétsi)
aminokyselinou byla prokazdna zména v metabolismu a to sice pokles enzymové aktivity
[50]. Dutina tvotena z fenylalaninti je vazbou substratu do aktivniho mista rozrusena [48].

Pomérné Sirokd substratova specifita je dana piitomnosti fenylalaninové dutiny.
CYP2C9, ktery dutinu nemd, ma sice v&tsi aktivni misto nez CYP3A4, ovSem nevykazuje
tak Sirokou substratovou specifitu [50]. CYP2C8 ma podobnou kapacitu aktivniho mista
jako CYP3A4, ovSem dutina aktivniho mista CYP3A4 je v okoli hemového Zeleza vétsi.
Ptes tuto nevelkou strukturdlni odliSnost aktivniho centra je substratova specifita CYP3A4

znacéné $irsi.
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Pomérné velka dutina blizko katalytického centra enzymu zodpovidéd za heterotropni
kooperativitu tohoto enzymu [52].

Enzymova reakce sav€ich cytochromt P450 probiha ve dvou krocich [53]. Tomu se
ovSem vymyka cytochrom P450 3A4. Studium vazby bromocriptinu (agonista dopaminu,
1é¢ivo pouzivané pii onemocnéni diabetu 2. typu a pfi Parkinsonové chorob€) na CYP3A4
potvrdilo, Ze se jedna o tfi moznd i vicekrokovou reakci.

Nasledujici obrazek 6 znazornuje pravdépodobné modely vazby substratu na CYP3A4.
V prvnim kroku se substrat (L;) navaze do mista vzdalené¢jSiho od hemu (1), nasledn¢ je
tato molekula ptenesena k hemu, coZ zpiisobi pfechod molekuly Zeleza z nizkospinového
do vysokospinového stavu (2a), nebo mtize dojit k vstupu druhé molekuly substratu (L,) do
aktivniho mista a interakci s hemem (2b), zatimco prvni molekula substratu je stale
v poloze vzdalené od hemu. Posledni tieti krok zahrnuje konformaéni zménu aktivniho

mista enzymu (3) [54].

Obr. 6 Pravdépodobny model vazby substratu na CYP3A4
Ptevzato z [54].

1.5 Rekombinantni exprese
Donedavna bylo mozné studovat pouze ty proteiny, které se vyskytovaly v buiice ve

velkém mnozstvi. Cesta jeho ziskani z konkrétni tkdné¢ byla pomérné narocna. Dnes

muizeme zkoumat proteiny, jeZ tvoii jen zlomek hmotnosti buniky, a to diky néstrojim
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molekularni biologie. Jednim z nich je i rekombinantni exprese, ktera poskytuje velké
mnozstvi poZadovaného proteinu.

Jednd se o metodu, pii které dochazi v hostitelské bunice k expresi rekombinantnich
genl, které se vni pfirozené nevyskytuji. Rekombinantni gen vznikd spojenim
pozadovaného useku DNA s vektorem, tim je bakteridlni plasmid (cirkularni
dvouretézcovd molekula DNA schopnd samostatné replikace nezavisle na replikaci
chromosomalni DNA). V této préci jsem jako hostitelsky organismus pouZzila bakteridlni
bunky Escherichia coli.

Tyto bakterie se vyskytuji u clovéka vtenkém stfevé. Patii k nejdukladnéji
prostudovanym mikroorganismiim [55,56]. Jsou nenaro¢né na péstovani v laboratornich
podminkach a poskytuji vysoky vytézek exprese pozadovaného proteinu za pomérné nizké
naklady. Ve srovnani s jinymi expresnimi systémy je snadné rozrusit bunécnou strukturu a

purifikovat protein [57].

1.5.1 Klonovaci vektor - plasmid pUC19

Pojem klonovani oznacuje proces, ktery umoziuje vytvofit velké mnozstvi molekul
rekombinantni DNA z malého mnozstvi vychoziho materidlu. Déle tento termin oznacuje
purifikaci rekombinantni DNA.

Klonovaci vektor musi byt relativné maly nejlépe do velikosti 10 kb, protoze vétsi
molekuly maji sklon se pfi purifikaci lamat, takze se s nimi Spatné¢ manipuluje [55].

Ve své diplomové praci jsem pouzila tento vysocekopiovy plasmid pro namnozeni
pozadovaného genu.

Pojmenovani pUC se odviji od standardnich pravidel pro nazvoslovi vektort:

= . p“tika, Ze se jedna o plasmid

=, UC* oznacuje umisténi laboratote, kde byl tento plasmid konstruovan - University

of California [55,58]

Tento maly plasmid o velikosti 2686 bp ma vysoky pocet kopii v buiice. V rozmezi
teplot 37 - 42°C se jedna o 75 az vice nez 200 plasmidl na jednu bunku [59].

Obsahuje pouze dva geny. Prvni kéduje enzym f-laktamasu, ta méni ampicilin na
netoxickou formu, coz zajistuje rezistenci proti tomuto antibiotiku. Druhy gen lacZ’
(lacZa) nese informaci pro tvorbu a-useku B-galaktosidasy. Tento enzym S$tépi laktosu na

glukosu a galaktosu a v bakteriich E. coli vznika piirozené expresi genu lacZ. Nékteré
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mutantni bakterie E. coli mohou nést gen pro lacZ zkraceny o usek lacZ’. Takové mutanty
mohou syntetizovat B-galaktosidasu pouze v ptipadé, ze nesou plasmid obsahujici gen pro
lacZ’. LacZ 1 lacZ" jsou pod kontrolou lac promotoru. Jejich transkripci 1ze indukovat
galaktosidy, velmi Casto se vyuziva IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid) [55].

Polyklonovaci misto (polylinker) je tsek bohaty na restrikéni mista. Konkrétni
restrikéni mista jsou zndzornéna na obrazku 7, ktery zachycuje mapu vektoru. Nachézi se
na pocate¢nim useku genu pro lacZ’. Zde dochazi k vlozeni ciziho genu do plasmidu [59].

Pti tom dojde k preruseni genu pro lacZ’ coz se nasledné vyuziva jako druhy selekcni
»~marker”. Pfi pouziti chromogenniho substratu X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D-
galaktopyranosid) analogu laktosy Ize na zakladé barevné odliSnosti rozeznat bakterie
obsahujici rekombinantni plasmid od téch, které jej neobsahuji [55].

Pti expresi CYP3A4 jsem vyuzila jako selekéni ,,marker* rezistenci k ampicilinu.
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Obr. 7 Klonovaci vektor pUC19
Mapa znazortiujici §t&pici mista restrikénich endonukleas, selekéni markery (Ap" a
lacZa) a pocatek replikace (ori). Pfevzato z [59].
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1.5.2 Expresni plasmid pET22b

Pti rekombinantni expresi CYP3A4 byl pouzit tento expresni plasmid, ktery byl
navrzen pro klonovani a expresi rekombinantnich proteinli v bakteriich E. coli. Jeho
velikost je 5493 bp. Mapu restrikénich mist plasmidu popisuje obrazek 8 [60].

Nézev tohoto expresniho vektoru napovida, ze se jednd o plasmid vyuzivajici T7
expresni systém - ,,plasmids for expression by T7 RNA polymerase”. Gen pro T7 RNA
polymerasu se v bakteriich nevyskytuje, proto do nich musi byt integrovan gen pro tuto
polymerasu z bakteriofdga T7 jako profag DE3 [61]. Do plasmidu byl vloZen také lac
promotor a to pied usek obsahujici gen pro T7 RNA polymerasu. Diky tomu Ize zah4jit po
piidani IPTG translaci genu pro T7 RNA polymerasu, kterd mize nasledné¢ exprimovat
cilovy gen, jenZ je umistén za T7 promotorem [60].

T7 RNA polymerasa je velice aktivni ve srovnani s RNA polymerasou, kterd se
ptirozené vyskytuje v bakteriich. Zhruba po tfech hodinach je tato T7 RNA polymerasa
schopna vyprodukovat tolik cilového proteinu, Ze tvoii vice nez 50 % z celkového
mnozstvi proteintl v hostitelské buiice [62].

V plasmidu je zabudovan gen pro B-laktamasu zajiStujici rezistenci viaci ampicilinu.

Ten se ptidava do kultury, v niz jsou bunky kultivovany.
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Obr. 8 Mapa expresniho vektoru pET22b
Vyznacuje §tépici mista restrik¢nich endonukleas, selekéni marker a pocatek replikace
(ori). Pievzato z [63].

1.6 ¢cDNA

cDNA (,,complementary DNA) vznika pfepisem mRNA katalyzovanym enzymem
reverzni transkriptasou. Ke 3" konci mRNA, ktery je bohaty na adenin, je komplementarné
pfipojen kratky usek DNA. Ten funguje jako primer pro reverzni transkriptasu, ktera
nasledné kopiruje mRNA do komplementarniho fetézce DNA, ¢imz vznikd hybridni
Sroubovice RNA/DNA. V ptitomnosti alkalického pH se RNA rozpadne na jednotlivé
nukleotidy a zbude fetézec cDNA, podle nc¢hoz je néasledné DNA-polymerasou
dosyntetizovan druhy fetézec cDNA [56].

V diplomové préci jsem pouzila gen pro CYP3A4 vznikly prave touto cestou.
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1.7 Preference genetického kodu

Kazda aminokyselina s vyjimkou methioninu a tryptofanu je kédovana dvéma a vice
kodony (trojice nukleotidii). Ty se vétSinou 1isi v jednom nukleotidu a to na tfeti pozici
tohoto tripletu. Kazdy organismus preferuje pro danou aminokyselinu jiné kodony
[64,65,66]. To souvisi s mnozstvim dané tRNA, které souvisi s frekvenci pouziti
prislusného kodonu [67]. Naptiklad aminokyselina fenylalanin je u bakterie E. coli
kodovana dvéma triplety, z nichz ma nejvyssi zastoupeni TTT. Naopak u c¢loveka je
fenylalanin kodovan ¢astéji kodonem TTC [68].

V ptipad¢ ptenosu genu do hostitelské buiiky s odliSnou preferenci genetického kodu
(,,codon usage®) je nutné optimalizovat dany gen pro efektivni produkci v hostitelském
organismu, coz bylo dokdzano na heterologni expresi né¢kolika gent v hostitelské E. coli
[65,69].

Dal§im zptsobem, jak zvySit produkci cilového proteinu v cizim hostitelském
organismu, je pouzit takového hostitele, ktery ma posilenou produkci téch tRNA, které
jsou u n¢j zastoupeny v nizkém poctu. Napiiklad buiiky E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-
RIL obsahuji navic kopie gent, které kdduji tRNA pro arginin (R), isoleucin (I) a leucin
(L). Bunky E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL obsahuji navic jesté kopii genu kddujici
tRNA pro prolin (P) [70].

Pro uspésnou heterologni expresi jsou pouzivany i jiné bakteridlni kmeny bunck E.
coli, naptiklad E. coli BL21 C41(DE3) nebo E. coli BL21 C43(DE3). Ty obsahuji mutaci,
kterd zabraiiuje bunééné smrti spojené s expresi toxickych heterolognich proteint [71].

Tabulka 2 ukazuje kodony, které jsou v bakterii E. coli pouzivany jen vzacng.

Tab. 2 Vzacné kodony v E .coli pirevzato z [69].

Aminokyselina Vzacné kodony
Arginin AGG, AGA, CGG, CGA
Leucin CUA, CUC

Isoleucin AUA
Serin UCG, UCA, AGU, UCC
Glycin GGA, GGG
Prolin CCC, CCU, CCA
Threonin ACA
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2. Cil diplomové prace

Hlavnim cilem ptedkladané prace bylo ovéfit vliv genové optimalizace na heterologni
expresi lidského CYP3A4. Konkrétné porovnat expresi zdjmového proteinu za pouZiti
syntetického genu optimalizovaného pro produkci vkmenech E. coli odvozenych
z parentalniho kmene K-12, vic¢i produkci CYP3A4 ve stejném typu vektoru avsak
s originalnim lidskym genem ziskanym z cDNA. Dil¢imi cily pak bylo pfipravit a ovétit
potiebné expresni konstrukty zalozené na vektoru pET22b. DalSim cilem bylo téz otestovat
moznost produkce nezkracené nativni formy lidského cytochromu P450 3A4 v expresnich

systémech zavedenych v laboratofi.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy: 40 SM-200A, Pesa
HM-200, A&D Instruments LTD.
Predvazky: 440-35-N, Kern

EW 600-2M, Kern
EK-600H, A&D Instruments LTD
Ohfivac¢ bloki: LS1, VLM GmbH
Centrifuga: Stolni minicentrifuga, Labnet
Stolni minicentrifuga Gilson, GmC Lab
Janetzki K70D, MLW
Allegro X-22R, Beckman Coulter (rotory 4250 a

F0630)

5415 D/R, Eppendorf
Ultracentifuga: Beckman LE-80K, Beckman Coulter (rotor Ti70)
Vortex: MS2 Minishaker, IKA

MS 1 Minishaker Schiller Pharma
Spektrofotometr: Spekol 11, CARLZEISS, Jena

Specord M40 CARLZEISS, Jena
NanoVue plus, GE Healthcare

Laminarni box: BIO 126, Labox

Bezdotykovy kahan: Gasprofi2 SCS, VLD-TEC

Termocykler: Tech gene, TECHNE

Elektroforeticka aparatura: MSMINI-10 Multi Sub Mini Univec
miniVE vertical, Amersham Bioscience

Zdroj pro elektroforézu: EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amerham
Pharmacia Biotech

Transluminator: Dark Reader, Clare Chemical Research

Inkubator: IR 1500 Automatic CO2 Incubator, Flow Laboratories

ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp
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Autoklav: Varioklav 400E, H+P Labortechnik

Ultrazvukova sonda: Sonoplus HD 3100, Bandelin, sonda KE 76
pH metr: Model 370, ATI Orion
Magneticka michacka: HM 2A, Laboratorni pfistroje Praha

KMO?2 basic, IKA

Variomag Monotherm, H+P Laborator technik

Aparatura pro »western SNAP i.d., Milipore
blotting*: Fastblot B43, Biometra
BIOHIT, NichipetEX, makropipety Acura 835
Automaticka pipeta: Mini Rocker MR-1, BIOSAN
Mini tfepacka: DNA Speed Vac DNA 110
Vakuova odparka: DMC-LS65, Panasonic
Fotoaparat: HP Scanjet 4370
Scanner: Ultrasonic compact cleaner UC 005 AJI TESLA
Sonikétor:
MikrovInna trouba ETA
Elektricky vafic: CSAV vyvojové dilny
Ttepacka:

3.2 Pouzity material a chemikalie

Biomatik, USA: synteticky gen CYP3A4

Fermentas, Kanada: 2-Log DNA marker, hmotnostni standard pro SDS elektroforézu
PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder, Spectra™ Multicolor Broad Range
Ladder

Fuka, Svycarsko: methanol, N N-methylen-bis-akrylamid (BIS), akrylamid, 2-

merkaptoethanol, dodecylsulfat sodny (SDS)

Genomed, Némecko: JETquik-Plasmid Miniprep Spin Kit, JETquik-Gel Extraction Spin
Kit

Invitrogen, USA: SYBR Safe™ DNA Gel Stain
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Lachema, Brno: MgCl,, EDTA (chelaton 3), HCI, KH,PO4, KOH, NaOH, methanol,

ethanol, glycerol, kyselina octovd, chloroform, persiran amonny, isopropanol, fenol,
isoamylalkohol, 8-hydroxychinolinu

Loba Feinchemie, Rakousko: tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Lucigen, USA: E. coli BL21 C41(DE3), E. coli BL21 C43(DE3)

Metabion, Némecko: oligonukleotidy
New England Biolabs, USA: HindIII (¢ = 20000 U/ml), EcoRI (¢ = 20000 U/ml), NdelI (c
= 20000), pufru NEB 2 (10x koncentrovany), pufru NEB 4 (10x koncentrovany), BSA

(100 x koncentrovany), T4 DNA ligasa, pufr pro T4 DNA ligasu (10 x koncentrovany),
pUC19, pET22b
Roche, Svycarsko: inhibitory proteas cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

Serva, Némecko: ampicilin, isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), N, N, N', N'-
tetramethylethylendiimin (TEMED), Triton X-100, Coomassie Brilliant Blue R-250

Sigma Aldrich, Cesko: protilatka proti krali¢i protilatce
Stratagene, USA: E. coli BL21-Gold, E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL, E. coli BL21-
Codon Plus (DE3)-RIPL

3.2.1 Pouzité roztoky

V diplomové praci byly pouzity roztoky o nasledujicim sloZeni:
Barvici lazen: 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v), 46 % ethanol (v/v),
9,2 % kyselina octova (v/v)
Blokovaci roztok: 5 % susené mléko v pufru PBS-Triton X-100
Elektrodovy puft: 0,025 M Tris-HCI, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS (w/v) pH 8,3

Fosfatovy pufr: (100 mM KH2PO4; 2% (v/v) glycerol; pH 7,5)

GTE pufr: 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA
G1: 50 mM Tris-HCI1 pH 8, 10 mM EDTA, 100 pul/ml RNasa A

G2: 200 mM NaOH, 1 % SDS (w/v)

G3: obsah acetatu a guanidin hydrochloridu

G4: NaCl, EDTA, Tris-HCI a ethanol

K-AC: 3 M octan draselny, 5 M kyselina octova, pH 4,8

LB agar: 4 g agaru do 100 ml destilované vody
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LB médium: 2,5 g média na 100 ml destilované vody

Lyzaéni roztok: 200 pul 5 M NaOH, 4,3 ml sterilni vody, 500 ul 10% SDS

L1: chaotropni sole a TBE-solubilizator

L2: NaCl, EDTA, Tris-HCI a ethanol

NEB 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCIL, 10 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol pH 7.9
NEB 4: 50 mM potassium acetate, 20 mM Tris-acetate, 10 mM Magnesium
Acetate,1 mM Dithiothreitol pH 7.9

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

PBS-Triton X-100: 1.8 mM Na,HPO4; 1mM NaH,POy; 0,134 M NaCl; 0,3% TRITON
X-100 (w/v); pH 7,2

PEG: 2,5 M NaCl, 20% polyethylen glykol

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

Ptenosovy pufr: 0,025 M Tris/Cl; 0,192 M glycin; 10% methanol (v/v); pH 8,3
Pufr A: 0,375 M Tris-HCI, 0,1 % SDS (w/v) pH 8,8

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

Pufr pro T4 DNA ligasu

Resuspendaéni pufr I: 10 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, pH 7,7

Resuspendaéni pufr II: 10 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, 20 % (v/v) glycerol, pH 7,7
RNasa A: 1 mg/ml

Roztok primarni protilatky: zadsobni krali¢i protilatka v blokovacim roztoku do

vysledné ¢ = 30 pg/ml
Roztok sekundarni protilatky: v PBS fedit 1:30000
TAE: 2 M Tris, 1 M kyselina octova, 50 mM EDTA, pH 8,2

TB médium:4,76 g média na 100 ml destilované vody s ptidavkem 0,8% (v/v)
glycerolu

TE: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

TSE puft: - 100 mM Tris-acetat, pH 7,6, 500 mM sacharosa, 0,5 mM EDTA
Vzorkovy puft: 40 % sacharosa (w/v), 0,1 % bromfenolova modf (w/v)

Vzorkovy pufr redukujici (4x koncentrovany): 0,25 M Tris-HCI, 8 % SDS (w/v), 40%

glycerol (v/v), 20 % 2-merkaptoethanol (v/v), 0,012 % bromfenolova modf (w/v)
pH 6,8
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75% ethanol

3.2.2 PouZité enzymy

Restrikéni endonukleasy: EcoRI, HindIIl, Ndel, Xhol
krali¢ci CYP1A2 — poskytl Mgr. Jan Milichovsky
RNasa A

T4 DNA ligasa

3.2.3 Pouzité bakterialni kmeny

E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL

E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL

E. coli BL21 C41(DE3)

E. coli BL21 C43(DE3)

E. coli BL21-Gold

E. coli DH5a — kompetentni bunky poskytl RNDr. Marek Ingr, Ph.D.

3.2.4 Pouzité vektory

pET22b
pUC19

31



3.3 Metody

3.3.1 Priprava agarovych ploten

Sterilni agar byl rozehtan v mikrovinné troub¢ (4 g agaru do 100 ml destilované vody,
nasledn¢ autokldvovano), potiebné mnozstvi bylo odlito do sterilni zkumavky Falcon o
objemu 50 ml. Po zchladnuti agaru zhruba na teplotu 40°C byl pfidan ampicilin do
vysledné koncentrace 1 mM, agar byl promichén a nalit na sterilni Petriho misky (kolem
10 ml na jednu Petriho misku) v laminarnim boxu (Bio 126, Labox). Poté agar v Petriho

miskach tuhnul na vodorovné plose.

3.3.2 Priprava roztoku DNA

Synteticky gen pro CYP3A4 vlozeny do plasmidu pUC19 byl dodan v lyofilizované
formé. Stejné tak byly dodany i oligonukleotidy. Mikrozkumavky s lyofilizovanou DNA
byly vymuty zmrazdku (-20°C) a kratce stoCeny na stolni centrifuze (stolni
minicentrifuga, Labnet), aby nedoslo ke ztratdm zplisobenym rozptylenim DNA na sténach
zkumavky a jejim vicku. Nasledné¢ byla DNA zifedéna sterilni vodou na vyslednou

koncentraci 0,1 mM a uchovana v mrazaku v -80°C.

3.3.3 Transformace bunék E. coli

Z mrazéku (-80°C) byla vyjmuta mikrozkumavka s 200 pl bunék E. coli DH5a (kmen
vhodny pro klonovani, namnoZeni vektoru) nebo jinych kmenii vhodnych pro expresi a
nasledn¢ byly bunky rozmrazeny na ledu pfi laboratorni teploté.

Do mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml bylo pievedeno 100 pl bun€k a ptidano 20 pl
konstruktu zalozeného na klonovacim vektoru pUC19, v pfipadé transformace buné&k
konstruktem zalozeném na plasmidu pET22b byly pouzity pouze 3 pl konstruktu, pfi
transformaci bun¢k produktem ligacni reakce bylo pouzito 20 pl tohoto produktu. Bunky
byly ponechany 30 minut na ledu.

Nasledné byly buniky vystaveny teplotnimu Soku 42°C (v pfipad¢ jinych kmenl nez
DH5a byla délka teplotniho Soku sniZena na 25 sec) v ohtivaci blokti (LS1, VLM GmbH)
po dobu 1,5 min a poté byly ponechany 2 min na ledu. Teplotni Sok slouzi k rozruseni

bunécné stény bakterii, coz vede ke snadnéjSimu vstupu plasmidu do buriky.
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K buiitkam bylo ptidano 300 ul LB média a nasledné byla smés inkubovana hodinu pii
37°C (IR 1500 Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories).

Po vyjmuti z inkubatoru byly bunky stoceny 1 min pti 4000 RPM (centrifuga 5415,
Eppendorf), vrchnich 150 pl supernatantu bylo odstranéno a peleta byla opatrné
resuspendovana ve zbylém supernatantu. Tim bylo docileno redukce LB média pro snazsi
vsdknuti smési do agaru.

Nésledné byla suspenze prfenesena v laminarnim boxu (Bio 126, Labox) pipetou na
agarovou plotnu a rozettena sterilnimi kuli¢kami.

Takto pripravené agarové plotny byly inkubovany ptes noc pfti teploté 37°C (IR 1500

Automatic CO; Incubator, Flow Laboratories).

3.3.4 Kultivace bunék E. coli metodou ,,single-cell colony*

Pfes noc narostlé kolonie bunék (vzdy po jedné zkazdé agarové plotny) byly
preockovany v laminarnim boxu (Bio 126, Labox) sterilnim paratkem. Do vyzihané
pinzety bylo uchopeno sterilni paratko, kterym byla nabrana kolonie z agarové plotny a
nasledné bylo toto paratko vhozeno do zkumavky Falcon obsahujici 10 ml sterilniho LB
média s 1 mM ampicilinem. Uzaviené zkumavky sne zcela utazenymi Sroubovacimi
uzaveéry (zajisténi lepsi aerace) byly inkubovany pies noc pii 37°C a 200 RPM (ORBI-
SAFE TS Net Wise, Gallenkamp).

Druhy den bylo ze zkumavek odebrano 200 pl bunééné kultury, k té bylo ptidano 80 ul
kryoprotektiva 50% glycerolu (v/v). Takto pfipravené bunky byly zamrazeny v -80°C pro

ptipadné dalsi pouziti. Pfi expresi slouzily zamrazené vzorky bun¢k jako inokula.

3.3.5 Izolace plasmidové DNA-minipreparace (JETquick-Plasmid
miniprep Spin Kit)

Vyzihanou pinzetou byla ze zkumavek Falcon odstranéna paratka. Nésledné byla
suspenze centrifugovana 5 min pii 4500 RPM (centrifuga Allegro X-22R, Beckman
Coulter, rotor 4250), supernatant byl odstranén a zkumavky byly ponechdny 2 min
pfevraceny dnem vzhiru pro lepsi odstranéni zbytki LB média.

Dalsi kroky byly provedeny podle navodu ptiloZzeného vyrobcem k JETquik-Plasmid
miniprep Spin Kitu [72]. Roztok G1 byl v objemu 250 pl pfidan k peletam, ty jim byly
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resuspendovany a pievedeny do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf. Poté bylo do
mikrozkumavek ptidano po 250 pl lyzac¢niho roztoku G2, suspenze byla promichana
prevracenim a ponechdna stat 5 min pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby bylo do
mikrozkumavek ptidano po 350 pl neutralizaéniho roztoku G3. Smés byla opét
promichédna pfevracenim a centrifugovéana 10 min pii maximalnich otackach 13200 RPM
(centrifuga 5415, Eppendorf).

Pipetou se sterilni Spickou byl supernatant pifeveden na kolonu JETquik umisténou
v nové sterilni mikrozkumavce Eppendorf a nasledné byl centrifugovan 1 min pii 12000
RPM (centrifuga 5415, Eppendorf). Eluovany roztok byl odstranén a na kolonu bylo
naneseno 500 pl roztoku G4. Nasledovala centrifugace 1 min pifi 12000 RPM (centrifuga
5415, Eppendorf), eluovany roztok byl odstranén, kolona byla umisténa zpét do
mikrozkumavky a opét centrifugovdna 1 min pifi 13200 RPM (centrifuga 5415,
Eppendorf), za ucelem odstranéni zbytkti roztoku G4.

Kolony byly pieneseny do novych sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf a do
jejich stfedu byla nanesena sterilni voda pfedehiata na 65°C o objemu 75 pl. Po 1 min, kdy
staly pfi laboratorni teploté, byly odstiedény pii 12000 RPM po dobu 2 min (centrifuga
5415, Eppendorf). Kolony byly z mikrozkumavek vyjmuty a ecluovand DNA byla

skladovdna v mrazaku pti -80°C.

3.3.6 Izolace plasmidové DNA fenol-chloroformovou metodou

3.3.6.1 Precisténi fenolu

Fenol bylo tfeba zbavit produktii, které vznikly oxidaci.

Do 50 ml zkumavky Falcon bylo odebrano zhruba 20 ml krystalického fenolu.
Nasledné byl fenol rozpoustén 20 min v horké 1azni pti 70°C. Po rozpusténi byl odhadnut
objem a pfiddno stejné mnozstvi 1 M Tris-HCl pH 8,0 a 8-hydroxychinolinu do
koncentrace 0,1% (w/v). Smés byla dikladné protfepavana 10-15 min. Po ustaveni fazi
byla odebrana vrchni faze, pficemz jeji Cast zlstala jako ochrannéd vrstva. Pro dosazeni
smichan s chloroformem a isoamylalkoholem (fenol:chloroform:isoamylalkohol = 25:24:1)

Smés byla uskladnéna pti 4°C v tmavé lahvi.
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3.3.6.2 Izolace plasmidové DNA

Pfes noc narostla kultura bunék E. coli o objemu 10 ml byla centrifugovana 5 min pfi
4500 RPM (Allegro X-22, Beckman Coulter rotor SX4250). Peleta byla resuspendovana
ve 200 plledového GTE pufru, ptfenesena do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf a
ponechéna 5 min stat pii laboratorni teploté.

Nasledn¢ bylo ptidano 300 ul Cerstvé pfipraveného lyzacniho pufru, mikrozkumavka
byla n¢kolikrat pfevracena a inkubovéana 5 min pfi laboratorni teploté.

Poté bylo ptidano 200 ul ledové vychlazeného roztoku K-AC, mikrozkumavka byla
promichéna prevracenim (10 sec), inkubovana 10 minut v ledové 1dzni a centrifugovana 10
min 13200 RPM pfi laboratorni teploté (centrifuga 5415, Eppendorf).

Supernatant byl pfenesen do Cist¢ 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf a byl k nému
piidan stejny objem smési fenol:chloroform:isoamylalkohol. Smés byla centrifugovéana
5 min pii 4°C a 13200 RPM (centrifuga 5415, Eppendorf). Horni vodna faze byla
prevedena do cist¢ 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf, byl pfidan tentyz objem
isopropanolu, smés byla promichana silnym protiepanim a ponechéana precipitovat po dobu
10 min v ledové 1azni. Nasledn¢ byla smés centrifugovana 10 min pii 13200 RPM a 4°C
(centrifuga 5415, Eppendorf).

Peleta byla promyta ledové vychlazenym 75% ethanolem a usuSena ve vakuové
odparce (DNA Speed Vac DNA 110). Poté byla rozpusténa ve 100 ul TE, byly pfidany
2 pl RNasy A (1 mg/ml) a smés byla inkubovéna 1 hod pti 37°C (IR 1500 Automatic CO,
Incubator, Flow Laboratories).

Nasledné bylo ptidano 60 pl roztoku PEG a smés byla inkubovéna v ledové lazni po
dobu 1 hod.

Poté byla smés centrifugovana 15 min pfi 13200 RPM a 4°C (cenrifuga 5415,
Eppendorf). Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta 170 pl vychlazeného 75%
ethanolu. Peleta byla usuSena na vakuové odparce (DNA Speed Vac DNA 110) a nakonec
rozpusténa ve 40 ul sterilni vody a skladovana v -20°C.

Izolovana plasmidova DNA byla pouzita pro transformaci bunék E. coli kmenti BL21-
Gold, BL21-Codon Plus (DE3)-RIL, BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL, BL21 C41(DE3) a
BL21 C43(DE3).
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3.3.7 Polymerasova retézova reakce — PCR

Navrzené oligonukleotidy v lyofilizované form¢ byly pouzity jako primery pro PCR.
PCR neboli polymerasova fetézcova reakce slouzi k namnoZeni poZadovaného useku
DNA. Navrzené oligonukleotidy byly vzdy analyzovany a piipadné¢ optimalizovany
pomoci programu Oligo Analyser [73].

Lyofilizované primery byly rozpustény ve sterilni vod¢ na vyslednou koncentraci 100
puM. 10 pl ztohoto zésobniho roztoku bylo odebrano a nafedéno sterilni vodou na
vyslednou koncentraci 20 uM. Nasledné byla pfipravena reakéni smés.

Slozeni reakéni smési:

e 1 ul fw primeru

e [ plrvprimeru

e 1 pul smési deoxynukleotidtrifosfatt (10 mM)

e 5 ul pufru pro Pfu polymerasu (10x koncentrovany)
o 6 ul MgSOy4

e 2 ul DMSO

e 0,5 ul Pfu polymerasy

e sterilni voda do celkového objemu 50 pl

Reakce probihala v termocykleru (Tech gene, TECHNE) nastaveném na nasledujici
podminky:
30 cykla
e 94°C 30 s: rozvolnéni DNA
e 58°C 30 s: nasednuti primert (oligonukleotidi)
e 73°C 2 min: polymerace
1 cyklus
e 78°C 5 min: dosyntetizovani ¢asti DNA

e 6 °C do odebrani vzorka

3.3.8 Stépeni DNA pomoci endonukleas EcoRI a HindIII

Za ucelem ovéfeni pfitomnosti insertu v zakoupeném plasmidu pUC19 byl plasmid

Stépen restrikénimi endonukleasami HindIIl a EcoRI. Podminky, pfi kterych jsou obé¢
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endonukleasy aktivni, byly nalezeny na webovych strankach New England Biolabs [74].

Mnozstvi enzymil bylo optimalizovano k dosazeni maximalniho $tépeni pouzit¢ DNA [75].

Restrikce plasmidu pUC19 s insertem:
e 7 ul plasmidu pUC19 s insertem
e 2 ul pufru NEB 2 (10x koncentrovany)
e 2 ul HindIII
e 1 pul EcoRI

e sterilni voda do celkového objemu 20 pl

Reakéni smés inkubovéana 2 hod pii 37°C (IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow

Laboratories).

3.3.9 Stépeni DNA pomoci endonukleas Xhol a Ndel

Za ucelem pripravy expresnich konstruktli zaloZzenych na plasmidu pET22b bylo nutné
provést dvoji restrikei jak plasmidu pET22b, tak i PCR produktl a konstruktu nesouciho
synteticky zkraceny gen pro CYP3A4 zaloZzeného na plasmidu pUCI19. Restrikce byla
provedena restrikénimi endonukleasami Xhol a Ndel, ¢imz vznikly komplementarni
konce, které bylo mozné nésledné spojit ligaci.

Optimalni podminky pro dvoji restrikci byly nalezeny na webovych strankach New
England Biolabs v aplikaci s ndzvem ,,Double Digest Finder[74]. Podminky, pii kterych
enzymy $tépi s maximalni efektivitou, byly dale optimalizovany.

Reakéni smési mély nasledujici slozeni:

e 14 ul PCR produktu

e 2 ul pufru NEB 4 (10x koncentrovany)
e | pl Ndel

e [ pl Xhol

e 2 ul BSA (10x koncentrovany)

Restrikce probihala 3 hod pfi 37°C (IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow

Laboratories).
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Restrikce plasmidu pET22b probéhla analogicky s tim rozdilem, Ze bylo pouzito pouze
6 pl tohoto vektoru a reakéni smés byla doplnéna do celkového objemu 20 pl sterilni
vodou.

Pii dvoji restrikci konstruktu nesouciho synteticky zkraceny gen pro CYP3A4
zalozeny na plasmidu pUC19 bylo pouzito 13 ul tohoto konstruktu, jinak reakce probihala

za stejnych podminek.

3.3.10 Agarosova elektroforéza

Jako kontrolni metoda po dvoji restrikci plasmidové DNA byla provedena horizontalni
agarosova elektoforéza. Tato metoda se pouziva také za ucelem precisténi DNA.

Do 40 ml 1x koncentrovaného TAE pufru pH 8,2 (zésobni roztok je 50x
koncentrovany) byla navézena agarosa v takovém mnozstvi, aby byl vysledny roztok 1%.
Ohifevem v mikrovinné troubé byla agarosa rozpusténa v pufru. Po zchladnuti roztoku na
teplotu okolo 40°C byly ptidany 4 pl barviva SYBR Safe ™ DNA gel Stain (10000x
koncentrovéno). Poté byl roztok nalit do elektroforetické nadoby s hifebenem, ktery slouzi
k vytvarovani jamek, do nichZ jsou nanaSeny vzorky. Po uplynuti 30 min byl vyjmut
hieben ze ztuhlého gelu a nadobka byla vlozena do elektroforetické aparatury (MSMINI
10-Multi Sub Mini, Univec) a zalita 1x koncentrovanym TAE pufrem.

Vzorky byly smichany s 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem v maximdlnim
mnozstvi 25 pl na jamku. Do jedné zjamek byl nanesen DNA standard 2-Log DNA
Ladder (0,1-10,0 kb) v objemu 6 pl na jamku.

Elektroforéza probihala 40 min pfi napéti 110 V, ptfi¢emz byl kladen diraz na spravné
zapojeni elektroforetické nadoby do zdroje napéti (EPS 301). DNA je zaporné nabita,
putuje tedy smérem ke kladné€ nabité elektrodé¢.

Po ukonceni elektroforézy byl gel analyzovan vtemné komoie s pouzitim
transluminatoru (Dark Reader, Clare Chemical Research). Vysledek byl zaznamenan

fotoaparatem (DMC-LS65, Panasonic).

3.3.11 Izolace DNA z gelu-JETquik Gel Extraction Spin Kit

Agarosovy gel byl analyzovan pomoci transluminatoru (Dark Reader, Clare Chemical

Research). Cilova DNA byla opatrné¢ (aby nedoslo kjeji kontaminaci) vyfiznuta
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z agarosového gelu a vlozena do piredem zvazenych 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf.
Mikrozkumavka s gelem byla opét zvaZena na analytickych vahach (HM-200, A&D
Instruments LTD). Nasledujici postup probihal dle navodu vyrobce JETquik Gel
Extraction Spin Kit [72].

Solubiliza¢ni roztok L1 (obsah chaotropnich soli a TBE-solubilizator) byl ptfiddn do
mikrozkumavky s vytiznuty gelem (300 pl L1 na 100 mg gelu). Nésledn¢ byla
mikrozkumavka vlozena do ohfivace blokti (LS1, VLM GmbH) nastavené¢ho na 50°C. Za
obcasného promichani poklepanim na sténu zkumavky se gel rozpoustél po dobu 15 min.
Nasledné byly vzorky ptevedeny na kolonky JETquik v maximalnim objemu 600 pl,
kolonky byly umistény do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf a odstfedovany 1 min pfi
12000 RPM (centrifuga 5415, Eppendorf). Eluovany roztok byl odstranén a na kolonky byl
nanesen roztok L1 vobjemu 500 pl, ¢imz byly kolonky promyty. Nésledné probihala
centrifugace 1 min pii 12000 RPM. Eluat byl odstranén. Poté bylo na kolonky naneseno
500 pl roztok L2, ktery byl opét odstiedén 1 min pti 12000 RPM a odstranén. Kolonky
vlozené¢ do mikrozkumavek byly ndsledné centrifugovany 1 min pfi 13200 RPM
(centrifuga 5415, Eppendorf), ¢imz doslo k odstranéni nezadoucich zbytkl roztoku L2.
Poté byly kolonky umistény do novych sterilnich mikrozkumavek Eppendorf a do jejich
sttedu bylo naneseno 50 pl sterilni vody predehtaté na 65°C. Takto staly kolonky 1 min pii
laboratorni teploté a nakonec byly stoceny 2 min pii 12000 RPM, ¢imz doslo k eluci DNA

z kolonek. Eluovana DNA rozpusténa ve sterilni vodé byla skladovana v mrazaku -80°C.

3.3.12 Ligace

Pro vlozeni insertu do plasmidu pET22b bylo zapotiebi spojit komplementarni konce
téchto dvou molekul DNA. Ktomu slouzi ligaéni reakce. Byla pouZzita ligasa

z bakteriofaga T4, protoze je efektivngjsi nez ligasa ptfitomna v bakterii E. coli.

Ligac¢ni sm¢és:

e 13 pl stépeného insertu

e 4 ul stépeného plasmidu pET22b
e 2 ul pufru pro T4 DNA ligasu

e | ul T4 DNA ligasy
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Do sterilni mikrozkumavky vhodné do termocykleru byl nejprve pfeveden insert a
plasmid. Po 5 min inkubaci pii 45°C v termocykleru (Tech gene, TECHNE), ktery byl
nastaven na pozadovany program, nasledovala 3 min inkubace na ledu. Poté byly do smési
pridany zbyvajici komponenty a mikrozkumavky byly umistény do termocykleru (Tech

gene, TECHNE), kde probihala ligace pfi 16°C pies noc.

3.3.13 Kultivace bunék E. coli ve velkém objemu

Nejprve byla ptipravena a autokldvovana LB média s | mM ampicilinem (2,5 g média
na 100 ml destilované vody) a TB média s | mM ampicilinem (4,76 g média na 100 ml
destilované vody s ptidavkem 0,8% (v/v) glycerolu) do celkového objemu 300 ml na 2
litrovou Erlenmayerovu banku. Banky byly umistény do inkubatoru 37°C a 220 RPM
(ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp). Média byla inokulovana 300 upl pfes noc
narostlé bunécné kultury. Pfi vzristu optické denzity na pozadovanou hodnotu byla

provedena indukce exprese.

3.3.14 Indukce exprese

Opticka denzita jednotlivych bunécnych kultur byla pribézné meéfena na
spektrofotometru (Spekol 11, CARLZEISS, Jena) pifi vinové délce 600 nm (ODgqy).
Denzita byla méfena proti LB a TB médiu v zavislosti na druhu pouzitého média pfi
kultivaci. V okamzZiku naristu optické denzity okolo 1, byla indukovana exprese CYP3A4
ptidavkem 0,1 mM isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG). Dale byla do média
pridana 0,5 mM kyselina 6-aminolevulova (prekurzor prostetické skupiny hemu), 1 mM
MgCl; a 75 pl roztoku obsahujiciho.

Exprese probihala pti 28°C a 180 RPM (ORBI-SAFE TS Net Wise, Gallenkamp).

Tyto podminky a slozeni reakéni smési jsou vysledkem optimalizace.

3.3.15 Sklizeni bunék

V riznych casech byly odebirany vzorky a méfena optickd denzita na
spektrofotometru (Spekol 11, CARLZEISS, Jena) pii vinové délce 600 nm (ODggp). VZdy
bylo odebrano 500 pl zdané bunécné kultury do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf,
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vzorek byl odstfedovan 1,5 min pi1 7000 RPM na centrifuze (5415 D/R, Eppendorf) a
pelety byly resuspendovany v 500 pl destilované vody. Pfi tom byl kladen diraz také na
zabarveni pelet jednotlivych odebranych vzorkd. Radné oznaéené vzorky byly uskladnény
v mrazéku -20°C.

Po 20 hod byla ukoncena exprese proteinu CYP3A4 centrifugaci pti 3000 RPM a 4°C
v délce trvani 30 min (Janetzki K70D, MLW). Pelety byly resuspendovany v TSE pufru
(5ml na 100 ml bakterialni kultury). V tomto kroku je mozné vzniklou suspenzi zamrazit v

-20°C.

3.3.16 1zolace membranové frakce

3.3.16.1 Ultrazvukova lyze bunék

K takto vzniklé suspenzi bun¢k byla ptidana tableta inhibitori proteas (Complete Mini
Protease Inhibitor Coctail Tablets) rozpusténad sonikaci (Ultrasonic compact cleaner UC
005 AJI TESLA) v 1,5 ml resuspenda¢niho pufru I. Nasledn¢ byly buniky v bunétné
suspenzi rozruSeny pouzitim sonikatoru (Sonoplus HD 3100, Bandelin, sonda KE 76).
Ptistroj byl nastaven na vykon 40 W. Bunky byly desintegrovany v 7 periodach trvajicich
40 sec. Mezi jednotlivymi pulzy byly vzorky chlazeny na ledu po dobu 2,5 min.
Ultrazvukové vibrace ze sondy generuji do svého okoli teplo, které je zapotiebi odvadét,

jinak by mohlo dojit k denaturaci proteinu [76].

3.3.16.2 Frakéni centrifugace

Za ucelem ziskani bunéénych membran, kde je predpoklad pritomnosti CYP3A4, byla
provedena diferen¢ni centrifugace. Nejprve byly lyzované buiiky centrifugovany 15 min
pti 4500 RPM a 4°C (Allegro X-22, Beckman Coulter rotor SX4250), ¢cimz bylo docileno
oddéleni nerozbitych bunck a jejich zbytkli od cytosolu buiiky, ktery se pii sonikaci uvolnil
do roztoku. Z pelety byl odebran vzorek, ktery byl uchovan v mrazaku -20°C.

Supernatant byl dale pfeveden do kyvet typu Oak Ridge a centrifugovan 20 min pfi
12000 RPM a 4°C (Allegro X-22, Beckman Coulter rotor F0630) I zde byl odebran a
zamrazen vzorek pelety -20°C. Timto krokem doslo k oddéleni inkluznich télisek, ktera
mohla vzniknout béhem exprese proteinu. I po tomto kroku byl odebran a zamrazen vzorek

pelety -20°C.
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Nasledn¢ byl supernatant preveden do polykarbonové ultracentrifugacni kyvety a
odstted’ovan 75 min pfi 60000 RPM a 4°C na ultracentrifuze (Beckman LE-80K, Beckman
Coulter, rotor Ti70). Zde doslo k sedimentaci membranové frakce s predpokladanou
pritomnosti CYP3A4. V supernatantu zustavaji leh¢i molekuly jako naptiklad proteiny,
inhibitory proteas, nukleové kyseliny, lipidy atd. Vzorek supernatantu byl odebran a
skladovan pii -20°C.

Peleta byla homogenizovédna za pouziti homogenizatoru v chladové mistnosti pii 5°C

v 15 ml resuspendacniho pufru II. Vysledny homogenat byl uchovan v -20°C.

3.3.17 SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného byla
pouzita za ucelem separace proteinti na zakladé jejich odlisné molekulové hmotnosti.
Metoda byla provedena podle Laemmliho postupu [77].

K separaci proteint byl pouzit 4% zaostfovaci (vrchni) gel a 10% separacni (spodni)
gel. Gely vznikly kopolymeraci N,N-methylen-bis-akrylamidu (BIS) s akrylamidem.
Polymeraci gelu iniciuji  persiran amonny (100 mg/ml) a N,N,N',)N'-
tetramethylethylendiamin (TEMED). TEMED stabilizuje volné radikaly, které vzniknou
plisobenim svétla na persiran amonny. Tyto volné radikély zptisobi polymeraci akryalmidu
a N,N-methylen-bis-akrylamidu [78].

Spodni separa¢ni gel byl pfipraven smichanim 5 ml pufru A s 2,5 ml polymera¢niho
roztoku A. Déle bylo pfidano 7,5 ul TEMEDu a 75 ul persiranu amonného. Roztok byl
dikladn€ promichan a nalit mezi peclivé umyta skla oddélena spacery, umisténa vertikalné
do elektroforetické aparatury (miniVE Vertical, Amersham Biosciences). Takto nality gel
zhruba do vysky 6 cm skel byl ptevrstven destilovanou vodou, ¢imZ bylo zabranéno vzniku
nerovnosti na jeho povrchu. Po uplynuti 30 min byla voda odstranéna a jeji zbytky byly
jemng¢ odsaty pomoci filtra¢niho papiru.

Nasledné byl gel prevrstven 4% separacnim gelem, ktery vznikl smisenim 2,6 ml pufru
B, 400 pl polymeracniho roztoku B, 3 ul TEMEDu a 60 pl persiranu amonného. Roztok
byl diikladn¢ promichan a nanesen mezi skla zhruba 3 mm pod okraj. Nésledné byl mezi

skla umistén hieben, ktery po ztuhnuti gelu vytvoftil jamky pro nanaseni vzorkd.
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Po ztuhnuti gelu (30 min) byl hieben vyjmut, u elektroforetické aparatury bylo
odklopeno spodni silikonové tésnéni a aparatura byla vlozena do elektroforetické vany,
ktera byla nasledn¢ zalita elektrodovym pufrem, stejné tak jako vrchni prostor aparatury.

Pozadované vzorky byly vhodné nafedény a smichany s odpovidajicim mnozstvi 4x
koncentrované¢ho redukujiciho pufru. Nasledné byly vzorky povareny 5 min (elektricky
vafi¢ ETA) a naneseny v objemu 20 pl na jamku.

Zdroj pro elektroforézu (EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amerham) byl
nastaven na napé¢ti 80 V po dobu 30 min. Béhem této doby prochdzely vzorky vrchnim
zaostfovacim gelem. Nasledné bylo napéti zvyseno na 150 V. Celkova doba trvani
elektroforézy byla nastavena na 2 hod.

Po uplynuti 2 hod byla vyjmuta skla z aparatury a opatrn¢ od sebe odd¢lena. Nésledné
byl odfiznut 4% zaostfovaci gel a zbyly separacni gel byl umistén na 1 hod do barvici
lazné a lehce tiepan na tiepadce (CSAV vyvojové dilny).

Nasledné¢ byl gel premistén z barvici do odbarvovaci 1azné. Ta byla béhem obarvovani
1x vyménéna (zhruba po 15 min). Celkovéa doba odbarvovani byla kolem 2 hod, pfi¢emz
byl gel lehce tfepan na tfepadce (CSAV vyvojové dilny).

Vhodné odbarveny gel byl vlozen do folie a skenovan.

3.3.18 Westerniiv pienos

Nebo-li imunoblot (,,Western blot“) je analyticki metoda slouZici k detekci
specifického proteinu ve smési proteini pomoci protildtky. Vyuzivd SDS-PAGE
elektroforézu, kde jsou proteiny rozdéleny na zéklad¢é rozdilné molekulové hmotnosti.

Nasledné¢ jsou proteiny z gelu SDS-PAGE elektroforézy preneseny na PVDF membranu.

3.3.18.1 Pienos proteini z gelu na membranu

Nejprve byla s pozadovanymi vzorky provedena podle postupu v piedchozi kapitole
3.3.17 SDS-PAGE elektroforéza. Po jejim ukonceni byl gel vyjmut z elektroforetické
aparatury (miniVE vertical, Amersham Bioscience), zméfen pravitkem a vlozen na 20 min
do pienosového (transferového) pufru, do kterého bylo pfilito malé mnozstvi methanolu,

ktery zabranuje rozpindni gelu.
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Mezi tim bylo nastfihano 6 kust filtracniho papiru a PVDF membréana vSe o tomtéz
rozméru, jaky byl naméten u gelu. Jednotlivé 3 kusy filtracniho papiru byly namoceny do
prenosového pufru a umistény na sebe na spodni dil (anodu) pienosového zafizeni
(Fastblot B43, Biometra). Poté byla PVDF membrana pinzetou vyjmuta z ochranného
pouzdra a pfipravena nasledujicim zptisobem:

15 sec namocena v methanolu

3 min ve sterilni vodé

5 min v pfenosovém pufru

Takto pfipravend membrana byla umisténa na namocené filtratni papiry a na ni byl
opatrné umistén gel. Nasledné byl gel pievrstven zbyvajicimi filtranimi papiry
namocenymi v prenosovém pufru. Pfi pokladani jednotlivych vrstev byl kladen diiraz na
to, aby nedochazelo ke vzniku vzduchovych bublin.

Poté byl ptilozen vrchni dil (katoda) a pienosové zatizeni (Fastblot B43, Biometra)
bylo zapojeno do zdroje napéti (EPS 301, Electrophoresis Power Supply, Amerham).
Hodnota elektrického proudu byla nastavena v zavislosti na velikosti plochy gelu 4 mA na
1 cm®. Pfenos trval 40 min.

Po ukonceni pfenosu byla membrana pienesena do blokovaciho roztoku, ve kterém
byla inkubovéana 1 hodinu pfi 5°C na mini-tfepacce (Mini Rocker MR-1, BIOSAN).

Nasledné byla membrana ptfenesena do Petriho misky s primérni krali¢i protilatkou
proti lidské formé CYP3A4 rozpusténou v blokovacim roztoku na vyslednou koncentraci
30 pg/ml. Membrana byla takto inkubovana pies noc v chladové mistnosti v 5°C na mini-

ttepacce (Mini Rocker MR-1, BIOSAN)).

3.3.18.2 Vizualizace pomoci protilatky

Nasledujici den byla membrana pfemisténa do piistroje snap i.d. (SNAP id.,
Milipore), kde byla nejprve odmyta nenavazana primarni protilatka 3 x 15 ml pufru PBS-
Triton X-100. Nasledovala 10 minutova inkubace membrany se 7 pl roztoku sekundarni
protilatky (proti krali¢i protilatce), ktera je konjugovana s alkalickou fosfatasou. Poté byla
membrana opét promyta 3 x 15 ml pufru PBS-Triton X-100. Nakonec byla vyjmuta
z pfistroje snap i.d. (SNAP i.d., Milipore), pfemisténa do Petritho misky a proteiny na ni
byly vizualizovany pomoci substratu pro alkalickou fosfatasu BCIP/NBT (tableta byla
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rozpusténa v 10 ml sterilni vody). Reakce byla zastavena ponofenim membrany do sterilni

vody.

3.3.19 Stanoveni koncentrace cytochromii P450 a P420

Vzorek membran ziskany frakéni centrifugaci byl vhodné natedén fosfatovym pufrem
do celkového objemu 2 ml do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf. Bylo pfidano n¢kolik
krystall dithioni¢itanu sodného, smés byla promichdna a rozdélena do dvou
semimaskovanych kyvet do kazdé 1 ml. Poté byla na spektrofotometru (Specord M40
CARLZEISS, Jena) zméfena zakladni linie v rozmezi vinové délky 400 — 490 nm. Pak byl
obsah ptredni kyvety v zadnim kyvetovém prostoru probublan oxidem uhelnatym. Jemny
proud po dobu 60 sec. Nasledné bylo zméteno diferencni spektrum.

Pomoci nésledujiciho vzorce byla uréena koncentrace cytochromu P450.

cpyso = (Ays0 — Ag90/Epyso ) X Tedéni [uM]
Cp4so — koncentrace cytochromu P450

Ax — koncentrace pii vinové délce X

€pasp — molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (¢ = 0,091 ;,Lmol'1 dm’ cm'l)

cpg20 = (Aq20 — Ag90/Epyso ) X Tedéni [uM]
Cpazo — koncentrace cytochromu P450
Ay — koncentrace pii vinové délce X

€paz0 — molarni absorpéni koeficient cytochromu P420 (¢ = 0,111 pmol™" dm® cm™)

Toto méfeni bylo provedeno u membran ziskanych diferencni centrifugaci po expresi

vSech tii genovych konstrukti.
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3.3.20 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace DNA plasmidové DNA byla méfena na spektrofotometru (NanoVue plus,
GE Healthcare). Pro stanoveni Cistoty DNA byl vyuzit pomér hodnot absorbanci pfi
ruznych vinovych délkach.

Nejcastéji byva DNA v roztocich znecisténa proteiny, které absorbuji pti vinové délce
280 nm. Proto se pouziva pro urceni Cistoty DNA pomér: (Az60-A320) / (A2s0-A320) jehoz
vysledna hodnota by se méla pohybovat v rozmezi hodnot 1,7 — 2.

DNA muze byt zneCiSténa také ptitomnosti soli a organickych latek. Absorbance
meétend pii vinové délce 320 nm koriguje piitomnost zédkalu v méfeném roztoku DNA.
V tomto piipad¢ se pro urceni Cistoty DNA vyuziva dal$i pomér hodnot absorbanci:
(A260-A320) / (A230-A320). Hodnota tohoto poméru by se v idedlnim ptipadé méla byt vyssi
nez 1,5 [79].
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4. Vysledky

4.1 Synteticky zkraceny gen pro lidsky CYP3A4

Synteticky gen byl navrZzen podle sekvence lidského genu pro cytochrom P450 3A4 a
optimalizovan pro expresi v bakteridlnim kmeni E. coli K-12 [80,81]. Byl objednan
v lyofilizované formé¢ jako insert plasmidu pUC19 od firmy Biomatik. Na jeho 5" konec
byla vloZena restrikéni mista, kterd rozeznavaji restrikéni endonukleasy EcoRI a Ndel, na

3" konci to jsou mista, kterd rozeznévaji restriktasy Xhol a HindIII.

57 GACGAATTCATATGGCCCTGCTGCTGGCGGTGAGCCTGGTTCTGCTGTATCTGT
ACGGCACGCACAGCCACGGTCTGTTTAAGAAACTGGGTATCCCGGGTCCAACGCCG
CTGCCATTTCTGGGCAACATCCTGAGCTATCACAAAGGCTTTTGCATGTTTGACAT
GGAGTGCCACAAGAAATATGGCAAGGTGTGGGGCTTCTATGATGGCCAACAGCCGG
TTCTGGCGATCACCGACCCGGATATGATCAAGACGGTGCTGGTGAAAGAATGCTAC
AGCGTGTTTACCAATCGCCGTCCATTCGGCCCAGTTGGTTTTATGAAGAGCGCCAT
CAGCATTGCCGAAGACGAGGAGTGGAAACGTCTGCGTAGCCTGCTGAGCCCGACCT
TTACGAGCGGCAAACTGAAGGAAATGGTTCCGATTATCGCCCAGTACGGCGACGTG
CTGGTGCGTAATCTGCGTCGTGAGGCGGAGACCGGTAAGCCGGTGACGCTGAAAGA
CGTGTTTGGCGCGTACAGCATGGACGTTATCACGAGCACCAGCTTTGGCGTGAACA
TTGATAGCCTGAATAATCCGCAGGACCCGTTTGTTGAAAACACCAAAAAGCTGCTG
CGCTTCGACTTCCTGGATCCGTTCTTCCTGAGCATCACCGTTTTCCCATTCCTGAT
CCCGATCCTGGAGGTGCTGAACATCTGTGTGTTCCCGCGTGAGGTTACGAACTTTC
TGCGCAAGAGCGTTAAGCGCATGAAAGAGAGCCGCCTGGAAGACACGCAGAAGCAC
CGCGTGGATTTCCTGCAGCTGATGATCGACAGCCAGAATAGCAAGGAGACGGAGAG
CCATAAGGCACTGAGCGACCTGGAACTGGTGGCCCAAAGCATCATCTTTATCTTCG
CGGGCTATGAGACGACGAGCAGCGTTCTGAGCTTTATCATGTATGAACTGGCGACC
CACCCGGACGTGCAGCAAAAACTGCAAGAGGAAATTGACGCAGTTCTGCCGAATAA
GGCCCCACCAACCTATGACACCGTTCTGCAAATGGAATACCTGGACATGGTTGTGA
ACGAAACCCTGCGCCTGTTCCCAATTGCGATGCGTCTGGAGCGCGTGTGCAAGAAG
GACGTGGAAATTAACGGCATGTTCATCCCGAAGGGCGTTGTGGTGATGATTCCGAG
CTATGCGCTGCATCGTGACCCAAAGTATTGGACCGAACCGGAAAAGTTTCTGCCAG
AGCGCTTCAGCAAGAAAAACAAGGACAATATCGACCCGTATATCTACACGCCGTTC
GGTAGCGGTCCACGTAACTGTATTGGTATGCGTTTTGCCCTGATGAATATGAAGCT
GGCGCTGATCCGTGTGCTGCAGAATTTTAGCTTCAAGCCGTGCAAAGAGACCCAGA
TTCCACTGAAACTGAGCCTGGGCGGTCTGCTGCAACCAGAGAAACCAGTTGTTCTG
AAGGTGGAAAGCCGCGATGGTACCGTGAGCGGTGCGTAA TAC
3

Obr. 9 Sekvence syntetického zkraceného genu pro CYP3A4.
Restrikéni mista pro EcoRI (modfe), Ndel (zelen¢), Xhol (¢erven¢) a HindlIII (Sed€)
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Synteticky gen byl oproti lidskému genu zkracen na 5 konci o 30 nukleotidii tak, aby
ze sekvence jeho proteinového produktu byla odstranéna 3. az 12. aminokyselina. Podobna
modifikace byla v literatufe popsana jako tUprava zvySujici expresi v bakterialnim systému
[57]. N-terminalni cast eukaryotickych cytochromii P450 je zanofena v membrang,
v prokaryotickém expresnim systému jsou vSak pro integraci do membrany pouzivany jiné
mechanismy, Ize tedy ofekavat, ze absence €asti N-terminalni domény povede ke snazsi
expresi tohoto proteinu.

Sekvence syntetického zkracené¢ho genu spolu s konci upravenymi pro nasledné

vlozeni do vektoru je zndzornéna na obrazku 9.

4.1.1 Amplifikace insertu obsahujiciho synteticky gen pro CYP3A4

Synteticky zkraceny gen pro CYP3A4 vlozeny do klonovaciho vektoru pUC19 byl
amplifikovan v bakteriich E. coli DH5a, nésledné byla jedna kolonie namnozena metodou

3

»single-cell colony* a plasmid byl z bunééné kultury izolovan. Dvoji restrikci plasmidu
restrikénimi  endonukleasami EcoRI a HindIIl byla ovéfena piitomnost insertu
v zakoupeném plasmidu. Agarosovou elektroforézou byl analyzovan vysledek restrikce
obrazek 10. Fotografie gelu potvrzuje pfitomnost insertu v zakoupeném konstruktu

zalozeném na plasmidu pUCI19.

plJC19

!

insert

Obr. 10. Kontrolni §tépeni pUC19 s vloZenym syntetickym genem pro CYP3A4
1. CYP3A4/pUC19 po restrikci EcoRI, HindIII
2. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb,
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4.1.2 Priprava expresniho vektoru

Pro ptipravu expresniho vektoru zalozené¢ho na plasmidu pET22b (CYP3A4/pET22b)
bylo nutné vyjmout pomoci restrikénich endonukleas Xhol a Ndel gen pro CYP3A4, tymiz
endonukleasami provést dvoji restrikci vektoru pET22b, vlozit do n¢j zminény gen a
nasledné insert (gen pro CYP3A4) do plasmidu ligovat. Stépend DNA byla preciiténa
agarosovou elektroforézou. Fotografie agarosového gelu ukazuje obrazek 11, na némz jsou
jasné viditelné zony odpovidajici pfitomnosti insertu v podobé& genu pro lidskou CYP3A4 a

plasmidové DNA.

Obr. 11 Stépeni plasmidu pCU19 s insertem a pET22b.
1. CYP3A4/pUC19 po restrikci Xhol a Ndel
2. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb
3. expresni vektor pET22b po dvoji restrikci Xhol a Ndel

Fragmenty odpovidajici insertu a St€penému vektoru byly ligovany pies noc pii 16°C,
liga¢ni smés pak byla pouzita k transformaci bun€k DH5a.. Nasledovala kultivace jedné
kolonie ,single-cell colony*“ a izolace plasmidové DNA obsahujici insert fenol-
chloroformovou metodou minipreparace. Celkem bylo ziskano 40 ul DNA o koncentraci
656 pl/ml a vysoké Cistoté 2,04 ((Az60-A320) / (Az280-A320)). Hodnota poméru korigujiciho
zakal v roztoku DNA byla 1,88 ((A260-A320) / (A230-A320)).

4.1.3 Exprese zkracené formy cytochromu P450 3A4 v E. coli

Expresnim vektorem byly transformovany nasledujici kmeny bakterie E. coli: BL21-
Gold, BL-21 Codon plus (DE3)-RIL, BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL, BL21 C41(DE3),
BL21 C43(DE3). Na obrazku 12 je vysledek exprese zkraceného syntetického genu pro
CYP3A4. Exprese byla provedena postupné ve vSech kmenech E. coli vhodnych k expresi,
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které¢ byly k dispozici. Produkce probihala v LB médiu 30 hod pii 37°C, 180 RPM pii
indukci 1 mM IPTG s pfidavkem 0,5 mM kyseliny 6-aminolevulové. Vzorky celych bunck

byly odebirany v riznych ¢asech, nasledn¢ byly upraveny a byla s nimi provedena SDS-

E. coli BL21 C41(DE3) v 15 ml LB média  E. coli BL21 C43(DE3) v 15 ml LB média
1. pted indukei, 2. po 10 hod expresi, 3. 1. pied indukci, 2. po 10 hod expresi, 3. po

standard krali¢i CYP1A2, 4. po 20 hod 20 hod expresi, 4. po 30 hod expresi, 5.
expresi, 5. po 30 hod expresi standard kralici CYP1A2

PAGE elektroforéza.
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1.-4. dradha bunky E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL v 15 ml LB média
1. pted indukci, 2. po 10 hod expresi, 3. po 20. hod expresi, 4. po 30 hod expresi, 5.

standard krali¢i CYP1A2
6.-9. draha bunky E. coli: BL21-Gold v 15 ml LB média
6. pted indukci, 7. po 10 hod expresi, 8. po 20. hod expresi, 9. po 30 hod expresi
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- - ’ Nalevo: buiiky E. coli BL21-Codon Plus
- - (DE3)-RIL v 15 ml LB média
= = 1. pted indukci, 2. po 15 hod expresi, 3. po
pd . 17 hod expresi, 4. po 20 hod expresi, 5. po
- = = 2 30 hod expresi, 6 standard krali¢i CYP1A2
-t B
-_=¥

Obr. 12 Vysledek exprese zkraceného syntetického genu pro CYP3A4 37°C, 180
RPM, vzorky odebirany v nékolika ¢asech, exprese v riznych bakteridlnich kmenech.

Na obrazku 12 neni viditelny v ptfipad¢ pouziti bun¢k E. coli: BL21-Codon Plus
(DE3)-RIPL, BL21 C41(DE3), BL21 C43(DE3) a BL21 Gold nariist koncentrace cilového
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proteinu. Ani zabarveni bunéénych kultur nevykazovalo ocekavané nacervenalé zabarventi,
které je pro cytochromy P450 typické. Pouze bunécéna kultura E. coli BL-21 Codon plus
(DE3) RIL vykazovala ve srovnani s neindukovanou kulturou mirn¢ Cervené zabarveni.
Vysledek SDS elektroforézy taktéz ukazuje po indukci (v drahach 2-5) expresi proteinu
s molekulovou hmotnosti ptislusejici cytochromiim P450. Proto byl tento kmen pouzit pro

dalsi optimalizace exprese.

4.1.3.1 Exprese zkracené formy cytochromu P450 3A4 v E. coli BL-21 Codon plus
(DE3)-RIL

Exprese v kmeni E. coli BL-21 Codon plus (DE3) RIL byla provadéna pfi riznych

Casech a teplotach, byla pouzita dvé rizna kultivaéni média a tfi koncentrace induktoru

exprese IPTG. Nasledujici tabulka 3 ukazuje piehled podminek testovanych pro expresi

CYP3A4.

Tab. 3 Podminky exprese zkracené formy CYP3A4 v E. coli BL-21 Codon plus (DE3)
RIL

Exprese Teplota po Cas (hod) Cirtg Cs.ALA Cwmgci2 Orienta¢ni
indukci (mM) (mM) (mM) vysledek*
0)
L. 37 40 1 0,5 - +
II. 37 30 1 1 - +
I11. 37 10 0,1 0,5 - +
IV. 33 20 0,1 1 - ++
V. 30 20 0,2 0,5 1 ++
VI 28 20 0,1 0,5 1 +++

* Uspésnost exprese byla orientaéné vyhodnocovana jako z¢ervendni pelet v porovnani
se stejn¢ inkubovanou kontrolou bez ptfidani IPTG, pfi¢emz +, ++ a +++ znamena nizka,
sttedni a vysokd intenzita cerveného zabarveni.

Exprese 1., II1., IV. a V. probihaly v LB médiu, zatimco II. a VI. v TB médiu. VSechny
exprese byly provadény pti 180 RPM. Jako hlavni faktor zlepSujici produkei holoproteinu,
tedy CYP3A4 s navdzanym hemem, byla snizujici se teplota kultivace po indukci.

Nakonec byly nalezeny optimalni podminky exprese. Byla zvolena 20 hodinova doba

exprese pii 28°C a otackach 180 RPM v TB médiu, indukovand 0,1 mM IPTG. Produkce
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byla posilena pfidavkem 1 mM MgCl, (Mg*" jsou nezbytné pro spravnou funkci DNA
polymerasy) a 0,5 mM kyselinou 6-aminolevulovou.

E. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL byl optimalni kmen pro expresi CYP3A4. Tato
bunécna kultura po indukci IPTG a 20 hodinové kultivaci pti 28°C vykazovala ve srovnani
s ostatnimi kmeny vyrazné ¢ervenohnédé zabarveni.

Exprese probihala simultdnné proti kontrole pro snaz$i porovnani barevné zmény
v pribéhu exprese. CYP3A4 jakoZto hemoprotein vykazuje nacervenalé zabarveni. Se
vzorky odebiranymi béhem izolace byla provedena SDS-PAGE elektroforéza. Jeji
vysledek zachycuje obrazek 13, na kterém je viditelnd zména v oblasti molekulové

hmotnosti odpovidajici cytochromtim P450.

g [kDa]
8 %eo

w 100
- 70

- 50
- 40

—a0

w20

- 15

Obr.13 SDS-PAFE elektroforéza po 20 hod expresi pri 28°C a 180 RPM (buiiky E.
coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL) v 300 ml TB média

. cytosol

. cytosol kontrola

. membrany

. membrany kontrola

. krali¢i CYP1A2 jako standard

. marker wide range

AN DN BN W

Kromé¢ SDS-PAGE elektroforézy byl vysledek exprese potvrzen také metodou
Westernova pienosu. Na obrazku 14 je vidét silny narGst koncentrace proteinu

rozpoznavaného krali¢i protilatkou proti lidské formé¢ CYP3A4.
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Obr. 14 Imunoblot po 20 hod expresi pii 28°C a 180 RPM, 300 pl TB média (buiiky
E. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL
1. membranova frakce z kontrolni exprese
2. membranova frakce

4.2 Prirozeny zkraceny gen pro lidsky CYP3A4 ziskany
z cDNA

V ramci rozSifeni studie byl také ucinén pokus o pfipravu zkrdcené lidské formy
CYP3A4 z cDNA.

Pro porovnani vlivu optimalizace DNA sekvence na expresi genu pro CYP3A4 byl
pripraven konstrukt zalozeny na stejnych vektorech ale s nukleotidovou sekvenci
odpovidajici lidské cDNA. Ta byla ziskdna jako insert v klonovacim plasmidu pCR4-
TOPO. Usek DNA ptirozeného lidského genu odpovidajici zkracené form& CYP3A4 byl
amplifikovan pomoci PCR dvojici navrzenych oligonukleotidi. DNA tak byla zaroven
upravena pro vlozeni do vektoru pET22b a exprimovéana v nékolika kmenech E. coli.
Sekvenci genu CYP3A4 zcDNA knihovny spolu s konci upravenymi pro nasledné

vlozeni do vektoru popisuje nésledujici obrazek 15
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57 GACGAATTEATATGGCTCTTCTCCTGGCTGTCAGCCTGGTGCTCCTCTATCTAT
ATGGAACCCATTCACATGGACTTTTTAAGAAGCTTGGAATTCCAGGGCCCACACCT
CTGCCTTTTTTGGGAAATATTTTGTCCTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACAT
GGAATGTCATAAAAAGTATGGAAAAGTGTGGGGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTG
TGCTGGCTATCACAGATCCTGACATGATCAAAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTAT
TCTGTCTTCACAAACCGGAGGCCTTTTGGTCCAGTGGGATTTATGAAAAGTGCCAT
CTCTATAGCTGAGGATGAAGAATGGAAGAGATTACGATCATTGCTGTCTCCAACCT
TCACCAGTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCTATCATTGCCCAGTATGGAGATGTG
TTGGTGAGAAATCTGAGGCGGGAAGCAGAGACAGGCAAGCCTGTCACCTTGAAAGA
CGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGAACA
TCGACTCTCTCAACAATCCACAAGACCCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTA
AGATTTGATTTTTTGGATCCATTCTTTCTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCAT
CCCAATTCTTGAAGTATTAAATATCTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTT
TAAGAAAATCTGTAAAAAGGATGAAAGAAAGTCGCCTCGAAGATACACAAAAGCAC
CGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATGATTGACTCTCAGAATTCAAAAGAAACTGAGTC
CCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGCTCGTGGCCCAATCAATTATCTTTATTTTITG
CTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTTCTCTCCTTCATTATGTATGAACTGGCCACT
CACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGATGCAGTTTTACCCAATAA
GGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGACATGGTGGTGA
ATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAAAAAA
GATGTTGAGATCAATGGGATGTTCATTCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAG
CTATGCTCTTCACCGTGACCCAAAGTACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTG
AAAGATTCAGCAAGAAGAACAAGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTT
GGAAGTGGACCCAGAAACTGCATTGGCATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACT
TGCTCTAATCAGAGTCCTTCAGAACTTCTCCTTCAAACCTTGTAAAGAAACACAGA
TCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGGACTTCTTCAACCAGAAAAACCCGTTGTTCTA
AAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGTAAGTGGAGCCTGACTCGAGTATCGATAC
3- —

Obr. 15 Sekvence zkraceného prirozeného genu pro lidsky CYP3A4 z cDNA
Restrikéni mista pro EcoRI (modre), Ndel (zelen¢), Xhol (Cerveng), Clal (Zlut¢)

4.2.1 Priprava expresniho vektoru

Za ucelem vyjmuti originadlniho lidského genu CYP3A4 a jeho amplifikace byly
navrzeny nasledujici oligonukleotidy slouzici jako primery pii polymerasové fetézové
reakci obrazek 16. Oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby obsahovaly palindromatické
sekvence, které rozpoznavaji restrikéni endonukleasy vyuzivané k ligaci do vektorl
pouzivanych v laboratofi. Pfedni ,,forward* primer obsahoval mista, kterd jsou rozpoznana
restriktasami  EcoRI a Ndel. Zadni ,reverse® primer obsahoval mista rozeznana

restriktasami Xhol a Clal.
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1.5"-3" GACGAATTEATATGGCTCTTCTCCTGGCTGTCAGC
2.5 -3 "GTATCGATACTCGAGTCAGGCTCCACTTACGGT

Obr. 16 Navrzené oligonukleotidy
1. ptedni ,,forward* primer
2. zadni ,,reverse* primer
Restrikéni mista pro EcoRI (modre), Ndel (zelen¢), Clal (zlut€), Xhol (Cervené)

Produkt PCR byl vizualizovan a pfeiStén pomoci horizontdlni agarosové
elektroforézy obrazek 17. Zona v oblasti zhruba 1,5 kb odpovidd molekulové hmotnosti

prirozeného lidského genu pro CYP3A4.

PRC produkt
=15kb

v

Obr. 17 Precisténi produktu PCR
1. produkt PCR o velikosti zhruba 1,5 kb
2. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb

Za ucelem pripravy expresniho vektoru byla provedena dvoji restrikce produktu PCR a
expresniho plasmidu pET22b restrikénimi endonukleasami Xhol a Ndel. Vysledny produkt
reakce byl precistén pomoci agarosové elektroforézy - obrazek 18. Stépeni slouZilo

zarovei jako kontrola spravnosti postupu PCR.
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Obr. 18 Priprava expresniho vektoru (gen pro CYP3A4 z cDNA knihovny)
1. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb
2. plasmid pET22b po dvoji restrikci
3. insert po dvoji restrikci

Na obrazku 18 jsou vidét zony odpovidajici svou molekulovou hmotnosti insertu (genu
pro CYP3A4) a plasmidu pET22b.

Fragmenty odpovidajici st€épenému insertu a St€épenému vektoru byly ligovany pies
noc pii 16°C, ligacni smés pak byla pouZita k transformaci bunék DH5a. Nésledovala
kultivace jedné kolonie ,,single-cell colony* a izolace plasmidové DNA obsahujici insert
pomoci fenol-chloroformové metody. Celkem bylo ziskdno 40 ul DNA o koncentraci 240
pl/ml a vysoké Cistote 1,97 ((Aze0-As20) / (Az80-A320)). Hodnota poméru korigujiciho zakal
v roztoku DNA byla 2,13 ((Az260-A320) / (A230-A320)).

4.2.2 Exprese cytochromu P450 3A4 E. coli BL-21 Codon plus (DE3)-
RIL)

Pii expresi zkraceného genu pro lidskou formu CYP4A3 z cDNA knihovny byly
vyuzity podminky optimalizované pii expresi predeslého zkraceného konstruktu pro
CYP3A4. Vybér bakteridlniho kmene optimélniho k expresi tohoto konstruktu byl zvolen
na zakladé zabarveni bunck jednotlivych kmenid béhem exprese. Tentokrat nebyla pfi
vybéru nejvhodnéjsiho kmene provadéna SDS-PAGE elektroforéza, jiz na zékladé
porovnani barevné zmény pelet bylo potvrzeno, ze optimalni kmen pro expresi je opét E.
coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL.

Diky vyuziti podminek ptfedeslé optimalizace bylo mozné porovnat efektivitu exprese

jednotlivych forem gent CYP3A4.
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Vysledek exprese zkradcené¢ho ptirozeného genu pro lidsky CYP3A4 zcDNA byl
analyzovan opét metodou SDS-PAGE obrazek 19, pficemz byl vysledek jest¢ potvrzen

imunoblotem obrazek 20.

Obr. 19 SDS-PAGE elektroforéza po expresi CYP3A4 (zkraceny gen z cDNA) 20
hod, 28°C, 180 RPM, 300 pl TB média (buiiky £. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL)
1. membranova frakce
2.cytosol
3 standard krali¢i CYP1A2

\

Obr. 20 Imunoblot po expresi zkraceného genu pro lidsky CYP3A4 z ¢cDNA, 20 hod,
28°C, 180 RPM 300 pl TB média (buiiky £. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL)
1. membranova frakce po diferen¢ni centrifugaci
2. kontrolni membranova frakce

Vysledek SDS-PAGE byl opét potvrzen metodou ,,Westernova“ pienosu. Na obrazku
20 je vidét zietelny narast koncentrace proteinu, ktery je rozeznédn krali¢i protilatkou proti

lidské form¢ cytochromu P450 3A4.
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4.3 Prirozeny gen pro lidsky CYP3A4 z cDNA

V ramci rozsiteni studie byl také ucinén pokus o pfipravu nezkracené lidské formy
CYP3A4 z cDNA.

Pro pfipravu tohoto konstruktu byl opét pouzit plasmid pCR4-TOPO obsahujici cDNA
s genem pro CYP3A4. Za ucelem vyjmuti celého genu byly navrzeny oligonukleotidy
slouzici jako primery pro PCR. Také tento konstrukt byl zalozeny na stejném vektoru

pET22b. Sekvenci genu pro CYP3A4 z cDNA knihovny popisuje nasledujici obrazek 21.

5" GACGAATTEATATGGCTCTCATCCCAGACTTGGCCATGGAAACCTGGCTTCTCC
TGGCTGTCAGCCTGGTGCTCCTCTATCTATATGGAACCCATTCACATGGACTTTTT
AAGAAGCTTGGAATTCCAGGGCCCACACCTCTGCCTTTTTTGGGAAATATTTTGTC
CTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTTGACATGGAATGTCATAAAAAGTATGGAAAAG
TGTGGGGCTTTTATGATGGTCAACAGCCTGTGCTGGCTATCACAGATCCTGACATG
ATCAAAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCTGTCTTCACAAACCGGAGGCCTTT
TGGTCCAGTGGGATTTATGAAAAGTGCCATCTCTATAGCTGAGGATGAAGAATGGA
AGAGATTACGATCATTGCTGTCTCCAACCTTCACCAGTGGAAAACTCAAGGAGATG
GTCCCTATCATTGCCCAGTATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATCTGAGGCGGGAAGC
AGAGACAGGCAAGCCTGTCACCTTGAAAGACGTCTTTGGGGCCTACAGCATGGATG
TGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGAACATCGACTCTCTCAACAATCCACAAGAC
CCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTAAGATTTGATTTTTTGGATCCATTCTT
TCTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCATCCCAATTCTTGAAGTATTAAATATCT
GTGTGTTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTTTAAGAAAATCTGTAAAAAGGATGAAA
GAAAGTCGCCTCGAAGATACACAAAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATGAT
TGACTCTCAGAATTCAAAAGAAACTGAGTCCCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGC
TCGTGGCCCAATCAATTATCTTTATTTTTGCTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTT
CTCTCCTTCATTATGTATGAACTGGCCACTCACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCA
GGAGGAAATTGATGCAGTTTTACCCAATAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGC
TACAGATGGAGTATCTTGACATGGTGGTGAATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATT
GCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAAAAAAGATGTTGAGATCAATGGGATGTTCAT
TCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGCTATGCTCTTCACCGTGACCCAAAGT
ACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTGAAAGATTCAGCAAGAAGAACAAGGAC
AACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGAAGTGGACCCAGAAACTGCATTGG
CATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACTTGCTCTAATCAGAGTCCTTCAGAACT
TCTCCTTCAAACCTTGTAAAGAAACACAGATCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGGA
CTTCTTCAACCAGAAAAACCCGTTGTTCTAAAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGT
AAGTGGAGCCTGACTCGAGTATCGATAC 3~
Obr. 21 Sekvence genu pro CYP3A4 z lidské genomové knihovny.
Restrikéni mista pro EcoRI (modie), Ndel (zelen¢), Xhol (Cerveng), Clal (Zlut¢)
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Za ucelem vyjmuti genu pro CYP3A4 a jeho amplifikace byly navrzeny nasledujici
oligonukleotidy slouzici jak primery pii polymerasové fetézové reakci obrazek 22.
Oligonukleotidy byly navrzeny tak, aby obsahovaly palindromatické sekvence, které
rozpoznavaji restrikéni endonukleasy vyuzivané kligaci do vektori pouzivanych v
laboratofi. Predni ,,forward® primer obsahoval mista, ktera jsou rozpoznéna restriktasami
EcoRI a Ndel. Zadni ,,reverse” primer obsahoval mista rozeznana restriktasami Xhol a

Clal.

1. 5 -3 GACGAATTEATATGGCTCTTCTCCTGGCTGTCAGC
2. 5 -3 GTATCTAGACTCGAGTCAGGCTCCACTTACGGT

Obr. 22 NavrZené primery
1. ptedni ,,forward* primer
2. zadni ,,reverse* primer
Restrikéni mista pro EcoRI (modre), Ndel (zelen¢€), Xhol (Cervene), Clal (zlut¢)

4.3.1 Priprava expresniho vektoru

Po provedeni PCR za G¢elem vyjmuti genu pro CYP3A4 z pCR4-TOPO plasmidu byla
s produktem provedena horizontalni agarosova elektroforéza. Tim bylo docileno piecisténi

PCR produktu (obrazek 23).

[kb]

Obr. 23 Vizualizace produktu PCR
1, 2. produkt PCR o velikosti zhruba 1,5 kb
3. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb
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Na obrazku 23 je viditelna zéna v oblasti, kterd svoji velikosti odpovidda genu pro
CYP3A4. Ptestoze bylo na gel naneseno velké mnoZzstvi DNA produktu, nejsou na ném
prakticky patrné zadné dalsi fragmenty, coz svédc¢i o tom, Ze PCR probéhlo uspésné.

Produkt PCR a expresni vektor pET22b byly Stépeny restrikénimi endonukleasami
Xhol a Ndel. Stépena DNA byla nasledné vizualizovana pomoci horizontalni agarosové
elektroforézy obrazek 24. Elektroforéza potvrdila pfitomnost fragmentiit DNA, které svoji

velikosti odpovidaji jak genu pro CYP3A4, tak plasmidu pET22b.

Obr. 24 Priprava expresniho vektoru zaloZeném na plasmidu pET22b
1. plasmid pET22b po dvoji restrikci
3. insert po dvoji restrikci
2. DNA marker 2-Log 0,1 — 10 kb

Fragmenty odpovidajici insertu a §t€épenému vektoru byly ligovany pies noc pii 16°C,
ligacni smés pak byla pouzita k transformaci bunék DH5a.. Nasledovala kultivace jedné
kolonie ,,single-cell colony* a izolace plasmidové DNA obsahujici insert pomoci fenol-
chloroformové metody. Celkem bylo ziskano 40 ul DNA o koncentraci 575 pl/ml a
pomérné vysoké Cistot€ 1,78 ((Aze0-Az20) / (Az280-A320)). Hodnota poméru korigujiciho

zakal v roztoku DNA byla 1,80 ((A260-A320) / (A230-A320)).

4.3.2 Exprese nezkracené formy cytochromu P450 3A4 v E. coli

Plasmidem nesoucim gen pro CYP3A4 zcDNA knihovny byly transformovany
expresni kmeny BL21-Gold, BL21-Codon Plus (DE3)-RIL, BL21-Codon Plus (DE3)-
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RIPL, BL21 C41(DE3), BL21 C43(DE3). Produkce probihala v LB médiu 30 hod pii
37°C, 180 RPM pfi indukci 1 mM IPTG s ptidavkem 0,5 mM kyseliny d-aminolevulové.
Vzorky celych bunék byly odebirany v riznych Casech od zahajeni exprese, poté byly
upraveny a byla s nimi provedena SDS-PAGE elektroforéza obrazek 25.

1R

— — — — op— -
_— T A R — -
1.-4. draha buiky E. coli BL21 C41(DE3) v 15 ml LB média

1. standard krali¢ci CYP1A2

2. pied indukei

3. po 10 hod expresi

4. po 20. hod expresi

5. po 30 hod expresi

6.-9. draha bunky E. coli: BL21 C43(DE3) v 15 ml LB média

6. pred indukci

7. po 10 hod expresi

8. po 20. hod expresi

9. po 30 hod expresi
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E. coli BL21 Gold v 15 ml LB média E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL v 15
1. pted indukci ml LB média
2. po 10 hod expresi 1. standard krali¢ci CYP1A2
3. po 20 hod expresi 2. pted indukci
4. po 30 hod expresi 3. po 10 hod expresi
5. standard krali¢i CYP1A2 4. po 20 hod expresi

5. po 30 hod expresi
Obr. 25 Vysledek exprese prirozeného genu pro lidsky CYP3A4 37°C, 180 RPM,
vzorky odebirany v nékolika ¢asech, exprese v riznych bakterialnich kmenech
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Obrazek 25 ukazuje, ze u bakterialnich kmenti vhodnych pro expresi proteini BL21-
Gold, BL21 C41(DE3) a BL21 C43(DE3) nebyl v pribéhu exprese zaznamenan narust
proteinu v oblasti odpovidajici cytochromu P450. U kmene BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL
byl zaznamenan mirny nardst koncentrace proteinu v oblasti molekulové hmotnosti
cytochromit P450. Nakonec byl ovSem jako expresni kmen zvolen E. coli BL21-Codon
Plus (DE3)-RIL. Diky témto produkcim byla urena pfedpoklddand maximalni doba
exprese. Pti prekrofeni 30 hodinové doby trvani exprese doslo ke vzniku sraZenin
v bunééné kultuie, ziejmé lyzi bunék napt. z divodu nedostate¢né aerace systému, ¢i

nahromadéni toxickych latek v kultute.

4.3.2.1 Exprese nezkracené formy cytochromu P450 3A4 v E. coli BL-21 Codon plus
(DE3)-RIL

E. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL byl optimalni kmen pro expresi CYP3A4. Tato
bunécna kultura po indukci IPTG a 20 hodinové kultivaci pii 28°C vykazovala ve srovnani
s ostatnimi kmeny vyrazné cervenohnédé zabarveni.

Podminky exprese nezkracené formy cytochromu P450 3A4 byly zvoleny podobné
jako v predchazejicich experimentech, pouze bylo ovéfeno, ze zvyseni koncentrace IPTG a
prodlouzeni produkce nevede k nartstu exprese. Kultura byla indukovana 0,1 mM IPTG
pii optické denzité 1. Zaroven byla exprese podpotena pridavkem 0,5 mM kyseliny 6-
aminolevulové a 1 mM MgCl,. Exprese probihala 20 hod pii 28°C a 180 RPM (ORBI-
SAFE TS Net Wise, Gallenkamp).

Pro lepsi porovnani efektivity exprese pfirozené¢ho lidského genu pro CYP3A4
z cDNA a zkraceného syntetického genu pro CYP3A4 byly provedeny také simultanni
exprese téchto gent. Vysledné vzorky ziskané frak¢ni centrifugaci byly analyzovany SDS-
PAGE elektroforézou obrazek 26. Potvrzeni vysledku exprese uz samotného pfirozeného

genu pro lidskou formu CYP3A4 bylo provedeno imunoblotem obrazek 27.
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Obr. 26 Porovnani efektivity exprese genu pro lidsky CYP3A4 z cDNA a
syntetického zkraceného genu pro CYP3A, 20 hod, 28°C, 180 RPM (buiiky E. coli
BL-21 Codon plus (DE3)-RIL) v 300 pul TB média
1. membrany (synteticky gen pro CYP3A4)

2. membrany (CYP3A4 z cDNA)

3. cytosol (synteticky gen pro CYP3A4)
4. cytosol (CYP3A4 z cDNA)

5. krali¢i CYP1A2 jako standard

Na obrazku 26 jsou viditelné pruhy v oblasti molekulové hmotnosti odpovidajici

cytochromim P450.

Obr. 27 I imunoblot po expresi genu pro lidsky CYP3A4 z ¢cDNA, 20 hod, 28°C, 180
RPM, 300 pl TB média (buiiky E. coli BL-21 Codon plus (DE3)-RIL)
1. membranova frakce
2. cytosol

I vtomto ptipadé byla ptitomnost CYP3A4 potvrzena metodou imunoblotu. Cilovy
protein byl rozeznan krali¢i protilatkou proti lidské formé¢ CYP3A4. Oproti kontrole je

vidét strmy nartist exprese CYP3A4.
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4.4 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Me¢éteni spekter membranové frakce ziskané diferencni centrifugaci bunék E. coli BL-
21 Codon plus (DE3)-RIL po 20 hod expresi pii 28°C a 180 RPM 300 ul TB média
vrozmezi vinovych délek 400-490 nm ukazalo tvar kiivky, ktery neni typicky pro
cytochromy P450. Pouze u membranové frakce ziskané expresi CYP3A4 zaloZzeném na
konstruktu syntetického zkraceného genu vykazovalo spektrum mirny nariist absorbance
pii vinové délce 450 nm. Méfena spektra membranovych frakci vzniklych po expresi vSech
tfi jednotlivych genovych konstruktl vykazovala absorpcni maximum pii 420 nm, coz
svéd¢i o pfitomnosti hemoproteinu. Mnozstvi CYP3A4 a hemoproteinu s absorpénim
maximem pifi 420 nm v membranovych frakcich znazoriiuje tabulka 4. Diferencni
spektrum po redukci a probublani CO méfené po expresi syntetického zkraceného

genového konstruktu CYP3A4 je na obrazku 28.

Tab.4 MnozZstvi CYP3A4 v membranové frakci stanovené dle CO spektra

Genovy konstrukt ¢ (CYP3A4) dle | c hemoproteinu

CO spektra dle CO spektra
Synteticky zkraceny gen pro CYP3A4 0,37 uM 0,82 uM
Zkraceny gen pro lidsky CYP3A4 z cDNA X 0,04 uM
Gen pro lidsky CYP3A4 z cDNA X 0,06 uM

X — zméteno netypické spektrum

400 490 X (nm)

Obr. 28 Diferenc¢ni spektrum po redukcei a probublani CO.
Membranova frakce po expresi syntetického genu pro lidsky CYP3A4.
Maximum pii 420 nm a 450 nm.
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5. Diskuse

Predkladand prace popisuje a rozsifuje postupy souvisejici s heterologni expresi
lidského cytochromu P450 3A4, ptedevsim pak piinasi porovnani produkce zdjmového
proteinu dle neoptimalizované cDNA oproti optimalizovanému syntetickému genu pro
stejny protein a to za pouziti stejného vektoru i hostitelského kmene. Konkrétni vysledky
1ze shrnout néasledovné:

Béhem feSeni diplomové prace byly uspéSné zkonstruovany tii expresni vektory
nesouci tfi rizné geny pro lidsky cytochrom P450 3A4. Narozdil od starSich praci
publikovanych napft. ve skupiné prof. Guengeriche byly konstrukty zaloZeny na expresnim
plasmidu pET22b. Prvni z nich obsahoval zkraceny synteticky gen lidského cytochromu
P450 3A4. Tento gen byl optimalizovan pro lepsi produkci v hostitelském organismu,
konkrétné byla provedena optimalizace pro Escherichia coli K-12. Dalsi dva konstrukty
obsahovaly gen pro lidsky cytochrom P450 3A4 z cDNA. Obrazek 29 ukazuje porovnani
nukleotidové sekvence tohoto genu se sekvenci ptirozeného lidského genu pro CYP3A4 z

cDNA.

Query 1 ATGGCTCTCATCCCAGACTTGGCCATGGAAACCTGGCTTCTCCTGGCTGTCAGCCTGGTG 60
Sbject 1 ..... C-———————— -.G..G..... G..Gooionlln T 60

Query 61 CTCCTCTATCTATATGGAACCCATTCACATGGACTTTTTAAGAAGCTTGGAATTCCAGGG 120
Sbjct 61 ..G..G..... G..C..C..G..CAGC..C..T..G.... A..G..T..C..G..T 120

Query 121  CCCACACCTCTGCCTTTTTTGGGAAATATTTTGTCCTACCATAAGGGCTTTTGTATGTTT 180
Sbjct 121 S N C T C P A...C....C..C..CC..AG...T..C..A........ Covunn. 180

Query 181  GACATGGAATGTCATAAAAAGTATGGAAAAGTGTGGGGCTTTTATGATGGTCAACAGCCT 240
Sbjct 181 . ....... G..C..C..G..A_.... C..Gomiao Cornnn Cocnnnot G 240

Query 241  GTGCTGGCTATCACAGATCCTGACATGATCAAAACAGTGCTAGTGAAAGAATGTTATTCT 300
Sbjct 241 N I [CH C..C..G. T G..G..... [ C..CAGC 300

Query 301  GTCTTCACAAACCGGAGGCCTTTTGGTCCAGTGGGATTTATGAAAAGTGCCATCTCTATA 360
Sbjct 301 ..G..T..C..T..CC.T..A..C..C..... LI G..C...... AGC..T 360

Query 361  GCTGAGGATGAAGAATGGAAGAGATTACGATCATTGCTGTCTCCAACCTTCACCAGTGGA 420
Sbjct 361 ..C..A..C..G..G..... AC.TC.G..TAGCC. .... AGC. .G..... T..G..C..C 420

Query 421  AAACTCAAGGAGATGGTCCCTATCATTGCCCAGTATGGAGATGTGTTGGTGAGAAATCTG 480
Sbjct 421  ..... [CTR Al.... T..G..T..Coooooo.. C..C..C...C..... C.To..... 480

Query 481  AGGCGGGAAGCAGAGACAGGCAAGCCTGTCACCTTGAAAGACGTCTTTGGGGCCTACAGC 540
Sbjct 481 C.T..T..G..G..... C..T..... G..G..GC. .. ... G...-. C..G...... 540

Query 541  ATGGATGTGATCACTAGCACATCATTTGGAGTGAACATCGACTCTCTCAACAATCCACAA 600
Sbjct 541  ..... C..T..... [CT CAGC..... Corenennos T..TAGC..G..T..... G..G 600

Query 601  GACCCCTTTGTGGAAAACACCAAGAAGCTTTTAAGATTTGATTTTTTGGATCCATTCTTT 660
Sbjct 601  ..... G..... T . Al... GC.GC.C..C..C..CC....... G..... C 660
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Query 661  CTCTCAATAACAGTCTTTCCATTCCTCATCCCAATTCTTGAAGTATTAAATATCTGTGTG 720
Sbjct 661 -.GAGC..C..C..T..C._...... G...-. G..C..G..G..GC.G..C......... 720

Query 721  TTTCCAAGAGAAGTTACAAATTTTTTAAGAAAATCTGTAAAAAGGATGAAAGAAAGTCGC 780
Sbjct 721 ..C..GC.T..G..... G..C...C.GC.C..GAGC..T..GCC.C........ G..C... 780

Query 781  CTCGAAGATACACAAAAGCACCGAGTGGATTTCCTTCAGCTGATGATTGACTCTCAGAAT 840
Sbjct 781 R C R C..G..G........ Coneee it [ C...AGC...... 840

Query 841  TCAAAAGAAACTGAGTCCCACAAAGCTCTGTCCGATCTGGAGCTCGTGGCCCAATCAATT 900
Sbjct 841 AGC..G..G..G...AG...T..G..A...AG...C..... L C AGC..C 900

Query 901  ATCTTTATTTTTGCTGGCTATGAAACCACGAGCAGTGTTCTCTCCTTCATTATGTATGAA 960
Sbjct 901  ........ C..C..G........ G..G.ooooot C..... GAG...T..Co........ 960

Query 961  CTGGCCACTCACCCTGATGTCCAGCAGAAACTGCAGGAGGAAATTGATGCAGTTTTACCC 1020
Sbjct 961  ..... G..C..... G..C..G..... Ao, AL C...... C.G..G 1020

Query 1021 AATAAGGCACCACCCACCTATGATACTGTGCTACAGATGGAGTATCTTGACATGGTGGTG 1080
Sbjct 1021 ........ Coon.. Ao, C..C..T..G..A..... A..C..G........ T... 1080

Query 1081 AATGAAACGCTCAGATTATTCCCAATTGCTATGAGACTTGAGAGGGTCTGCAAAAAAGAT 1140
Sbjct 1081 ..C..... C..GC.CC.G.o. ... G...C.T..G...C.C..G..... G..G..C 1140

Query 1141 GTTGAGATCAATGGGATGTTCATTCCCAAAGGGGTGGTGGTGATGATTCCAAGCTATGCT 1200
Sbjct 1141 ..G..A..T..C..C........ C..G..G..CouTemeiiii o (C T G 1200

Query 1201 CTTCACCGTGACCCAAAGTACTGGACAGAGCCTGAGAAGTTCCTCCCTGAAAGATTCAGC 1260
Sbjct 1201 .. .G..T.coieeeoaann. T..... C..A..G..A_ ... T..G..A..GC.C...... 1260

Query 1261 AAGAAGAACAAGGACAACATAGATCCTTACATATACACACCCTTTGGAAGTGGACCCAGA 1320
Sbjct 1261 ..... AL T..C..C..G..T..C..... G..G..C..T..C..T..AC.T 1320

Query 1321 AACTGCATTGGCATGAGGTTTGCTCTCATGAACATGAAACTTGCTCTAATCAGAGTCCTT 1380
Sbjct 1321 ..... T..... T...C.T..... C..G..... T..... G..G..G..G...C.T..G..G 1380

Query 1381 CAGAACTTCTCCTTCAAACCTTGTAAAGAAACACAGATCCCCCTGAAATTAAGCTTAGGA 1440
Sbjct 1381 ..... T..TAG...... G..G..C..... G..C..... T..A. ... C.G...C.G..C 1440

Query 1441 GGACTTCTTCAACCAGAAAAACCCGTTGTTCTAAAGGTTGAGTCAAGGGATGGCACCGTA 1500
Sbjct 1441 _.T..G..G........ G..... Ao, [CTR G..AAGCC.C..... T..... G 1500

Query 1501 AGTGGAGC 1508
Shjct 1501 ..C..T.1508

Obr. 29 Porovnani nukleotidovych sekvenci
Cerveng je zobrazena sekvence syntetického zkraceného genu CYP3A4, Eerné sekvence
nezkraceného genu pro lidskd CYP3A4 z cDNA.
porovnani provedeno pomoci programu Blast [82].

Sekvence genii zcDNA nebyla nijak optimalizovana pro hostitelsky organismus,
pficemz jeden z genli byl zkrdcen na 5° konci o 30 nukleotidd, stejné jako synteticky
zkraceny gen CYP3A4. Tim jsou zproteinového produktu odstranény 3. az 12.
aminokyselina na N-termindlnim konci obrazek 30. Podobna modifikace jiz byla
provedena a popsana jako Uprava zvysSujici expresi v bakterialnim systému [57]. Spravnost
postupu pii konstrukci expresnich vektorit byla potvrzena dvoji restrikci a néaslednou

agarosovou elektroforézou.
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Obr. 30 Porovnani aminokyselinové sekvence N-terminalniho konce proteinovych
produkti
1. N-terminalni konec proteinového produktu zkraceného syntetického genu
2. N-terminalni konec proteinového produktu zkraceného piirozené¢ho genu z cDNA
3. N-terminalni konec proteinového produktu nezkraceného piirozen¢ho genu z cDNA
4. N-terminalni konec proteinového produktu podle [56]

Dale byly expresnimi vektory transformovany bakteridlni hostitelské bunky E. coli
nasledujicich kment vhodnych k expresi: BL21-Codon Plus (DE3)-RIL, BL21-Codon Plus
(DE3)-RIPL, BL21 C41(DE3), BL21 C43(DE3) a BL21-Gold. Jako nejvhodnéjsi pro
produkeci se ukazal byt kmen BL21-Codon Plus (DE3)-RIL.

Optimalni podminky exprese byly tedy spise takové, kde je produkce rekombinantniho
proteinu stimulovana méné. Koncentrace IPTG byla sniZzena z pivodni hodnoty 1 mM na
kone¢nou 0,1 mM, teplota byla sniZovdna z ptivodni teploty 37°C az na kone¢nou 28°C.
Expresni vektor pET22b mé vysoce aktivni promotor pro T7 RNA polymerasu, ziejmé
proto pivodni vyssi stimulace exprese spolu s optimalizaci genu pro expresi v E. coli vedly
k nadmérné tvorbé cilového proteinu, ktery se vSak pravdépodobné nestihl vcas slozit a
dochazelo ke tvorbé agregatii. Proto mohlo zeslabeni indukce vést k ¢astenému vyfesSeni
tohoto problému.

Dal§im aspektem, ktery mize vést k neptili§ uspésné produkci cilového proteinu je
fakt, ze tento eukaryoticky membranovy protein byl exprimovan v prokaryotickém
systému, takze nemuze vyuzit eukaryoticky systém inkorporace proteini do membran a je
tak v podstaté zavisly na spontanni inkorporaci do membrany bakterie. Pfirozeny lidsky
CYP3A4 vsak na svém N-konci obsahuje 3 aminokyselinovd residua s polarnim
postrannim feté¢zcem (D6, E10 a S18), které mohou znesnadnit spontanni inkorporaci
proteinu do membrany (obrazek 30). Zkricend forma CYP3A4 ma dvé ztéchto
aminokyselin odstranény (D6, E10) a jeji inkorporace by tak méla byt usnadnéna.

Vysledky exprese byly analyzovany metodou SDS-PAGE a imunoblotem. U
membranové frakce ziskané diferencni centrifugaci byla méfena diferenéni CO spektra.

Nartst absorbance pii vinové délce 450 nm byl zaznamenan pouze po expresi zkracené¢ho
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syntetického genu. Tento vysledek ukazuje, ze CYP3A4 exprimovany z konstruktu
zalozeném na cDNA nebyl aktivni. Mozné divody tohoto vysledku jsou shrnuty
v predchozich dvou odstavcich.

Vysledky experimentt ukazuji, ze optimalizace genové sekvence pro dany hostitelsky
organismus ma vliv na produkci cilového proteinu. U gent pro lidsky CYP3A4 z cDNA
nebyl zaznamenan rozdil v expresi v zavislosti na zkraceni genu na 5" konci.

Na miru exprese ma ziejmé vliv 1 vhodny vybér hostitelského organismu. Kmen E.
coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL obsahuje kopie genti kdédujici tRNA pro arginin,
isoleucin a leucin, které jsou normaln¢ v bunice E. coli zastoupeny v malé mife. Pomérné
vhodny se zdal také kmen E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL, ktery mé navic jesté
kopii genu kodujici tRNA pro prolin. Nebyly zaznamenany vétsi rozdily mezi témito

kmeny, nakonec byl pro produkci zvolen kmen E. coli BL21-Codon Plus (DE3)-RIL.
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6. Zavér

Béhem fteSeni tématu diplomové prace byly uspé€sné zkonstruovany a ovéfeny tii
expresni vektory zaloZzené na plasmidu pET22b. Jeden z vektorli obsahoval synteticky
zkraceny gen pro lidskou formu CYP3A4, ktery byl optimalizovan pro produkci v hostiteli
E. coli K-12. Dale byly pfipraveny dva vektory obsahujici zkrdceny a nezkraceny
piirozeny gen pro lidskou formu CYP3A4 obsahujici nukleotidovou sekvenci shodnou s
lidskou DNA.

Byly optimalizovany podminky exprese zkracené i nezkracené formy lidského
CYP3AA4. Pti porovnani efektivity exprese syntetick¢ého genu pro CYP3A4 a ptirozeného
genu pro CYP3A4 bylo v souladu s predpoklady zjisténo, ze u¢innost produkce zvysuje
optimalizace nukleotidové sekvence genu pro hostitelsky organismus E. coli. Pfesto nebyla
produkce tohoto membranového proteinu piili§ efektivni a odpovidala mnozstvi cca 7,4
nmol cytochromu P450 na 1 litr media.

Delece nukleotidii na 5’konci, €ili zkraceni N-termindlni domény lidského CYP3A4
neméla vyrazny vliv na efektivitu jeho produkce. Pficemz efektivita heterologni exprese

nezkracené formy CYP3A4 v E. coli byla obecné velmi nizka
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