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Abstrakt

Systém cytochromu P450 je velmi vyznamny z hlediska metabolismu endogennich
latek a xenobiotik. Tento systém se sklada z cytochromu P450, NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy (CPR), cytochromu bs a NADH:cytochrom bs reduktasy (CYB5R3).
Objasnéni protein-proteinovych interakci mezi jeho ¢astmi je nezbytné pro pochopeni
fungovani celého systému. Metoda kovalentniho sitovani se jevi jako velmi vhodna pro
studium téchto interakci. V této praci byl pouzit fotoaktivovatelny analog aminokyseliny

L-methioninu (L-foto-methionin) jako sitovaci ¢inidlo.

Tato prace se zabyva organickou syntézou L-foto-methionu, expresi a izolaci CPR
a CYBS5R3 jako fotoaktivovatelnych proteind s inkorporovanym L-foto-methioninem. Pro
expresi byl pouzit auxotrofni kmen E.coli B834 (DE3) a M9 miminalni medium. Usp&$né
byla exprimovana a izolovana CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem. Mira
inkorporace byla ovéfena hmotnostni spektrometrii. Dale byla testovdna schopnost

sitovani CYBSR3 s cytochromem bs.

Kli¢ova slova: fotolabilni aminokyseliny, exprese proteind, syntéza



Abstract

The cytochrome P450 system plays an important role in metabolism of endogenous
compounds and xenobiotics. This system consists of cytochrome P450,
NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase (CPR), cytochrome bs and NADH:cytochrome
bs reductase (CYB5R3). Explanation of protein-protein interactions among these reaction
partners is essential for understanding the function of the entire system. Covalent cross-
linking is a favorable method for studying these interactions. In this work a photo-
activatable analogue of amino acid L-methionine (L-photo-methionine) was used as a

cross-linking agent.

This work is focused on the organic synthesis of L-photo-methionine, expression
and isolation of CPR and CYB5R3 as photoactivable proteins containing incorporated
L-photo-methionine. Auxotrophic strain of E.coli B834 (DE3) and minimal media were
used for the expression. CYB5R3 with incorporated L-photo-methionine was successfully
expressed and isolated. The extent of L-photo-methionine incorporation was verified by
mass spectrometry. Furthermore, the photo-initiated cross-linking of CYB5R3 with

cytochrome bs was tested.

Key words: photolabile amino acid, protein expression, synthesis
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1 Uvod

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, piesnéji feCeno hemthiolatové enzymy, které
se vyskytuji jak u prokaryotickych tak i eukaryotickych organismt. U eukaryotickych
organismil jsou to proteiny membranové, které jsou schopné metabolizovat mnoho
exogennich i endogennich substratd. Jednémi z nejzajimavéjSich exogennich substratii
téchto enzymu jsou xenobiotika. Xenobiotika jsou latky ciziho ptivodu, se kterymi se
organismus potyka prakticky cely zivot a jejich vliv muze byt jak pozitivni, tak i negativni.
Patii mezi n¢ latky ptirodniho charakteru, ale také latky uméle vytvofené lidskou ¢innosti,
jako jsou napt. polutanty zivotniho prostiedi anebo rizné druhy toxickych latek.
Samostatnou skupinou farmakologicky vyznamnych xenobiotik jsou 1é&iva’. Pravé kvili

tomu jsou tyto enzymy v poslednich nékolika letech velmi intenzivné zkoumany.

1.1 Systém cytochromu P450

Cytochrom P450 sam o sob¢ V lidském organismu nemtize fungovat. Ke spravnému
fungovani potfebuje dalsi proteiny, které jsou soucéasti systému cytochromu P450. Nékdy
byva oznafovan jako tzv. MFO systém (z angl. Mixed Function Oxidase — Systém oxidas
se smiSenou funkci). Tento systém se u eukaryotickych organismii nachazi v membrané
hladkého endoplazmatického retikula. U prokaryotickych organismi nelze piesné popsat
systém cytochromu P450, nebot” jsou tyto proteiny rozpustné a proto jejich kooperace
nebude v této praci zahrnuta. Pro eukaryota je vSak tato kooperace nanejvys dulezita,
nebot” se ukazuje, Ze charakter kooperace mezi jednotlivymi proteiny tohoto systému miize
za ur€itych okolnosti ur€ovat rychlost enzymové pfemény nebo i Skalu vyslednych
produktd enzymové reakce’. Proteiny, které tvofi tento systém, jsou NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasa, cytochrom bs, a NADH:cytochrom bs reduktasa’. Funkce celého
systtmu je zalozena na piedavani dvou elektronit (NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasa a cytochrom bs), kdy finalnim pfijemcem je pravé cytochrom P450. Jeho
funkci je piedev§im oxidace substratu za spotfeby biatomické molekuly kysliku nebo

., .1
organického peroxidu™.
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Obr. 1 Hypotetické usporadani systému cytochromu P450 — pievzato a upraveno

3

1.2 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) byly objeveny na konci 50. let M. Klingenbergem?*, ktery
pozoroval piitomnost jistého pigmentu v mikrosomdlnim systému potkana. Nasledné se
zjistilo, Ze tento pigment po redukci velmi silnd vaZze oxid uhelnaty®. Tento komplex
vykazoval absorb¢ni maximum (Soretdv pas) pii 450 nm (odtud P450). V nadchazejicich
letech vedly dalsi studie ke zjiSténi, ze tento pigment obsahuje hem jako prostetickou
skupinu a tedy Ze se jedna o hemoprotein®. Cytochrom P450 je viak vzhledem k jeho
vlastnostem a funkcim nespravné oznaceni, nebot’ cytochromy jsou skupina hemoproteint,
jejichz primarni funkce je ptenos elektronu. Tato nesrovnalost vSak zustala v jeho

pojmenovani dodnes.
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1.2.1 Nomenklatura cytochromi P450

Vzhledem kvelkému poétu cytochromti P450 tvoficich ,superrodinu®
hemthiolatovych enzymi, bylo nutné zavést jednotny systém nomenklatury’. V tomto
systému se jednotlivé cytochromy fadi podle aminokyselinové sekven¢ni homologie do
rodin, které maji 40 % identitu a znaci se arabskymi ¢islicemi. Poté se déli do podrodin,
které maji 55 % identitu a znaci velkymi tiskacimi pismeny. Samotny enzym jak oznacen
arabskymi Cislicemi. Napiiklad cytochrom P450 2C19 je tedy zafazen do rodiny 2 a

podrodiny C s pofadovym ¢islem 19.

1.2.2 Struktura cytochromu P450

Jak jiz bylo uvedeno, eukaryotické cytochromy P450 jsou membranovymi proteiny,
které maji tzv. membrédnovou kotvu na svém N-termindlnim konci a jsou ukotvené
v membran¢ endoplasmatického retikula. Diky tomu je nelze prakticky krystalovat,
presnéji feceno lze krystalovat pouze jejich solubilni ¢ast (po odstépeni membranové
kotvy). Proto je také pii studiu jejich struktury vhodné vyuziti dal$ich metod napt.: NMR
(nuklearni magneticka rezonance), SAXS (small-angle X-ray scattering neboli malouhlovy

rozptyl rentgenového zareni) a dalsi.

Molekulova hmotnost cytochromu P450 se pohybuje okolo 50 000 Da®. Za jejich
katalytickou funkci je zodpovédna C-termindlni doména, kterd sméfuje ven z membrany.
neboli protoporphyrin 1X°. Ten je v enzymu vazan pies thiolatovou siru aminokyseliny
cysteinu, jako paty ligand atomu zeleza'®. To ma velky vliv na samotnou enzymovou
reakci a jeji prub&h. Z hlediska sekundarni a terciarni struktury si jsou cytochromy P450
podobné. Okolo hemu jsou konzervované strukturni oblasti, které se vyskytuji napfic

celym spektrem cytochromu P450.
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Obr. 2 Struktura lidského cytochromu P450 2C19 — krystalova struktura
lidského CYP 2C19, barevné jsou vyznaeny rizné strukturni motivy, Cernou barvou

r N . 11
uprostied je vyznaceny hem, pfevzato

1.2.3 Funkce cytochromii P450

Cytochromy P450 metabolizuji celou skalu latek, at’ uz endogenniho ¢i exogenniho
pivodu (viz Tab. 1)*2. V lidském genomu bylo objeveno 57 gent kodujici aktivni isoformy
téchto enzymi'®. Velké mnoZstvi zpracovavanych substrati svéd&i o jejich znaéné
variabilité presnéji feceno velmi Siroké substratoveé speciﬁté“. Existuji také cytochromy
P450, jejichz tloha v organismu neni doposud znama. Vzhledem k duleZitosti téchto
enzymi v organismu, muize mit jakékoliv poskozeni nebo mutace v genu az fatalni vliv

vV podobé¢ dédi¢nych chorob a metabolickych vad®,

Intenzivné zkoumany jsou cytochromy P450, které jsou schopny metabolizovat
xenobiotika. U lé¢iv Ize mluvit o jejich biotransformaci. Do této skupiny patii hlavné
cytochromy P450 rodiny 1, 2 a 3. Jejich zapojeni do procesu biotransformace vSak nemusi
mit pouze pozitivni nasledky, nebot’ miize dochazet k aktivaci prokarcinogeni™. Mezi tyto
latky miizeme zatadit napf. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), jejichZ hlavnim

zastupcem je benzo[a]pyren. Hydroxylace takovych substrati vede K tvorbé reaktivnich
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intermediatd, které mohou poskozovat DNA. Biotransformace 1é¢iv se majoritn¢ tcastni

pouze n¢kolik isoforem cytochromu P450 (viz obr. 4).

Tab. 1 Rozdéleni cytochromu P450 podle metabolizovaného substratu — pfevzato12

Steroly Xenobiotika Mastné kyseliny  Eikosanoidy  Vitaminy lefkf:tigjcs
1B1 1A1 2J)2 4F2 2R1 2A7
7Al 1A2 4A11 4F3 24A1 251
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1

11A1 2B6 8Al 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 4V?2
21A2 2D6 471
27A1 2E1 20A1
39A1 2F1 27C1
46A1 3A4
51A1 3A5
3A7
CYP2C8/9 CYP1A2
16% 11% CYP2C19
8%
CYP2D6 CYP2E1
19% 4%
CYP2B6
3%
CYP2A6
0
CYP3A4/5 3%
36%

Obr. 4 Zastoupeni cytochromii P450 p¥i metabolismu 1é&iv - prevzato™®
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1.2.4 Reakcni cyklus cytochromu P450

Cytochromy P450 katalyzuji hydroxylaci (obecné oxidaci) substratu. Pii této reakci
dochazi k zabudovani atomu kysliku do molekuly substratu. Donorem kysliku mtize byt
heterolyticky stépeny molekularni kyslik nebo organicky peroxid, potom mizeme mluvit o
tzv. peroxygenasové aktivité cytochromu P450". Druhy atom kysliku je pfemé&iovan na

vodu.

Zakladem fungovani tohoto cyklu je existence dvou spinovych stavii atomu zeleza
V hemu. Prvni stav je tzv. nizkospinovy (spin '), kdy je atom zeleza hexakoordinovany a
mize tak reagovat naptiklad s molekulou vody nebo s dal§imi ligandy. Druhy stav je
vysokospinovy (spin 5/2), kdy je atom zeleza pentakoordinovan a jedna pozice je
pfistupna. Pfi navazani substratu dochazi K ptechodu z hexakoordinovaného stavu na
pentakoordinovany diky vytlaceni molekuly vody jako Sestého ligandu. ZvySeni redoxniho
potencidlu zpusobi, ze atom zeleza je pak redukovan pfenosem elektronu
z NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy z Fe®* na Fe?* a nadale setrvava ve
vysokospinovém stavu. Nasledné se navaze molekula kysliku a dochazi ke zméné zpét na
nizkospinovy stav. (V této konformaci mize dojit i k navazani oxidu uhelnatého, ktery ma
mnohem vys$i afinitu a celou reakci inhibuje.) Vytvoieny ferri-superoxidovy komplex je
redukovan opét NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo cytochromem bs. Po redukci se
heterolyticky §tépi vazba O-O, kdy jeden kyslik je stale zachycen na atomu Zeleza a druhy
atom kysliku se redukuje az na molekulu vody. Vytrzenim vodikového atomu pomoci
takto vzniklého radikdlu a nasledné rekombinaci s hydroxylovym radikdlem dochazi
Kk vytvofeni hydroxylovaného substratu, ktery opousti aktivni centrum. Poté se systém

. o . . . 1
vraci do ptiivodniho hexakoordinovaného stavu™.

V ptipadé, ze neni dostate¢né rychly transport elektron zredoxnich partnerti na
cytochrom P450, dochazi vzhledem k vlastnostem ferri-superoxidového komplexu k jeho
destabilizaci. ~ Vznikly  superoxidovy  anionradikal je  nasledné  pieménén

. . . r 1
superoxidismutasou na peroxid vodiku".
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Obr. 5 Reakéni cyklus cytochromu P450 - pievzato !

1.3 NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR)

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR) je membranovy flavoprotein
s molekulovou hmotnostni okolo 78 000 Da'®. Jeho priméarni funkci je pienos elektronu
z NADPH na cilovy protein, kterym mize byt nejen cytochrom P450, ale i cytochrom ™,
cytochrom bs” nebo hem oxygenasa?’. V CPR se jsou piitomny ob& flavinové prostetické
skupiny, tedy FMN a FAD?*. Diky rozdilnym redoxnim potencidlim mezi t&mito
koenzymy jsou elektrony pfedavany postupné, a proto CPR funguje jako tzv. déli¢
elektronového paru’. Elektron tak putuje z NADPH na FAD a poté na FMN, koneénym

akceptorem je u cytochromu P450 atom Zeleza v hemu®,
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1.3.1 Struktura NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

Struktura CPR je zna¢né konzervovana. To naznacuje, Zze v prub&hu evoluce tento
enzym plnil velmi dalezitou tlohu v kooperaci dalSimi reakénimi partnery. CPR se sklada
ze dvou funkénich domén. Jednou je hydrofilni C-terminalni doména (72 kDa), ktera plni
predevsim katalytickou funkci® a druhou je hydrofobni N-terminalni doména (6 kDa),
kterda slouzi primarné k ukotveni proteinu do membrany endoplazmatického retikula a
napomaha ke spravné orientaci a funkci CPR vzhledem Kk celému systému cytochromu
P450%. Po odstépeni této domény mtze CPR nadéle redukovat napt. cytochrom c, ale

cytochrom P450 v tomto stavu redukovat nelze?®?

. Ve strukture CPR jsou az ctyfi
strukturni domény: doména vézajici FMN, doména vézajici FAD a NADPH a spojovaci
doména, kterd zodpovida zejména za spravnou orientaci obou koenzym vézajicich domén a
jejich interakci. FMN doména je propojena s celym proteinem usekem 13 aminokyselin

,,hinge“zs.

Obr. 6 Struktura NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy — krystalova struktura
potkani CPR s odstépenou N-termindlni membranovou kotvou, doména vazajici FMN
(modrd), doména vézajici NADPH a FAD (zelend), spojovaci doména (Cervend), ,,hinge*
(zlutd), déle jsou zde zndzornény koenzymy: FAD (oranzovd), NADPH (modrd) a FMN

(zlutd), prevzato 2
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1.3.2 Interflavinovy elektronovy transport

Prenos elektronu pfes CPR je zajiStén piedevsim blizkou orientaci FMN a FAD.
Optimalni vzdalenost obou isoalloxazinovych kruht téchto koenzymu je zhruba 4 A® z
toho vyplyva, Ze ptenos elektronu je velmi rychly a navazani NADPH je rychlost ur¢ujicim
krokem. Z NADPH pak elektrony putuji ve form¢ hydridovych anionti na FAD. Z plné
redukovaného FAD ve form¢ FADHj; jsou pak elektrony piendSeny na FMN a vznika tak
FMNH,. Transport elektroni mezi obéma koenzymy je uskutec¢tiovan diky rozdilnym

hodnotam redoxnich potenciélﬁgl.

NADPH P450gep P450gep
FMNH FMNH FMNH;, FMNH FMNH;, FMNH
FAD ;\" FADH, — ™ FADH FaDH P pap 7'L> FAD
1e MADP* Je’ Je’ P45045x 2e 2e P450x 1e

Obr. 7 Interflavinovy elektronovy transport - pfevzato 32

1.3.3 Prenos elektronu na cytochrom P450

Pienos elektronu na cytochrom P450 je zprostiedkovan FMN, které redukuje atom
zeleza v hemu. CPR vytvari funkéni komplex enzym — substrat s cytochromem P450
v poméru 1:1. Za fyziologickych podminek je v membrané¢ endoplasmatického retikula
nadbytek cytochromt P450 zhruba v poméru 3:1. Indukei exprese cytochromii P450
latkami typu barbituratii dochazi ke zvySeni jejich koncentrace a narGistu poméru az na
10:1 nékdy dokonce az 30:1 oproti CPR®*. CPR musi byt schopna redukovat velké
mnozstvi cytochromti P450 a jejich isoforem. Interakéni misto pro CPR se tak musi
nachazet v konzervované ¢asti cytochromu P450. Podle Petersona® se okolo CPR
shromazd'uji cytochromy P450 a dochazi tak k vytvareni urcitych klastri. Proces redukce
je rozdélen na dvé faze — rychlou a pomalou. V rychlé fazi jsou redukovany pravé
cytochromy P450 nachdazejicich se v klastrech (zhruba 70%). Zbylé cytochromy P450 jsou
redukovany v pomalé fazi a nejsou soucasti jiz zminénych klastrd a k interakci s CPR

dochézi az posunem v membrané endoplasmatického retikula.
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1.3.4 Konformac¢ni zmény v NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktase

Ukazuje se, ze béhem interflavinového elektronového transportu a nasledné
redukce reakcniho partnera dochazi v CPR ke zna¢nym konformacnim zménam®. Z NMR
a SAXS analyz je patrné, Ze CPR osciluje mezi dvéma konformacnimi stavy. Prvni
konformacni stav je kompaktni a zaroven koreluje s krystalovou strukturou CPR. V tomto
stavu jsou oba flavinové koenzymy pravé blizko sebe a muze tak dojit k interflavinovému
elektronovému transportu. Druhy konformacni stav je ,,otevieny a velmi pravdépodobné
zprostiedkovava transport elektronu z FMN na redoxniho partnera. Velmi dilezity je také
13 aminokyselinovy usek, ktery spojuje doménu vazajici FMN s celym proteinem.
Mutantni CPR vytvoifena bez tohoto useku, nebyla schopna interflavinového elektronového

transportu®.

Obr. 8 Modely konformacénich stavi CPR — A je kompaktni konformace korelujici
s krystalovou strukturou, B je ,,oteviena“ konformace, kde je velmi patrné odkryt¢ FMN
(zlutd) umoznujici ptenos elektront na redoxniho partnera. Dale mizeme rozliSit doménu
vazajici FMN (modrd), doménu vazajici FAD a NADPH (zelend) a spojovaci doménu

(fialova), pievzato a upraven035
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1.4 Cytochrom bg

Cytochrom bs je dalsim proteinem, ktery je soucasti systému cytochromu P450. Je
to maly integralni membranovy hemoprotein s molekulovou hmotnosti okolo 17 000 Da
schopny transportu elektrond®®. Nalezen byl v priibéhu 50. let a pivodné nesl nazev
cytochrom m*. Z hlediska evoluce mizeme cytochrom bs nalézt jak v Zivo&isné, tak
v rostlinné tisi. Cytochrom bs ma ve své struktufe zabudovany hem (protoporphyrin I1X)
stejné jako cytochrom P450. Mimo systém cytochromu P450 se cytochrom bs podili na

biosyntéze cholesterolu® nebo desaturaci mastnych kyselin®.

Ackoliv je cytochrom bs membranovym proteinem jedna jeho isoforma se nachazi
v solubilnim stavu v ervenych krvinkach a je schopna redukovat methemoglobin®®. Dalsi
dvé isoformy jsou kotveny v membrané endoplasmatického retikula nebo v membrané

mitochondrii.

1.4.1 Struktura a funkce cytochromu bs

Cytochrom bs se sklada z 6 a-helikalnich struktur a 5 B-skladanych listt, které tvoii
dvé domény. Hydrofilni N-termindlni doména nese hem a vazebné misto potifebné pro
navazani svych redoxnich partneri. Tato doména obsahuje dvé hydrofobnimi jadra*.
Atom zeleza v hemu je koordinovan pomoci dvou histidind (H39 a H63) ptesnéji feceno
jejich imidazolovych zbytkti. Hydrofobni C-terminalni doména slouzi k piedevsim
K ukotveni proteinu do membrany. Ob&é domény jsou propojeny kratkym 15

aminokyselinovym usekem tzv. linkerem™.

Cytochrom bs funguje jako transportér elektront. Jak jiz bylo uvedeno cytochrom
bs se Gi¢astni mnoha d&ja v organismu. V systému cytochromu P450, je schopen redukovat
atom zeleza v hemu cytochromu P450. V této reakci vSak cytochrom bs funguje jen jako
prenase¢ elektronli. Tento elektron muze pfijmout primarné od NADH:cytochrom bs
reduktasy*® nebo také od CPR*, a nasledns ho predat pravé cytochromu P450. Vzhledem
Kk rozdilnym redoxnim potencialim mize cytochrom P450 piijmout prvni elektron od CPR
a druhy elektron také od CPR anebo od cytochromu bs*>*°. Existuji viak diikazy, 7e za
urcitych podminek muize cytochrom bs s NADH:cytochrom bs reduktasou nahradit CPR

jako hlavniho donoru elektronil pro cytochrom P450%.
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Obr. 9 Struktura cytochromu bs — krystalova struktura hovéziho cytochromu bs, pfechod
0d N-terminalni do C-terminalni domény znazornén barevnym prechodem, v N-terminalni

doméng¢ pak lze vidét hem, pfevzato48

1.4.2 Vliv cytochromu bs na cytochrom P450

Funk¢ni vztah mezi cytochromem bs a cytochromem P450 je velmi diskutovan.
Cytochrom bs totiz muze reakci katalyzovanou cytochromem P450 aktivovat nebo
inhibovat nebo na ni nemusi mit Zadny vliv®. Ukazuje se, ze velky podil na typu modulace
ma samotny substrat nebo urcity typ cytochromu P450. Cytochrom bs pak mize za
urcitych okolnosti ménit i pomér a strukturu vznikajicich metaboliti?. Stile vak neni
jasné, zda v tomto ptipad€ cytochrom bs funguje Cisté jako pfenasec elektronli nebo jako
alostericky modulator. V tomto ohledu bylo provedeno mnoho experimentl, které

50,51,52

podporuji ob¢ teorie . Strukturni analyzy ptfedpoklddaji, Ze cytochrom bs vytvari

komplex s cytochromem P450 a ze zakladem jsou silné elektrostatické interakce mezi

kladn€ a zaporn€ nabitymi aminokyselinovymi zbytky obou proteint 3
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1.5 NADH cytochrom bs reduktasa

NADH:cytochrom bs reduktasa (CYB5R3) je integralni membranovy flavoprotein
s molekulovou hmotnosti okolo 35 000 Da>*. Na rozdil od CPR obsahuje CYB5R3 pouze
jeden flavinovy koenzym, a sice FAD. Jako vSechny jiz vyjmenované proteiny, je i
CYB5R3 zanofena do membrany endoplasmatického retikula. CYB5RS3 je evolu¢né velmi
stary protein a byl nalezen u mnoha eukaryotickych druhi, jako jsou houby®, rostliny® a

samoziejm¢ v neposledni fadé u saved®’

CYB5R3 je slozena ze dvou domén, které jsou propojeny velmi flexibilni spojkou.
Jedna doména vaze FAD a druha a vaze NADH. CYB5R3 se vyskytuje ve dvou
zakladnich isoformach. Membranova isoforma obsahuje velkou katalytickou doménu
s FAD a do membrany endoplazmatického retikula je kotvena tisekem o velikosti zhruba
3000 Da™. Tato isoforma je pravé soucasti elektronového transportu systému cytochromu
P450. Druha isoforma je solubilni a je o 25 aminokyselinovych zbytku kratsi. Lze ji nalézt

v cytoplasmé nebo v &ervenych krvinkach, kde redukuje methemoglobin™.

Obr. 10 Struktura NADH:cytochrom bs reduktasy — krystalova struktura CYBS5R3,
prechod z N-terminalni ¢asti do C-terminalni ¢éasti zvyraznén barevnym prechodem,

pfevzato60
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1.6 Interakce v systému cytochromu P450

Jak jiz bylo uvedeno, primarni funkce systému cytochromu P450 je transport
elektront z redukovanych koenzymii NADH a NADPH na hem v cytochromu P450. Na
obr. 12 Ize pak vidét provazanost celého systému. Vzhledem k tomu, jak je tento systém
komplexni, je velmi slozité i pochopeni jeho fungovani jako celku. Charakterizace dil¢ich

interakci v systému je prvnim krokem k tomuto pochopeni.

NADH
rgg;tlf{]tﬁasa cytochrom bs

(&Y R-H

cyt P450 E.> cytochrom
reduktasa P450

desaturasy ‘

NAD*

NADPH

NADP*

R-OH

Obr. 11 Interakce v systému cytochromu P450 — pfevzato61

Na obr. 11 je pak jasné vidét, ze koneCnym piijemcem elektronli v celém systému
cytochromu P450 je samotny cytochrom P450. Tato prace se pak zaméfuje predev§im na

interakci CPR s cytochromem P450 a na interakci CYB5R3 s cytochromem bs.

Metody studia protein-proteinovych interakei jsou riizné a lisi se od sebe naro¢nosti
1 specifiCnosti. Prvni moZnosti je vyuZziti urcitého druhu zafeni. Patfi sem napftiklad
UV-VIS spektroskopie, NMR, SAXS, nebo FRET (Forstertiv rezonan¢ni pfenos energie).
Dali by se sem zafadit také H/D vymény. Druhou moZnosti je pak vyuziti uréitych
chemickych modifikaci napt. chemické sitovani nebo vyuziti tzv. misté cilené mutageneze
(SDM - site directed mutagenesis). Technikou chemického sitovani mizeme do jisté miry
komplex proteini zafixovat a po nasledném rozstépeni vhodnymi proteasami vzniklé
peptidy analyzovat hmotnostni spektrometrii. Tim mtizeme ziskat informaci o struktuie

interak¢nich ploch.
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1.7 Fotoaktivovatelné aminokyseliny

Fotoaktivovatelné aminokyseliny jsou analogy klasickych proteinogennich
L-aminokyselin. Jsou to slouceniny schopné tzv. foto-chemického sitovani. Po
inkorporaci do proteinu jsou vhodné pro zjistovani protein-proteinovych interakci, nebot
dochazi ke kovalentnimu zesitovéni (,,crosslinking®) zvolenych proteinovych komplexii®.
Analyza téchto komplexti, nejlépe pouzitim hmotnostni spektrometrie, miize poskytnout

cenné informace o struktufe vazebnych mist nebo 0 poméru proteint v daném komplexu.

Inkorporace téchto analogli se provadi pii expresi proteinu, nejlépe v auxotrofnim
bakteridlnim kmenu, tedy kmenu, jemuz byl vyfazen gen pro syntézu jedné urcité
aminokyseliny. Pouzitim auxotrofniho kmenu je zaroven snizena mira kompetice mezi
analogem a klasickou aminokyselinou. Exprese proteinu probiha nejlépe v limitnim mediu,
kter¢ obsahuje dany analog. Pfi translaci pak diky castecné ,,promiskuité*

aminoacyl-tRNA-synthetasy®*5*

dochdzi k zaméné klasické aminokyseliny za
fotoaktivovatelny analog. Asi nejspolehlivéjsi je pouziti L-foto-methioninu jako analogu
methioninu. Dale je pouzZivan L-foto-leucin a L-foto-isoleucin®. U ostatnich aminokyselin
nastava problém s transla¢nim aparatem, ktery modifikované aminokyseliny velmi $patné
zabudovava. Fotoaktivovatelné aminokyseliny maji ve své struktufe diazirinovy kruh,
ktery je velmi labilni pii UV zafeni®. Fotolyzou pfi dané vinové délce (254 nm), dochazi
k rozstépeni diazirinového kruhu a uvolnéni velmi reaktivniho karbenu (radikal). Tento
radikal reaguje prakticky se v§im, co je v jeho blizkosti, tedy i s molekulou proteinu.
Pokud nedojde Kk vytvofeni kovalentni vazby, dojde k rekombinaci a jeho nasledné

neutralizaci.
COOH COOH

Photo-Leu §<—NH2 ;NHQ Leu
N
Il
N

COOH COOH
Photo-Met NH, NH, Met

i s
N N
Obr. 12 Stuktura fotoaktivovatelnych analogt - pfevzato65
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2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je piiprava fotoaktivovatelného proteinu obsahujici
fotoaktivovatelnou aminokyselinu L-foto-methionin. Pro splnéni tohoto cile je tieba

realizovat nésledujici dil¢i ukoly:

e Organicka syntéza L-foto-methionu
e Exprese potkani NADPH: cytochrom P450 reduktasy
e Exprese solubilni lidské NADH: cytochrom bs reduktasy formy 3

e Optimalizace inkorporace L-foto-methioninu do produkovanych proteind

V expresnim systému

e lzolace a charakterizace obou proteint
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje
Autoklav: Varioklav 400E (H+P Labortechnik)
Automatické pipety: mLINE (BIOHIT), NichipetEX, Reference 2 (Eppendorf)

Centrifugy: Centrifuge 5415 R (Eppendorf), Allegra X-22R (Beckman Coulter) vykyvny
rotor SX4250, ultracentrifuga Optima™ LE-80K (Beckman Coulter) uhlovy rotor Ti 70

Elektroforetické aparatura: Mini-PROTEAN Tetra cell (BIO-RAD)
FPLC systém: AKTAprime plus (GE Healthcare)

Inkubatory: IR 1500 Automatic CO2 Incubator (Flow Laboratories), G24 Environmental
Incubator Shaker (New Brunswick Scientific Edison, N.J. USA), Mulitron Pro (INFORS
HT)

Laboratorni vahy: 440-35N (KERN), EW 600-2M (KERN), EK600H (A&D Instruments
LTD), analytické vahy 40 SM-200A (Pesa)

pH metr: model 370 (ATI Orion)

Spektrofotometr: Cary 60 UV-Vis  Spectrophotometer  (Agilent), DS-11
Spectrophotometer (DeNovix)

Vakuova odparka: LABOROTA 4002 (Heidolph)
Ultrazvukovy homogenizator: SONOPULS HD 3100, sonda KE76 (BANDELIN)

Zdroj pro elektroforézu: EPS 301 (Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia
Biotech)
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3.2 Pouzity material a chemikalie

BIO-RAD, USA: persiran amonny,

Fluka, Svycarsko: akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), 2-merkaptoethanol,
dodecylsiran sodny (SDS)

GE Healthcare, USA: nosi¢ Ni-IDA, kolona Superdex ™ 200 10/300 GL

Lach-ner, Ceska republika: bromfenolova modf, EDTANa2 (chelaton 3), CaCIz, HCI,
KH2P04, NaOH, NazHPO4 x 12H,0, NaCl, NH4Cl, MgSO,4, NiSO,;, NaHCO3, Na,COs,

glukosa, glycerol, methanol, ethanol, aceton, kyselina octova, octan sodny, chloroform,
CH,Cl,, diethylether, jod, HBr, 25% roztok amoniaku,

Linde, Ceska republika: kapalny dusik, amoniak

Loba Feinchemie, Rakousko: tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Macherey-Nagel, Némecko: kolona Ni-NTA

Merck Millipore, USA: E.coli B834 (DE3)

P — Lab, Ceska republika: imidazol, thionylchlorid

Roche, Svycarsko: inhibitory proteas cOmplete™ Ultra Tablets, EDTA free

Serva Heidelberg, Némecko: N, N, N', N'-tetramethylethylendiimin (TEMED), isopropyl-
-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)

Sigma, USA: triethylamin, kyselina 4-acetylbutanova, kyselina hydroxylamin-O-
sulfonova, riboflavin, NADH, L-methionin, d3-L-methionin, kanamycin sulfat,

InstantBlue™, tetrachlormethan

Thermo Scientific, USA: L-foto-methionin
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3.2.1 Expresni vektory

Jako expresni vektory byly pouzity 2 plasmidy ziskané od Mgr. Jana
Milichovského. Gen pro CPR byl vlozen do plasmidu pETOR 262. Gen pro CYB5R3 byl
vlozen do plasmidu pET 28a. Oba plasmidy nesou resistenci na selektivni antibiotikum
kanamycin a T7 promotor. Z toho divodu byly pouzity bunky B834 (DE3). Jejich mapy

pak jsou zndzornény na obr. 15 a na obr. 18.

3.2.1.1 Plasmid pETOR262

Plasmid pETOR262 byl vytvoien Harlowem® z originalniho plasmidu pOR262%".
Plasmid obsahuje ,,ompA leader s,linkerem“ mezi sekvenci proteinu a leaderu.
Technicky je to modifikovany plasmid pET29a s vlozenym genem s,,ompA leaderem*

pomoci restrik¢nich endonukelas HindIII a Xbal.

ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGT
AGCGCAGGCCEECAATTCCCECECEECATCCEACCAACATGGGGGACTCTCACGAA
GACACCAGTGCCACCATGCCTGAGGCCGTGGCTGAAGAAGTGTCTCTATTCAG
CACGACGGACATGGTTCTGTTTTCTCTCATCGTGGGGGTCCTGACCTACTGGTT
CATCTTTAGAAAGAAGAAAGAAGAGATACCGGAGTTCAGCAAGATCCAAACA
ACGGCCCCACCCGTCAAAGAGAGCAGCTTCGTGGAAAAGATGAAGAAAACGG
GAAGGAACATTATCGTATTCTATGGCTCCCAGACGGGAACCGCTGAGGAGTTT
GCCAACCGGCTGTCCAAGGATGCCCACCGCTACGGGATGCGGGGCATGTCCGC
AGACCCTGAAGAGTATGACTTGGCCGACCTGAGCAGCCTGCCTGAGATCGACA
AGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCACATACGGAGAGGGCGACCCCACGGAC
AATGCGCAGGACTTCTATGACTGGCTGCAGGAGACTGACGTGGACCTCACTGG
GGTCAAGTTTGCTGTATTTGGTCTTGGGAACAAGACCTATGAGCACTTCAATGC
CATGGGCAAGTATGTGGACCAGAGGCTGGAGCAGCTTGGCGCCCAGCGCATCT
TTGAGTTGGGCCTTGGTGATGATGACGGGAACTTGGAAGAGGATTTCATCACG
TGGAGGGAGCAGTTCTGGCCAGCTGTGTGCGAGTTCTTTGGGGTAGAAGCCAC
TGGGGAGGAGTCGAGCATTCGCCAGTATGAGCTCGTGGTCCACGAAGACATGG
ACGTAGCCAAGGTGTACACGGGTGAGATGGGCCGTCTGAAGAGCTACGAGAA
CCAGAAACCCCCCTTCGATGCTAAGAATCCATTCCTGGCTGCTGTCACCGCCA
ACCGGAAGCTGAACCAAGGCACTGAGCGGCATCTAATGCACCTGGAGTTGGAC
ATCTCAGACTCCAAGATCAGGTATGAATCTGGAGATCACGTGGCTGTGTACCC
AGCCAATGACTCAGCCCTGGTCAACCAGATTGGGGAGATCCTGGGAGCTGACC
TGGATGTCATCATGTCTCTAAACAATCTCGATGAGGAGTCAAACAAGAAGCAT
CCGTTCCCCTGCCCCACCACCTACCGCACGGCCCTCACCTACTACCTGGACATC
ACTAACCCGCCACGCACCAATGTGCTCTACGAACTGGCACAGTACGCCTCAGA
GCCCTCGGAGCAGGAGCACCTGCACAAGATGGCGTCATCCTCAGGCGAGGGC
AAGGAGCTGTACCTGAGCTGGGTGGTGGAAGCCCGGAGGCACATCCTAGCCAT
CCTCCAAGACTACCCATCACTGCGGCCACCCATCGACCACCTGTGTGAGCTGC
TGCCACGCCTGCAGGCCCGATACTACTCCATTGCCTCATCCTCCAAGGTCCACC
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CCAACTCCGTGCACATCTGTGCCGTGGCCGTGGAGTACGAAGCGAAGTCTGGC
CGAGTGAACAAGGGGGTGGCCACTAGCTGGCTTCGGGCCAAGGAACCAGCAG
GCGAGAATGGCGGCCGCGCCCTGGTACCCATGTTCGTGCGCAAATCTCAGTTC
CGCTTGCCTTTCAAGTCCACCACACCTGTCATCATGGTGGGCCCCGGCACTGGG
ATTGCCCCTTTCATGGGCTTCATCCAGGAACGAGCTTGGCTTCGAGAGCAAGG
CAAGGAGGTGGGAGAGACGCTGCTATACTATGGCTGCCGGCGCTCGGATGAG
GACTATCTGTACCGTGAAGAGCTAGCCCGCTTCCACAAGGACGGTGCCCTCAC
GCAGCTTAATGTGGCCTTTTCCCGGGAGCAGGCCCACAAGGTCTATGTCCAGC
ACCTTCTGAAGAGAGACAGGGAACACCTGTGGAAGCTGATCCACGAGGGCGG
TGCCCACATCTATGTGTGCGGGGATGCTCGAAATATGGCCAAAGATGTGCAAA
ACACATTCTATGACATTGTGGCTGAGTTCGGGCCCATGGAGCACACCCAGGCT
GTGGACTATGTTAAGAAGCTGATGACCAAGGGCCGCTACTCACTAGATGTGTG
GAGCTAG

Obr. 13 Nukleotidova sekvence CPR genu - zelen¢ zvyraznéna sekvence ,,0mpA

leaderu®, ktera se $tépi a fialové sekvence ,,linkeru*

MKKTAIAIAVALAGFATVAQAGIPEBPTNNM GDSHEDTSATMPEAVAEEVSLFSTT

DMVLFSLIVGVLTYWFIFRKKKEEIPEFSKIQTTAPPVKESSFVEKMKKTGRNIIVFY
GSQTGTAEEFANRLSKDAHRYGMRGMSADPEEYDLADLSSLPEIDKSLVVFCMAT
YGEGDPTDNAQDFYDWLQETDVDLTGVKFAVFGLGNKTYEHFNAMGKYVDQRL
EQLGAQRIFELGLGDDDGNLEEDFITWREQFWPAVCEFFGVEATGEESSIRQYELV
VHEDMDVAKVY TGEMGRLKSYENQKPPFDAKNPFLAAVTANRKLNQGTERHLM
HLELDISDSKIRYESGDHVAVYPANDSALVNQIGEILGADLDVIMSLNNLDEESNK

KHPFPCPTTYRTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQEHLHKMASSSGEGK
ELYLSWVVEARRHILAILQDYPSLRPPIDHLCELLPRLQARYYSIASSSKVHPNSVHI
CAVAVEYEAKSGRVNKGVATSWLRAKEPAGENGGRALVPMFVRKSQFRLPFKST
TPVIMVGPGTGIAPFMGFIQERAWLREQGKEVGETLLYYGCRRSDEDYLYREELA

RFHKDGALTQLNVAFSREQAHKVYVQHLLKRDREHLWKLIHEGGAHIYVCGDAR
NMAKDVQNTFYDIVAEFGPMEHTQAVDYVKKLMTKGRYSLDVWS

Obr. 14 Aminokyselinova sekvence CPR - zelené zvyraznéna sekvence ,,ompA leaderu®,

ktera se §tépi a fialové sekvence ,,linkeru*
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Obr. 15 Mapa plasmidu pETOR262 — modrou barvou znazornéna mista pro restrik¢éni

endonukleasy, oranzovou resistence na kanamycin, rdzovou ORF (open reading frame)

genu pro CPR
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3.2.1.2 Plasmid pET28a

Plasmid pET28a ma také kanamycinovou resistenci a nese gen pro CYB5RS.

ATGGGCAGCAGCEATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGEG
CAGCCATEIBAAGCTGTTCCAGCGCTCCACGCCAGCCATCACCCTCGAGAGCC
CGGACATCAAGTACCCGCTGCGGCTCATCGACCGGGAGATCATCAGCCATGAC
ACCCGGCGCTTCCGCTTTGCCCTGCCGTCACCCCAGCACATCCTGGGCCTCCCT
GTCGGCCAGCACATCTACCTCTCGGCTCGAATTGATGGAAACCTGGTCGTCCG
GCCCTATACACCCATCTCCAGCGATGATGACAAGGGCTTCGTGGACCTGGTCA
TCAAGGTTTACTTCAAGGACACCCATCCCAAGTTTCCCGCTGGAGGGAAGATG
TCTCAGTACCTGGAGAGCATGCAGATTGGAGACACCATTGAGTTCCGGGGCCC
CAGTGGGCTGCTGGTCTACCAGGGCAAAGGGAAGTTCGCCATCCGACCTGACA
AAAAGTCCAACCCTATCATCAGGACAGTGAAGTCTGTGGGCATGATCGCGGGA
GGGACAGGCATCACCCCGATGCTGCAGGTGATCCGCGCCATCATGAAGGACCC
TGATGACCACACTGTGTGCCACCTGCTCTTTGCCAACCAGACCGAGAAGGACA
TCCTGCTGCGACCTGAGCTGGAGGAACTCAGGAACAAACATTCTGCACGCTTC
AAGCTCTGGTACACGCTGGACAGAGCCCCTGAAGCCTGGGACTACGGCCAGG
GCTTCGTGAATGAGGAGATGATCCGGGACCACCTTCCACCCCCAGAGGAGGAG
CCGCTGGTGCTGATGTGTGGCCCCCCACCCATGATCCAGTACGCCTGCCTTCCC
AACCTGGACCACGTGGGCCACCCCACGGAGCGCTGCTTCGTCTTC

Obr. 16 Nukleotidova sekvence CYB5R3 - zelen¢ zvyraznén tzv. His-tag, tedy afinitni
kotva vyuZivana pro izolaci na chelatacnim nosici, od cervené¢ vyznaceného ATG (L-

methionin) za¢ind CYB5R3

'MGSSHEFAHAFSSGLVPRGSHEIKLFQRSTPAITLESPDIKYPLRLIDREIISHDTRRF

RFALPSPQHILGLPVGQHIYLSARIDGNLVVRPYTPISSDDDKGFVDLVIKVYFKDT

HPKFPAGGKMSQYLESMQIGDTIEFRGPSGLLVYQGKGKFAIRPDKKSNPIIRTVKS
VGMIAGGTGITPMLQVIRAIMKDPDDHTVCHLLFANQTEKDILLRPELEELRNKHS
ARFKLWYTLDRAPEAWDYGQGFVNEEMIRDHLPPPEEEPLVLMCGPPPMIQYACL
PNLDHVGHPTERCFVF**®

Obr. 17 Aminokyselinova sekvence CYB5R3 - zelen¢ zvyraznén tzv. His-tag, ktery se
pouziva pro zachyceni proteinu na chelata¢nim nosici, sekvence CYB5R3 zacinéa od

¢ervené vyznaceného L-methioninu
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Obr. 18 Mapa plasmidu pET28 — modie vyznaceny mista pro restrikéni endonukleasy,

oranzov¢ kanamycinova resistence, rizoveé gen pro CYB5R3
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3.3 Metody

3.3.1 Organicka syntéza

3.3.1.1 Syntéza diazirinové skupiny

|| N=N
1 2
H3C O — HLC O
a /
OH OH

Syntéza byla provedena podle modifikovaného protokolu®®. Do 1l Erlenmeyerovy
banky bylo navazeno 8 g kyseliny 4-acetylbutanové jako vychozi latky. Tato latka byla
rozpusténa asi ve 450 ml methanolu a bylo pfidano asi 100 ml kapalného amoniaku. Smés
byla chlazena v suchém ledu a michéna ptiblizné¢ 1 hodinu. Poté bylo do smési ptidano 12
g kyseliny hydroxylamin-O-sulfonové béhem 1 hodiny asi v 10 davkach. Ve smési se
zacCala vytvaret sraZenina siranu amonného. Smés byla michana pfi pokojové teploté asi 18

hodin, aby se odpafil ptebyte¢ny amoniak.

Nasledujiciho dne byla suspenze zfiltrovana pies filtraéni papir (odstranéni siranu
amonného) do 11 varné banky a nékolikrat promyta methanolem. Rozpoustédlo a
prebyte¢ny amoniak byly odpafeny na rota¢ni vakuové odparce (LABOROTA 4002).
Odparek byl rozpustén ve 30 ml methanolu a ochlazen na 5°C na ledu. Poté bylo pfidano
pfiblizn€ 12 ml triethylaminu a smés byla michdna 15 minut pfi pokojové teploté.
Rozpoustédlo bylo znovu odpafeno na vakuové odparce. Pokud by byl nadale ptitomen
amoniak, mohl by v nasledujicim kroku vznikat nebezpe¢ny jododusik. Odparek byl
rozpustén v 300 ml metanolu a ochlazen na 5°C na ledu. Do smési bylo ptidano 60 ml
triethylaminu. Nasledné bylo do smési ptidavano asi 20 g jodu rychlosti 1 g/min do
zabarveni smé&si do Cervena. Smés byla asi po 40 minutach michani zakoncentrovana na

vakuoveé odparce.

Smés byla dale extrahovana v 500ml délici nalevce 100 ml CH,Cl, a 50 ml 3%
Na,COs. Organicka faze byla znovu extrahovana 2 x 50 ml 3% Na,COsz;. Kombinované
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vodné faze byly extrahovany 2 x 50 ml CH,Cl,, a poté byly na ledu okyseleny ptidanim
HCI na pH < 2 a ihned extrahovany 3 x 50 ml CH,Cl,. Kombinovana organicka faze byla
pak promyta 100 ml vody a poté jesteé 100 ml 20% NaCl. Do organické faze byl pak ptidan

bezvody MgSO4 jako susidlo. Smés byla ponechana susit pres noc.

Tento olej byl extrahovan v 50 ml diethyletheru a 25 ml 3% Na,COs. Organicka
faze byla extrahovana 2 X 25 ml 3% Na,COs3;. Kombinovana vodna faze byla extrahovana
2 X 25 ml diethyletheru. Vodna faze byla okyselena HCI na ledu na pH < 2 a extrahovana
3 x 25 ml CH,Cl,. Kombinovana organicka faze byla promyta 50 ml vody a 50 ml 20%
NaCl. Do smé¢si byl pfidan bezvody MgSO, jako suSidlo. SuSeni probihalo pfes noc. Poté
byl produkt zfiltrovan pies filtra¢ni papir a odpafen. Bylo odebrano 20 pl do sklenéné

vialky jako vzorek na hmotnostni spektrometrii.

3.3.1.2 Syntéza bromderivatu s diazirinovou skupinou

N=N N=N
2 H;C O —» H.C 9] 3
/ ° Vi
OH Br  OH

Zhruba 1 g syntetizovaného meziproduktu (2) bylo rozpusténo ve 2 ml CCly a
preneseno do kulaté¢ 50ml baniky, na kterou byl pfipojen zpétny chladi¢ se suSidlem. Do
reak¢éni smési bylo pfidano 5 ml thionyl chlorid. Smés byla michana pii teploté 65°C asi 30

minut a poté byla zchlazena na teplotu mistnosti.

Nasledné bylo ptidano 4 g N-bromsukcinimidu, 10 ml CCl, a nakonec zhruba 2
kapky 48% vodného roztoku HBr. Smés byla michana pii teploté 70°C asi 10 minut. Tim
doslo k vytvofeni ¢erveno oranzové suspenze. Poté byla zvySena teplota na 80°C a smés
byla michana dalsi 1,5 hodiny. Smés byla pfenesena do 100ml kulaté baniky a odpafena na
vakuové odparce. Vznikld suspenze byla zfiltrovana ptes filtracni papir a filtrat byl
nekolikrat promyt CCly a poté znovu odparen na vakuové odparce. Byl ziskan hnédy olej,

do kterého bylo ptidano 30 ml acetonu, a tato smés byla zchlazena na asi 10°C. Do smési
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bylo pfidavano po kapkach 40 ml 1 M NaHCOj3 po dobu 45 minut. Ta byla nasledné
okyselena na ledu pfidanim HCIl na pH < 2. Vodna faze byla extrahovana 3 x 15 ml
CH,CI; a kombinované organické faze byly umyty 50 ml vody a 50 ml 20% NaCl. Do
organické faze byl piidan bezvody MgSO, jako suSidlo. Poté byl produkt zfiltrovan a

odparen. Bylo odebrano 20 ul do sklenéné vialky jako vzorek na hmotnostni spektrometrii.

3.3.1.3 Syntéza aminokyseliny s diazirinovou skupinou

N=N N=N
3 HeC 0O ——= HC o 4
{ {
Br  OH H,N OH

Asi 200 mg bromovaného meziproduktu (3) bylo rozpusténo asi v 10 ml metanolu
syceného amoniakem (syceni probihalo v suchém ledu) a pieneseno do plastové
uzaviratelné lahvicky. Do smési bylo na ledu pfidano 2 ml 29 % vodného roztoku NH4OH.
Lahvicka byla umisténa do vodni lazn€ o teploté 55°C na 5 dni. Po této dob€ byla smé&s
zchlazena na 5°C a lahvicka byla ponechana oteviend do druhého dne, aby vyprchal
prebyteény amoniak. Nasledné byla smés pfevedena do varné bailkky a odpafena na

vakuové odparce.

3.3.1.4 Spektrofotometrické stanoveni diazirinové skupiny

Dutkaz o pfitomnosti diazirinové skupiny Vv organické molekule Ize provadét
spektrofotometricky, jako maximum okolo 360 nm. Po nasledné fotolyze a odsStépeni

diazirinové skupiny dochézi k vyraznému poklesu tohoto maxima.

Vzorek syntetizovaného diazirinového derivatu (2) byl ve sklenéné kyveté nafedén
methanolem v poméru 1 : 1999 (2000x) a zméfen na spektrofotometru (Carry 60). Jako
slepy vzorek byl pouzit ¢isty methanol. Kyveta byla pfenesena do fotolyzéru, kde byl
vzorek fotolyzovan (254 nm) po dobu 10 sa poté znovu zméten. Vzorek byl jesté
nekolikrat fotolyzovan. Nejprve 20 s, 30 s a naposledy 1 minutu. Po kazdé fotolyze bylo

prométeno spektrum.
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Pozn.: Veskeré vzorky ziskané pfi organické syntéze byly analyzovany na

hmotnostnim spektrometru RNDr. Martinem Stichou (PiF UK).

3.3.2 Priprava kompetentnich bunék
Roztoky a media pouzité pri expresi
LB medium (1 I): 10 g tryptonu, 5 g yeast extract, 10 g NaCl, sterilizovano v autoklavu

5X M9 soli (1 1): 85,5 g Na;HPO, x 12H,0, 15 g KH,PO4, 2,5 g NaCl, 5 g NH.CI,

rozdéleno po 200 ml a sterilizovano v autoklavu

M9 minimalni medium (1 1): 200 ml 5X M9 soli, 2 ml 1M MgSO,, 20 ml 20% glukosy,
0,1 ml 1M CacCly,, doplnéno do 1 1 sterilni H,O, pouzité roztoky byly filtrovany ptes 0,22
um filtr

Pro pfipravu kompetentnich bunck byl pouzit postup, vyuZzivajici chloridu
vapenatého. Ze zmrazenych bunék E.coli B834 (DE3) bylo Spachtli odskrabnuto do
Erlenmeyerovy baiky se 100 ml sterilntho LB media bez selekéniho antibiotika. Bunky
byly ponechany rust za ttepani (Multitron Pro) pti 37°C do optické denzity ODgoo = 0,4.
Poté byly bunky pieneseny do dvou 50 ml polypropylenovych zkumavek (Falcon) a
ponechany 10 minut v ledové tfisti. Po nasledné centrifugaci (Allegra X-22R, rotor
SX4250, 10 minut, 3000g a 4°C) byl odlit supernatant a zkumavky nechany stat
V obracené poloze, aby se odstranily zbytky media. Kazda peleta byla resuspendovana ve
30 ml 100 mM CaCl, pfedem vychlazeného na 0°C. Buiky byly resuspendovany
vychlazenou $pi¢kou a ponechany na ledu dalSich 5 minut. Po opétovné centrifugaci pii
stejnych podminkach, odliti supernatatnu a stani v obracené poloze, byla kazda peleta
resuspendovana ve 2 ml 100 mM CacCl; a buiiky byly ponechany asi 20 minut na ledu. Do
kazdé zkumavky byly pfidany 2 ml 50% glycerolu a 200 pl alikvoty byly pteneseny do
1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf a ulozeny do -80°C.
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3.3.3 Priprava M9 minimalnich agarovych ploten

Pro pfipravu ploten bylo namichdno 500 ml M9 minimdlniho agaru. 250 ml
sterilniho agaru rozehtatého v mikrovinné troubé a nésledné zchlazeného na zhruba 50°C
bylo asepticky smichano se 100 ml 5X M9 soli, 10 ml 20 % glukosy, 1 ml 1M MgSO, a
0,5 ml 100 mM CaCl,. Smés byla doplnéna do 500 ml sterilni destilovanou vodou.
Pozadované mnozstvi bylo pak odlito do zkumavky Falcon. Do agaru byl pfidan L-
methionin a antibiotikum kanamycin oboji do pozadované koncentrace 50 pg/ml. Cela
smés byla promichana a nalita na plastové Petriho misky zhruba v objemu 15 ml a

ponechana zatuhnout.

3.3.4 Transformace kompetentnich E.coli teplotnim Sokem

Zmrazené alikvoty (200 ul) kompetetnich E.coli B834 (DE3) a ptislusné vektory
byly vyjmuty z -80°C a ponechany rozmrznout na ledu. Bunky byly rozdéleny do dvou
sterilnich mikrozkumavek Eppendorf po 100 pl. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano
0,5 pl plasmidové DNA. Smés byla jemné promichéna a ponechdna stat na ledu 30 minut.
Poté byly mikrozkumavKy vlozeny do 42°C na 45 s a znovu na led na 2-3 minuty. Do obou
mikrozkumavek bylo pfidano 700 ul sterilniho LB media a buiky byly ttepany (G24
Environmental Incubator Shaker) 1 hodinu pti 37°C a 180 RPM. Tato smés byla pfenesena
na M9 minimélni agarové plotny a rozetfena mikrobiologickou hokejkou a nechdna

inkubovat v obracené poloze pii 37°C pies noc (IR 1500 Automatic CO2 Incubator).

3.3.5 Preockovani bakterialnich bunék E.coli metodou ,,single cell*

Z M9 minimalnich agarovych ploten po transformaci a po inkubaci pfes noc (,,over
night* O/N) v inkubatoru byla pomoci pinzety a paratka vypichnuta jedna kolonie bakterii.
Paratko bylo pieneseno do zkumavky Falcon s 10 ml M9 minimalniho media (200 ml 5X
M9 soli, 20 ml 20% glukosy, 2 ml 1M MgSO4, 1 ml 100 mM CaCl,, doplnéno vodou na
objem 1 1) s kanamycinem a L-methioninem (oboji 50 pg/ml). Takto byly pfipraveny vzdy
2 kultury nesouci stejny vektor. Do kontrolni O/N kultury nebyl ptidan L-methionin pro

ovéfeni auxotrofniho kmenu. O/N kultury byly ponechany rist s pootevienymi vicky
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(zajisténé lepici paskou) pii 37°C pres noc (IR 1500 Automatic CO2 Incubator). O/N kultura

byla nasledn¢ pouZita pro expresi.

3.3.6 Exprese rekombinantnich proteint s inkorporovanym L-
methioninem (ds)

Pro ovéfeni inkorporace odlisného typu aminokyseliny methioninu byl pfi kontrolni
expresi pouzit L-methionin nesouci na koncové methylové skupiné€ 3 atomy deuteria (2H)
dale jen d; L-methionin. Posun molekulové hmotnosti je pak 1épe vidét ve hmotnostnim
spektru. Byl pouzit modifikovany expresni protokol®.

Do 1 I Erlenmeyerovy baiiky s 200 ml M9 minimdlniho media, do kterého byly
piidany riboflavin (1 pg/ml) a kanamycin s L-methioninem (oboji 50 pg/ml), bylo
pipetovano 2 ml O/N kultury. Bakteridlni kultury byly ponechdny rust za tfepani
(Multitron Pro) pii teploté 37°C a pti 220 RPM do optické denzity ODggo = 0,8 — 1,0. Po
nasledné centrifugaci (Allegra X-22R, rotor SX4250 pii 3000g, 10 minut, 4°C) byly
sedimentované bunky resuspendovany ve 200 ml M9 minimalniho media s riboflavinem
(1 pg/ml) a kanamycinem (50 pg/ml) ovSem bez ptidaného L-methioninu. Bunky takto
,hladovély* zhruba 7 hodin. Po této dobé byl k buiikdm pfidan dz L-methionin (50 pg/ml),
teplota byla snizena na 30°C a rychlost tfepani na 180 RPM. Po osmé hodiné byla exprese
proteinll indukovéna pfidanim IPTG do finalni koncentrace 0,5 mM. Jesté pied zahdjenim
indukce byl odebran 1 ml bunék do mikrozkumavky jako vzorek pro ovéfeni na
elektroforéze. Produkce trvala dalSich 10 hodin. Nasledné byl znovu odebran 1 ml vzorku

na elektroforézu.

Vzorky na elektroforézu byly centrifugovany 1 minutu pfi 10 000 RPM (Centrifuge
5415 R). Po odliti supernatantu byla peleta resuspendovana ve 100 ul vody. Vzorky byly
nafedény 3:1 4x koncentrovanym vzorkovym pufrem (0,25 M Tris/Cl; 8% SDS (w/v);
40% glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v); 0,012% bromfenolova modt (w/v); pH
6,8). Takto pripravené vzorky byly uchovavany v -20°C.
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3.3.7 Exprese rekombinantnich proteini s inkorporovanym L-foto-
methioninem

Optimalizace exprese s inkorporovanym L-foto-methioninem byla provedena
v 250ml Erlenmeyerovych baiikach s 50 ml M9 limitniho media. Vzorky na elektroforézu
byly odebirany béhem produkce v 1, 2, 4, 6, 8 a v 10 hodinach aby byla zjiSténa Casova

zavislost inkorporace L-foto-methioninu do exprimovanych proteind.

Do 1 1 Erlenmeyerovy banky s 200 ml M9 minimalniho media, do kterého byly
ptidany riboflavin (1 pg/ml) a kanamycin (30 ug/ml) s L-methioninem (50 pg/ml), bylo
pipetovano 2 ml O/N kultury. Bakteridlni kultury byly ponechdny rust za tfepani
(Multitron Pro) pii teploté 37°C a pti 220 RPM do optické denzity ODggo = 0,8 — 1,0. Po
nasledné centrifugaci (Allegra X-22R, rotor SX4250 pii 3000g, 10 minut, 4°C) byly
kultury resuspendovany ve 200 ml M9 minimalniho media s riboflavinem (1 pg/ml) a
kanamycinem (30 ug/ml). Bunky takto ,,hladov€ly* zhruba 7 hodin. Po této dob& byl k
bunikam pfidan L-foto-methionin (50 pg/ml), teplota byla snizena na 30°C a rychlost
ttepani na 180 RPM. Po osmé hodin¢ byla exprese proteinii indukovéna ptidanim IPTG do
finalni koncentrace 0,5 mM. Pfed zahajenim indukce byl odebran vzorek bunék (0,5 ml) do
mikrozkumavky na elektroforézu. Produkce trvala dalsich 10 hodin. Nasledné byl odebran
dalsi vzorek bunek (0,5 ml) na elektroforézu. Vzorky na elektroforézu byly ptipravovany

stejné jako v pifedchozim piipadé s ds-L-methioninem.

3.3.8 lzolace NADH:cytochrom bs reduktasy

Pufry pouzité pri izolaci

Pufr EQI: 100 mM KH,PQO4, 500 mM NaCl, pH 6,8

Pufr WASH: 100 mM KH,PQ4, 500 mM NacCl, 40 mM imidazol, pH 6,8
Pufr ELUTE: 100 mM KH,PO4, 500 mM NacCl, 300 mM imidazol, pH 6,8
Pufr DIA: 100 mM KH,POy, 150 mM NacCl, pH 6,8

Izolace CYB5R3 byla provedena dle protokolu navrzeného Mgr. Janem

Milichovskym®.
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Po 10-ti hodinové expresi CYBSR3 byly bunky centrifugovany (Allegra X-22R,
rotor SX4250 pti 3000g, 10 minut, 4°C) ve dvou plastovych 250ml kyvetach. Po odliti
supernatantu byly obé pelety resuspendovany v 20 ml pufru EQI (100 mM KH,PO,, 500
mM NaCl, pH 6,8) a pieneseny do jedné zkumavky Falcon (50 ml). Do této smési byl
pfidan lysozym do koncentrace 0,1 mg/ml. Smés byla za obcasného promichani (asi
kazdych 5 minut) nechana 30 minut stat na ledu. Po této dob¢ bylo do smési piiddno PMSF
v methanolu (vysledna koncentrace 1 mM) jako inhibitor proteas. Pti druhém pokusu byla
pouZita sm&s inhibitord v tableté (cOmplete™ Ultra Tablets, EDTA free). Buiiky byly
homogenizovany na ledu ty¢ovym sonikatorem (SONOPULS HD 3100, sonda K76) v 8
cyklech po 40 s pfi vykonu 45 W. Po sonikaci byla smés centrifugovana ve zkumavkach
OakRidge (Allegra X-22R, rotor F0630, 20 minut pti 20 000 g a 4°C). Smés miZze byt
také separovana ultracentrifugaci (Optima™ LE-80K, rotor Ti 70, 60 minut pii 35 000
RPM a 4°C). Supernatant byl dale zpracovan pomoci chelataéni chromatografie.

3.3.9 Chromatografie na nosic¢i Ni-1DA

Zhruba 10 ml afinitniho nosi¢e Ni-IDA bylo pfeneseno do sklenéné kolony
(3 cm x 4 cm). Nosi¢ byl pted pouzitim promyt nejméné 50 ml destilované vody a poté
byl ,,nabit“ 20 ml roztoku 200 mM NiSO,. Dale byl nosi¢ promyt destilovanou vodou a
poté asi 50 ml pufru (20 mM octan sodny, 500 mM NaCl, pH 4) k odstranéni piebyte¢nych
Ni** a znovu 50 ml vody. Nakonec byl nosi¢ ekvilibrovan 50 ml pufru EQI (100 mM
KH,PO,4, 500 mM NaCl, pH 6,8). Na kolonu byl nanesen supernatant (po centrifugaci)
rychlosti 0,5 ml/min. Po naneseni supernatantu byl nosi¢ promyt 50 ml WASH pufru (100
mM KH,PO,4, 500 mM NaCl, 40 mM imidazol, pH 6,8). Protein byl eluovan pufrem
ELUTE (100 mM KH2PO4, 500 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH 6,8) a byl jiman do
zkumavky Falcon. Poté¢ byl zahuStén v centrifugacnich zkumavkach (Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Unit Ultracel-10 membrane) na objem asi 500 ul a nasledné precistén

gelovou chromatografii.

Nosi¢ byl poté vycistén 1 M NaOH, Ni?* ionty byly vyvazany pomoci EDTA,

promyt vodou a uskladnén v 20 % ethanolu.
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3.3.10 Chromatografie na nosi¢i Ni-NTA

Pfi druhé izolaci CYB5R3 byl misto nosi¢e Ni-IDA pouzit ptednality nosi¢ Ni-
NTA (5 ml) zapojeny do systému FPLC (AKTAprime plus). Vyhodou tohoto zapojeni je
moznost sledovani pribéhu chromatografie pomoci detektoru pii vinové délce 280 nm.
Viechny pufry pouzité pii této izolaci byly predem zfiltrovany pies filtr Express'” PLUS
0,22 um (Millipore). Nejprve byla kolona ekvilibrovana pufrem EQI (100 mM KH,PO4,
500 mM NaCl, pH 6,8) rychlosti 2 ml/min. Poté byl nanesen supernatant z izolace
prefiltrovany injekcni stiikackou pies 0,22 um filtr. Kolona byla nadale promyvana pufrem
EQI do poklesu signalu detektoru pii 280 nm. Nasledn¢ byla kolona promyta pufrem
WASH (100 mM KH2POy4, 500 mM NaCl, 40 mM imidazol, pH 6,8). Protein byl eluovan
pufrem ELUTE (100 mM KH,POy4, 500 mM NaCl, 300 mM imidazol, pH 6,8) a zahustén
v centrifugac¢nich zkumavkach (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Ultracel-10

membrane) na objem 1 ml.

3.3.11 Gelova chromatografie

Gelova chromatografie, na které dochézi k déleni proteinti na zakladé jejich tvaru a
velikosti, byla provadéna pomoci FPLC (fast protein liquid chromatography) systému
(AKTAprime plus) na kolon& Superdex™ 200 10/300 GL. Kolona byla nejprve piipojena
k FPLC systému a nasledné ekvilibrovana pufrem DIA (100 mM KH,PO4, 150 mM NacCl,
pH 6,8) pii pritoku 0,5 ml/min. Nejprve bylo na kolonu jako standard naneseno 100 pl
standardu CYB5R3 izolované Mgr. Janem Milichovskym. Separace probihala 45 minut a
jeji pritbéh jsme sledovali pomoci detektoru pti 280 nm. Po zjisténi retencniho ¢asu bylo
na kolonu naneseno 500 pl fotoaktivovatelné CYBSR3. V oblasti retenéniho casu byly
odebirany frakce po 0,5 ml, které byly nésledné¢ analyzovany elektroforézou

(SDS — PAGE).
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3.3.12 Stanoveni koncentrace NADH:cytochrom bs reduktasy

Pro stanoveni koncentrace CYBS5R3 muze byt pouzito UV-VIS spektroskopie, kdy
se vyuziva absorbujiciho flavinu FAD, ktery ma maximum pii 460 nm, a zndmého
extinkéniho koeficientu 10,2 mM™cm™. Nebo lze vyuZit absorpee proteinu pii 280 nm. Pro
toto stanoveni byl programem ProtParam predikovan extink¢ni koeficient 24 410 M™tcm™
a molekulova hmotnost 33 792 Da. Oboji stanoveni bylo provedeno na spektrofotometru
DS-11, ktery je schopny métit v kapce vzorku. Nejprve bylo napipetovano 2 pl slepého

vzorku (pufr nebo voda) a po oc€isténi prostoru bylo napipetovano 2 pl vzorku.

3.3.13 Stanoveni aktivity NADH:cytochrom bs reduktasy

Aktivita CYBSR3 lze stanovit vii¢i cytochromu bs. Stanoveni bylo provedeno
spektrofotometricky (Carry 60) ve sklenéné kyveté. Do kyvety bylo napipetovano 965 pul
pufru (10 mM KH,PQOy4, pH 7,4), dale 20 ul solubilniho cytochromu bs (2 pmol/l) a 5 pl
fedéné CYBSR3. Nakonec bylo do kyvety ptidano 10 ul 10 mM NADH. Byla méfena
zména absorbance v Case pii vinové délce 424 nm. Molarni extink¢éni koeficient je
124 mM™cm™. Registrovana zavislost musi byt alespoii 1 minutu linearni. Pokud neni, je
tteba pouzit vyssiho fedéni CYBSR3. Jako standard byla pouzita CYB5R3 izolovand Mgr.

Janem Milichovskym. Ze stejn¢ho zdroje byl ziskén i solubilni cytochrom bs.

3.3.14 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti SDS (SDS — PAGE), je
bézné pouzivand metoda pro separaci proteinil na zakladeé jejich molekulovych hmotnosti.
V ptitomnosti SDS proteiny ziskavaji uniformni naboj. Polyakrylamidovy gel se pfipravuje
radikalovou polymeraci akrylamidu a bisakrylamidu. Jako katalyzator polymerace se
pouziva persiran amonny (APS). Kvili stabilizaci radikali vznikajicich pfi této reakci se
do smési ptidava ¢inidlo TEMED (tetramethylethylendiamin). Samotna elektroforéza byla

. , . )
provadéna dle prace provedené Laemmlim'*.
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3.3.14.1 Priprava akrylamidového gelu

Tab. 2 SloZeni akrylamidovych geli

gel A (spodni, separaéni)

slozeni 8% 10% 12% 15%
H,0 [mI]{ 23 19 1,6

30% acrylamid mix [ml] 1,3 1,7 2

1.5 M Tris (pH 8,8) [ml]] 13 1,3 1,3

10% SDS [ul]| 50 50 50

10% APS [ul]] 50 50 50

TEMED [ul] 3 2 2

gel B (vrchni, zaostiovaci)

slozeni 4%
H,0 [mI]| 12
30% acrylamid mix [ul] | 267
1.5 M Tris (pH 6,8) [ul] | 250
10% SDS [ul]] 20
10% APS [ul]] 20
TEMED [ul] 2

Akrylamid mix — 29% akrylamid + 1% bisakrylamid

Vsechny uvedené gely byly pfipraveny podle rozpisu v tabulce 2. Skla na
elektroforézu (1 mm, BIO — RAD) byla umyta a odmasténa a sesazena K sobé v drzaku. Do
aparatury byl nejprve nalit spodni separacni gel. Pii ovéfovani CPR byl zvolen 8% nebo
10% separacni gel a pii ovefovani CYBSR3 byl zvolen 12% nebo 15% gel. Thned po naliti
byl gel pfevrstven vodou. Po ztuhnuti (polymerovani) gelu byla voda odlita a gel byl
vysusen kouskem filtratniho papiru. Na separacni gel byl nanesen zaostfovaci gel. U obou
proteina byl pouzit vzdy 4% gel. Do polymeracniho roztoku byl vlozen hieben (10 jamek,
1 mm), aby doslo k vytvofeni prostoru pro vzorky. Skla s gely byly vyjmuty z drzaku a
vlozeny do specialni aparatury aby doslo k vytvofeni elektrodového prostoru, do kterého

byl nalit elektrodovy pufr (0,025 M Tris/Cl; 0,192 M glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3).
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Aparatura byla vlozena do elektroforetické vany také s nalitym elektrodovym pufrem.
Vzorky byly do jamek opatrné nanaSeny mikrostiikackou Hamilton. Do kazdé jamky bylo

naneseno 20 pl vzorku.

Vzorky byly pfipravovany fedénim 3:1 se vzorkovym redukujicim pufrem (0,25 M
Tris/Cl; 8% SDS (w/v); 40% glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v); 0,012%
bromfenolova modi (w/v); pH 6,8). Podle potieby byly vzorky jesté predtim fedény vodou.
Takto pfipravené vzorky byly nejprve promichany a povafeny ve vodni lazni zhruba 5
minut. Poté byly znovu promichany a centrifugovany. Standard molekulovych hmotnosti
(BIO — RAD), ktery byl pouzit na elektroforézu a je skladovany v -20°C, byl pouze
rozmrazen, promichan, centrifugovan a ihned nanesen v objemu asi 10 ul na elektroforézu.

Jako standardy byly pouzity CPR a CYB5R3 izolované Mgr. Janem Milichovskym.

Elektroforéza probihala pti napéti 200 V zhruba 90 minut, dokud nebylo dosazeno
spodni hranice skel. Po skonceni byl odlit horni elektrodovy pufr a skla byla opatrné
oddélena od sebe. Zaostiovaci gel byl odfiznut a separacni gel pfenesen do barvici 1azné
(InstantBlue™) asi na 1 hodinu. Po nabarveni byl gel pfenesen do vody k odbarveni. Pro
analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie, bylo mozno nasledn¢ gel skladovat ve

zkumavce Falcon (50 ml) v 1% kyseliné octové.

Pozn.: Analyzu vSech vzorkil z expresi a izolaci proteinli na hmotnostnim spektrometru

provadél RNDr. Tomas Je¢men, PhD. (MBU AV CR)
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4 Vysledky

4.1 Syntéza L-foto-methioninu

4.1.1 Syntéza diazirinového derivatu (2)

Prvni krok zahrnoval konverzi oxo-skupiny Kkyseliny (1) na meziprodukt
s diazirinovou skupinou (2). Vysledkem tohoto kroku byl zisk 1,53 g oranzového oleje.

Vzorek syntézy byl ovéfen na hmotnostnim spektrometru RNDr. Martinem Stichou.

Intens SMB08_1.d;-MS
Y109
4_
] 140.9

50 100 150

Obr. 19 Hmotnostni spektrum reakéni smési (2) - vzorek byl méfen v negativnim modu

a pro ionizaci byla pouZita technika ESI (electrospray ionization)

Molekulova hmotnost meziproduktu (2) je 142,16. Na obr. 19 v naméfeném spektru
lze nalézt pik 140,9. Vzhledem Kk pouzitému negativnimu modu (+1) je mozno tento

meziprodukt povazovat za ovéfeny.
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Pritomnost diazirinové skupiny byla ovéfena také pomoci UV-VIS spektroskopie.
Byla pouzita maskovana kiemenna semimikrokyveta s optickou drahou 1 cm. Jako slepy
roztok byl pouzity methanol, ktery byl pouzit i k fedéni (2000x) vzorku. Vzhledem
k postupnému poklesu pasu okolo 350 nm (obr. 20), doslo k roz$tépeni diazirinového

kruhu. Fotolyza pfi 254 nm ve fotolyzéru tim tuto skupinu prokazala.

0,8 S

bez fotolyzy|

A [nm]

Obr. 20 UV-VIS spektrum meziproduktu (2) — jako slepy vzorek pouzit methanol,

vzorek fedén 2000x, pouzita maskovana kfemenna semimikrokyveta 1 cm

4.1.2 Syntéza bromderivatu (3)

Diazirinovy meziprodukt (2) byl bez dal§iho ptecisténi dale pouzit pro syntézu
meziproduktu (3) bromovaného do polohy a pomoci N-bromsukcinimidu. Bylo ziskano
493 mg hnédého oleje. Vzorek syntetizovaného meziproduktu (3) byl analyzovan na

hmotnostnim spektrometru.

Molekulova hmotnost meziproduktu (3) je 221,05. Ve hmotnostnim spektru (obr.

21) nelze tento pik ani jeho modifikace nalézt. Nejblize se nachazi pik s hmotnosti 227,0.
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Obr. 21 Hmotnostni spektrum reakéni smési (3) - byl pouzit negativni mod a ionizacni

technika ESI.

4.1.3 Syntéza aminokyseliny s diazirinovou skupinou (4)

I pfes nedostateéné potvrzeni pfitomnosti bromderivatu (3), byla provedena syntéza
aminokyseliny (4) vznikajici substituci bromu za NH; skupinu. Bylo ziskano 50 mg hnédé

krystalické latky. Vzorek byl analyzovan hmotnostnim spektrometrem.

Intens. SM796_05.d: +MS
X109
3 3385
2885
2-
3104
1 360.5
] 169.5 2316 ails
0 S '1016’5 .12"7.5 .'14;1'95 e 'L ST 'n n’l.'.: ?56'2 ‘..n l'nl. . nLl]l A M
50 100 150 200 250 300 350 miz

Obr. 22 Hmotnostni spektrum reakéni smési (4) - byl pouzit pozitivni mod a ionizace

ESI
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Molekulova hmotnost aminokyseliny s diazirinovou skupinou je 157,17. Tento pik
ani jeho modifikace nelze ve spektru (obr. 22) nalézt. Vyrazné jsou tak pouze piky v pravé

Casti spektra.
4.2 Exprese proteini s ds;-L-methioninem

Jelikoz je exprese s L-foto-methioninem velmi nakladna, byl pro ovéfeni moznosti
inkorporace pouzit deuterovany ds-L-methionin. Pfed indukci a po 10 hodinové produkci
byly odebrany vzorky na elektroforézu. Z elektroforézy (obr. 23 a 27) je patrné ze exprese
CPR i CYBS5R3 prob¢hla. Z gelu byly vyfiznuty pruhy se vzorky odebranymi v 10
hodinach produkce odpovidajici dle pouzitého standardu exprimovanému proteinu a ty
podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru, kde byla ovéfena jak aminokyselinova
sekvence obou proteint, tak i inkorporace dz-L-methioninu. Hmotnostni spektra byla

zméfena technikou MALDI-TOF RNDr. Tomasem Je¢menem, PhD.

1 2 3 4 S5 6 7 8

Obr. 23 Elektroforeogram CPR s d3-L-methioninem — pouzit 8% gel, 2 - bakterialni
suspenze odebrana pied indukci IPTG, 4 - standard CPR, 6,7 - bakterialni suspenze

odebrana 10 h po indukci, Sipky znazornuji pozici exprimované CPR

Na obrazku 23 lze zfetelné vidét, ze pred indukci IPTG nebyla v bakterii pfitomna

CPR. Po deseti hodinach lze pozorovat exprimovanou CPR.
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'GIPGDPTNMGDSHEDTSATMPEAVAEEVSLFSTTDMVLFSLIVGVLTYWFIFRKK
KEEIPEFSKIQTTAPPVKESSFVEKMKKTGRNIIVFYGSQTGTAEEFANRLSKDAHR
YGMRGMSADPEEYDLADLSSLPEIDKSLVVFCMATYGEGDPTDNAQDFYDWLQE
TDVDLTGVKFAVFGLGNKTYEHFNAMGKYVDQRLEQLGAQRIFELGLGDDDGNL
EEDFITWREQFWPAVCEFFGVEATGEESSIRQYELVVHEDMDVAKVYTGEMGRL
KSYENQKPPFDAKNPFLAAVTANRKLNQGTERHLMHLELDISDSKIRYESGDHVA
VYPANDSALVNQIGEILGADLDVIMSLNNLDEESNKKHPFPCPTTYRTALTYYLDI
TNPPRTNVLYELAQYASEPSEQEHLHKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILAILQD
YPSLRPPIDHLCELLPRLQARYYSIASSSKVHPNSVHICAVAVEYEAKSGRVNKGV
ATSWLRAKEPAGENGGRALVPMFVRKSQFRLPFKSTTPVIMVGPGTGIAPFMGFIQ
ERAWLREQGKEVGETLLYYGCRRSDEDYLYREELARFHKDGALTQLNVAFSREQ

AHKVYVQHLLKRDREHLWKLIHEGGAHIYVCGDARNMAKDVQNTFYDIVAEFGP
MEHTQAVDYVKKLMTKGRYSLDVWS®*®

Obr. 24 Sekvence CPR - CPR byla stépena Asp-N; ¢ervenou barvou znazornény peptidy,
analyzované hmotnostni spektrometrii; pokryti sekvence - 199/686 AMK z toho 3/19 Met
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Obr. 25 Hmotnostni spektrum CPR — svétle modrou je spektrum CPR, tmavé modrou je
spektrum d3-CPR, signaly odpovidaji Asp-N S$tépim, oramované signaly odpovidaji

peptidim s L-methioninem (horni ¢ast) respektive s ds-L-methioninem (dolni ¢ast)
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Obr. 26 Detail hmotnostniho spektra CPR - zvyraznéné peptidy odpovidaji
oramovanym peptidim z pfedchoziho spektra na obr. 25, v horni ¢asti (svétle modra) CPR

neznacend, v dolni ¢asti (tmaveé modra) CPR s inkorporovanym ds-L-methioninem

Na obr. 25 a 26 lze vidét hmotnostni spektra jak neznacené CPR, tak i CPR
s inkorporovanym dsz-L-methioninem. Zejména v detailu na obr. 26 lze v dolni casti
spektra pozorovat viditelny posun molekulové hmotnosti peptidu o 3 Da u CPR

s inkorporovanym dz-L-methioninem. Inkorporace ds-L-methioninu byla tak potvrzena.
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o 2

Obr. 27 Elektroforeogram CYB5R3 s d3-L-methioninem — pouzit 12% gel, 2 - standard
molekulovych hmotnosti, 4 - bakterialni suspenze odebrana pted indukci IPTG, 6 -
standard CYB5R3, 8,9 - bakterialni suspenze odebrana 10 h po indukci, Sipky znazoriuji
pozici exprimované CYB5R3

Na obr. 27 1ze pozorovat, ze pied indukci IPTG exprimovany protein ve smési neni.

V case 10 h je zfetelny pruh Vv oblasti exprimovaného proteinu.

'MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMKLFQRSTPAITLESPDIKYPLRLIDREIISHDTRRF
RFALPSPQHILGLPVGQHIYLSARIDGNLVVRPYTPISSDDDKGFVDLVIKVYFKDT
HPKFPAGGKMSQYLESMQIGDTIEFRGPSGLLVYQGKGKFAIRPDKKSNPIIRTVKS
VGMIAGGTGITPMLQVIRAIMKDPDDHTVCHLLFANQTEKDILLRPELEELRNKHS
ARFKLWYTLDRAPEAWDYGQGFVNEEMIRDHLPPPEEEPLVLMCGPPPMIQYACL
PNLDHVGHPTERCFVF?®

Obr. 28 Sekvence CYB5R3 - CYB5R3 byla stépena trypsinem; cervenou barvou

znazornény peptidy, analyzované hmotnostni spektrometrii; pokryti sekvence - 155/298

AMK z toho 5/10 Met
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Obr. 29 Hmotnostni spektrum CYB5R3 — oranzovou barvou je spektrum neznacené
CYB5R3, zelenou barvou je spektrum CYBS5SR3 s inkorporovanym ds-L-methioninem,
oznacené signdly patii peptidim vzniklych S$t€penim proteinu trypsinem, oramované

peptidy obsahuji L-methionin respektive ds-L-methionin
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Obr. 30 Detailni spektrum CYB5R3 — detailni pohled na oramované peptidy obsahujici

L-methionin (horni ¢ast - oranzova) respektive ds-L-methionin (dolni ¢ast - zelena)
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Z porovnani horni a dolni ¢asti spektra je patrné, ze doslo k inkorporaci ds-L-
methioninu do proteinu. Na obr. 30 lze v dolni ¢asti spektra pozorovat viditelny posun v

molekulové hmotnosti o 3 resp. 0 6 Da (podle po¢tu methionint).

4.3 Exprese proteint s L-foto-methioninem

Exprese proteini (CPR a CYB5R3) s inkorporovanym L-foto-methioninem byla
provedena za stejnych podminek jako exprese s ds-L-methioninem. Pfed indukci IPTG byl
do M9 minimalniho média ptidan L-foto-methionin v koncentraci 50 pg/ml. Nejprve byla
provedena pokusnd exprese v 50 ml M9 minimalniho media (250ml Erlenmeyerovy
bariky) a byly odebirany vzorky bakterialni suspenze na elektroforézu po dvou hodinéach.

Konec exprese byl vzdy po 10 hodinach.

- ——— - —

Obr. 31 Elektroforeogram CPR s inkorporovanym L-foto-methioninem — pouzit 8%
gel,2-0h,3-1h,4-2h,5-4h,7-6h,8-8h,9-10 h po indukci IPTG,

6 - standard CPR, Sipky oznacuji hypotetickou pozici exprimované CPR

Vzhledem Kk absenci exprimované CPR s inkorporovanym L-foto-methioninem
(obr. 31), nebyla dale provadéna analyza na hmotnostnim spektrometru ani exprese ve

vétSim mnozstvi M9 minimalniho media.
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Na obr. 32 lze pozorovat rostouci mnozstvi CYB5SR3 v case. Zona s
ptedpokladanym proteinem byla v ¢ase 10 hodin vyfiznuta z gelu a analyzovdna na

hmotnostnim spektrometru metodou MALDI-TOF RNDr. Tomasem Je¢menem PhD.

1 A 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. 32 Elektroforeogram CYB5RS3 s inkorporovanym L-foto-methioninem — pouzity
12% gel 2—-0h,3-1h,4-2h,6-4h,7-6h,8-8h,9-10 h po indukci IPTG, 5 —
standard CYB5R3, sipky oznacuji pozici exprimované CYB5R3

'MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMKLFQRSTPAITLESPDIKYPLRLIDREIISHDTRRF

RFALPSPQHILGLPVGQHIYLSARIDGNLVVRPYTPISSDDDKGFVDLVIKVYFKDT

HPKFPAGGKMSQYLESMQIGDTIEFRGPSGLLVYQGKGKFAIRPDKKSNPIIRTVKS
VGMIAGGTGITPMLQVIRAIMKDPDDHTVCHLLFANQTEKDILLRPELEELRNKHS
ARFKLWYTLDRAPEAWDY GQGFVNEEMIRDHLPPPEEEPLVLMCGPPPMIQYAC

LPNLDHVGHPTERCFVF>*®

Obr. 33 Sekvence CYB5R3 - stépena trypsinem; ¢ervenou barvou oznacené peptidy,
analyzované hmotnostni spektrometrii; pokryti sekvence 191/298 AMK z toho 6/10 Met
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Obr. 34 Hmotnostni spektrum CYBS5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem —

signaly odpovidaji peptidim vzniklych §tépenim trypsinem
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Obr. 35 — Detail hmotnostniho spektra CYB5SR3 - pro potvrzeni identity alespor
jednoho z peptidu (m/z 1861.08) s L-foto-methioninem (pM) (171-189) byla provedena

jeho fragmentace; v tabulce jsou uvedené teoretické fragmenty, které mohou vzniknout;

vyznaceny jsou signaly, na jejichz zaklad¢, byla potvrzena inkorporace pM v peptidu
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4.4 lzolace proteinu s L-foto-methioninem

Pro izolaci byla CYB5R3 exprimovana v 400 ml M9 minimalniho média ve dvou 11
Erlenmeyerovych baiikach. Produkce trvala 10 hodin. Poté byly buiiky centrifugovany a

dale zpracovavany podle protokolu.

Pti prvni izolaci byl pouzit nosi¢ Ni-IDA bez zapojeni do FPLC systému. Vzorek byl

zahustén na 500 pl a nasledné piecistén gelovou chromatografii (FPLC).
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Obr. 36 Chromatogram standardu CYB5R3 — pti gelové chromatografii na koloné
Superdex™ 200 10/300 GL pouzit standard CYB5R3, aplikovano 100 ul vzorku, pritok

0,5 ml/min, méfen signal detektoru pii 280 nm

Pro zjisténi reten¢niho Casu pii gelové chromatografii byl pouzit standard CYBSR3.
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Obr. 37 Chromatogram vzorku CYB5R3 — gelova chromatografie vzorku CYB5R3 po
prvni izolaci na nosi¢i Ni-IDA, pouzita kolona Superdex™ 200 10/300 GL, aplikovano

500 pl vzorku, pritok 0,5 ml/min, méfen signal detektoru pti 280 nm

Jimané frakce mezi 32. a 40. minutou byly spojeny, zahuStény a analyzovany na

elektroforéze.

Obr. 38 Elektroforeogram vzorku CYB5R3 po prvni izolaci — pouzit 12% gel, 1 —
bakterialni suspenze pted indukci IPTG, 2 — bakterialni suspenze 10 h po indukci, 3 —
standard CYB5R3, 5 — vzorek pied gelovou chromatografii, 6 — vzorek po gelové

chromatografii, Sipky znazornuji pozici CYB5R3

Z obr. 38 je patrné, ze protein po gelové chromatografii nelze nalézt. Hmotnostni

spektrometrie odhalila §tépeni na C-terminalnim konci.
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Pfi druhé izolaci byl pouzit nosi¢ Ni-NTA zapojeny do systému FPLC. Béhem
chelata¢ni chromatografie byly odebirany vzorky na elektroforézu. Eluat byl zahustén na

1 ml. Vzorek 500 pl byl ptecistén gelovou chromatografii.
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Obr. 39 Chromatogram izolace CYB5R3 — pouzit nosi¢ Ni-NTA, 50 — 100 ml —
nanaseni vzorku (EQI), 100 — 130 ml — promyvaci faze (WASH), 130 — 160 ml eluce
(ELUTE)

— L — . i 2 N

Obr. 40 Elektroforeogram vzorku z izolace CYB5R3 — izolace na koloné Ni-NTA,
pouzit 15% gel, 1 — bakterialni suspenze pied indukci IPTG, 2 — bakterialni suspenze 10 h
po indukci, 3 — standard CYB5R3, 4 — stépena CYB5R3, 5 — vzorek pelety po sonikaci a
centrifugaci, 6 — nanaSeni na nosi¢, 7 — promyvaci faze, 8 — eluat po zahusténi, Sipky

oznacuji pozici CYB5R3

58



140 4
120
100

80

mAu280

60 +

40 4

20 H

min

Obr. 41 Chromatogram vzorku CYB5R3 — piecisténi gelovou chromatografii, vzorek
CYBS5R3 po druhé izolaci na nosi¢i Ni-NTA, pouzita kolona Superdex ™ 200 10/300 GL,

aplikovano 500 pl vzorku, pritok 0,5 ml/min, méfen signal detektoru pii 280 nm

Zhruba od 32. do 40. minuty byly odebirany frakce po 0,5 ml do mikrozkumavek

Eppendorf. Jednotlivé frakce byly nasledné analyzovany na elektroforéze.

5o 8 T — e—

Obr. 42 Elektroforeogram CYB5R3 — precisténi gelovou chromatografii; pouzit 15%
gel; 1 — standard mol. hmotnosti; 2 — standard CYB5R3; 3 — stépena CYB5R3; 4 — frakce
1; 5 — frakce 2; 6 — frakce 3; 7 — frakce 4; 8 — frakce 5; Sipky znazorfiuji pozici CYB5R3
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Na obr. 42 lIze vidét protein po gelové chromatografii. Stépend CYBS5R3 se
nenachdzela ani v jedné frakci. Po analyze byly frakce spojeny, zahuStény a finalni produkt

byl znovu analyzovan na elektroforéze.

Obr. 43 Elektroforeogram finalni izolované CYB5SR3 — pouzit 15% gel, 1 — standard
mol. hmotnosti, 2 — standard CYB5R3, 3 — stépena CYB5R3, 4 — finalni izolovana
CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem, sipky znazornuji pozici CYB5R3

4.5 Stanoveni koncentrace a aktivity izolovaného proteinu

Koncentrace CYB5R3 byla stanovena UV-VIS spektroskopii pomoci absorpce
proteinu pfi 280 nm spomoci predikovaného molarniho extinkéniho koeficientu
24 410 M'cm™ a molekulové hmotnosti 33 792 Da. Absorpce FAD pii 460 nm nebyla

vyuZita, nebot’ byl signal velmi slaby.
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Obr. 44 Stanoveni koncentrace CYB5R3 — spektrum CYB5R3 méfené v kapce vzorku,

jako slepy vzorek pouZita voda

Koncentrace CYB5R3 byla stanovena (obr. 44) na 0,92 mg/ml, v ptepoc¢tu tedy na

27,23 pM.

Tab. 3 Stanoveni aktivity CYB5R3

vy . . Aktivita [pmol red. .
méfeni | AA424/min bs/pmol CYB5R3] priumér

1 0,0127 232,8

sol cyt bs + CYB5R3 216,3
2 0,0109 199,8
1 0,0132 1,449

sol cyt bs + CYB5R3 pM 1,279
2 0,0101 1,109

Sol cyt bs — solubilni cytochrom bs, CYB5R3 — standard o koncentraci 303 pM (fedéna

15000x), CYB5R3 pM - s inkorporovanym L-foto-methioninem o koncentraci 27,23 uM

(fedéna 1000x)

Aktivita standardu CYB5R3 byla stanovena na 216,3 + 23,3 umol red. bs/pmol

CYB5R3. Aktivita izolované CYBSR3 s inkorporovanym L-foto-methioninem stanovena

na 1,3 £ 0,2 umol red. bs/pmol CYB5R3. Rozdil aktivit je zhruba 200nasobny.
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4.6 Sitovani proteini

Po izolaci a stanoveni aktivity CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem byl
proveden pokus o zesiténi s cytochromem bs. Pokus provedl RNDr. Tomas Je¢men, PhD.

Vzorek byl analyzovan na elektroforéze.

Obr. 45 Elektroforeogram vzorku po fotolyze — pouzit 10 % gel, 1,5 — standard
molekulovych hmotnosti, 2 — CYB5R3 s inkorporovanym pM, 3 — cytochrom bs +
CYB5R3 s pM, 4 — cytochrom bs

Na obr. 45 lze pozorovat, ze v draze 3 neni ziejmé zadna zdéna v oblasti vysSich

molekulovych hmotnosti odpovidajicich kovalentnimu spojeni CYB5R3 a cytochromu bs.
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5 Diskuze

Tato prace byla zaméfena na syntézu L-foto-methioninu jako fotolabilniho analogu
aminokyseliny L-methioninu. Dale byla zaméfena na inkorporaci tohoto analogu do
proteintt CPR a CYB5R3 pomoci exprese v minimalnim mediu a v auxotrofnich bunkach.
Takto pfipravené proteiny by mély poslouZit jako nastroj pii uréovani protein-proteinovych

interakci v systému cytochromu P450.

Vysledky syntézy L-foto-methioninu jsou jasné. Lze fici, Ze se podafilo pfipravit
z vychozi oxokyseliny (1) kyselinu s funkénim diazirinovym kruhem (2) jehoZ pfitomnost
byla potvrzena pomoci UV-VIS spektroskopie. Dalsi kroky syntézy tedy bromace a
naslednd aminace se nepodafily dle popsaného postupu zreprodukovat. Ukazuje se, ze
ziejm¢ kritickym krokem je pravé zminéna bromace diazirinového meziproduktu (2) do a
polohy. Asi nejvétSim problémem, s kterym jsme se potykali, bylo patrné velké mnoZstvi
necistot, které mohly ovlivnit pribéh reakce, tak i naslednou analyzu. VeSkeré snahy 0
precisténi produkti byly ale netspés$né. Dalsi pfi¢inou neuspéchu mohl byt fakt, ze
modifikovany protokol®® nemusi byt pro syntézu L-foto-methioninu vhodny. Je mozné, Ze
vhodnou upravou daného protokolu napf. zménou rozpoustédla nebo upravou reakénich
podminek bychom mohli dojit pozitivnich vysledkll. Existuji vSak i jiné protokoly
popisujici syntézu L-foto-methioninu, které vyuzivaji zcela odlisny reakéni mechanismus a

73,74

také chranénych (Boc nebo Fmoc) sloucenin Tyto protokoly vSak nebyly pouZity,

nebot’ ndmi zvoleny protokol®® nejlépe navazoval na pivodni postupy65’75.

Pro ovéfeni moZnosti inkorporace modifikované aminokyseliny auxotrofnich
kmenem E.coli B834 (DE3) byl pouzit ds-L-methionin. Exprese podle nami zvoleného
protokolu™ probshla velmi dobie a z vysledki je patrné, Ze byly oba proteiny (CPR i
CYB5R3) dobie produkovany a Ze inkorporace dz-L-methioninu byla 100 %, coz potvrdila
analyza na hmotnostnim spektrometru. Vzhledem k pouziti pravé auxotrofniho kmenu
nebyl pouZit expresni protokol aplikovany v ptedchozi préci76. Jeho nevyhodou byla nizka

mira inkorporace L-foto-methioninu, vzhledem ke kompetici s L-methioninem.

Exprese CYBS5R3 v pfitomnosti L-foto-methioninu probéhla dobie a jeho
inkorporace byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrometrie. U tohoto proteinu by vSak

optimalizace expresniho protokolu mohla vést k vys$$im vytézkim.
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Odlisné vysledky vSak pfinesla exprese CPR, kdy byl inkorporovan
L-foto-methioninu. Podle elektroforetické analyzy se CPR neprodukovala. Pti¢in muize
byt cela fada a zcela urcité se bude jednat o kombinaci mnoha faktord. Jednim faktorem
muze byt molekulova hmotnost CPR, ktera je okolo 78 000 Da. Je ziejmé, ze takto velky
protein se bude produkovat pomaleji a obtiznéji nez CYB5R3, jejiz molekulova hmotnost
se pohybuje okolo 34 000 Da. Dal§im faktorem je zcela ur€ité pouziti L-foto-methioninu,
nebot’ pro bakterii je to velmi neobvyklad slouCenina a je mozné, ze jeji translacni aparat
tuto inkorporaci nezvladl, nebot’ v CPR lze nalézt vice L-methionini nez v CYB5R3. Lze
vSak predpokladat, ze upravou podminek expresniho protokolu (napt. zkraceni doby
,hladovéni®, pouziti jiné koncentrace IPTG nebo prodlouzeni doby produkce) by bylo

mozné i tento protein s inkorporovanym L-foto-methioninem ziskat.

CYBS5R3 byla produkovana ve 400 ml minimélniho media a byla dale izolovana
podle protokolu navrZzené¢ho Mgr. Janem Milichovsk)'Imm. Pti prvni izolaci, kdy byl pouzit
nosi¢ Ni-IDA a nasledné gelova chromatografie, bylo dosazeno nevhodného vysledku,
protoze doslo ke stépeni CYB5R3 na C-terminalnim konci. Pfesné misto $tépeni vSak neni
znamé. Pfigina $tépeni je také nezndma. St&peni vsak mohlo byt zapfidinéno tim, ze pfi
prvnim pokusu o izolaci bylo pouzito pii sonikaci jako inhibitor proteas pouze PMSF, na
rozdil od druhého pokusu, kdy byla pouzita smés inhibitori. Na druhou stranu pii izolaci
neznacené CYBS5R3 nebyly zadné §tépné produkty pozorovany. V tom ptipadé¢ je otazkou
zda-li neni problém v samotné expresi proteinu v daném kmenu bakterii nebo v pouzitém
M9 minimélnim mediu. Proto také tento protokol vyZaduje dalSi optimalizaci. Dal$im

faktorem mohla byt nedostate¢nd izolace na nosi¢i Ni-IDA nebo nespravné odebirani

frakci pii gelové chromatografii.

Pti druhém pokusu o izolaci byl pouzit nosi¢ Ni-NTA zapojeny do systému FPLC a
nasledné precisténi na gelové chromatografii. Tento nosi¢ byl pouzit zejména proto, Ze
kolona Ni-IDA nebyla k dispozici pro zapojeni do syst¢ému FPLC, a také diky vyssi
rychlosti a efektivit¢ izolace. Pii tomto pokusu bylo jiz dosazeno kyzeného vysledku
v podobé nestépené CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem. Z vysledku je vSak
patrné, ze Stépena forma se vyskytovala v pribehu celé izolace a k jejimu odstranéni doslo
az pii precisténi na gelové chromatografii. Ukézalo se také, ze ¢ast proteinu ziejmé zUstala
Vv peleté bunck po sonikaci a centrifugaci. Pro dosazeni vyssiho vytézku by bylo vhodné

tento krok jesté upravit (napt. prodlouzenim doby sonikace nebo zvySenym poctem cyklit).
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Je zfejmé, Ze pouziti nosi¢e Ni-NTA zapojeného do systému FPLC je mnohem
efektivnéjSim a zaroven specifictéjSim feSenim nez pouziti nosice Ni-IDA. Koncentrace
finalni CYB5R3 byla 0,92 mg/ml tedy 27,23 uM. Toto ¢&islo vSak muze byt zavadé&jici,
nebot’ i ve findlnim preparatu mohou byt zbytky cizich proteind, které nebylo mozné
oddélit na gelové chromatografii. Efektivnéjsi purifikace tohoto proteinu bude dal§im

pfedmétem zkoumani.

Pro stanoveni aktivity CYB5R3 bylo vyuzito lidského solubilniho cytochromu bs.
Z vysledku je patrné, ze CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methionienm ma mnohem
nizsi aktivitu (az 200x) nez CYB5R3 izolovana Mgr. Janem Milichovskym. Pfi¢inou mtze
byt pfitomnost L-foto-methioninu, ktery muze tento protein néjakym zptsobem strukturné

pozménovat a tim negativné ovlivnit inkorporaci FAD, ktery je pro tuto reakci nezbytny.

Pokus o zesiténi cytochromu bs S CYBSR3 neposkytl uspokojivé vysledky. Je
nanejvys pravdépodobné, ze ke ,,crosslinku® vilbec nedoslo. Ukazuje se vSak, ze mohlo
dojit pouze kinternimu zesiténi v molekule CYBS5R3. Pfi¢inou mize byt nizka
koncentrace izolované CYB5R3 nebo $patnd orientace obou proteinii. V dal$i praci bude

proto vénovana pozornost studiu interakci CYB5R3 a cytochromu bs.
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6 Zaveér

Tato prace se zaméfovala na syntézu L-foto-metioninu a jeho inkorporaci do proteint
CPR a CYB5R3 svyuzitim exprese v auxotrofniho kmenu E.coli B834 (DE3) a

minimalnim mediu. Vysledky této prace lze shrnout takto:

e Podaftilo se pfipravit funkéni diazirinovy meziprodukt (2), ktery byl ovéfen
hmotnostni spektrometrii a UV-VIS spektroskopii.

e Dalsi kroky organické syntézy (produkty 3 a 4) se nepodatily zreprodukovat.

e Byla oveéfena moznost inkorporace auxotrofnich bunc¢k s vyuZzitim
ds-L-methioninu. CPR i CYB5R3 se produkovaly dobie a mira inkorporace
byla 100 %.

e Nepodafilo se exprimovat CPR s inkorporovanym L-foto-methioninem.

e Exprese a nasledna izolace CYB5R3 s inkorporovanym L-foto-methioninem se
zdafila. Byl ziskan protein o koncentraci 27,23 uM a aktivitou
1,3 £ 0,2 umol red. bs/pmol CYB5R3. Inkorporace L-foto-methioninu byla
ovétena hmotnostni spektrometrii a jeji mira byla 100 %.

e Pokus o zesiténi cytochromu bs a CYB5R3 neposkytl kovalentni heterodimer.
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