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Abstract

Mixed-function oxygenase systém (MFO systém) plays a vital role in the metabolism
of a variety of both endogenous substrates and xenobiotics. This membrane systém consists
of cytochrome P450s, NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase (POR), cytochrome bs
and NADH:cytochrome bs oxidoreductase (bsR). Cytochrome P450 catalyzes
a monooxygenation of a substrate, while POR and cytochrome bs represent its redox
partners. Cytochrome bs, itself having a redox partner in bsR, effects the reactions catalyzed
by the MFO system in various ways, through mechanisms that are not fully understood.

This paper focuses on the purification of bsR and POR from rabbit liver.
The microsomal fraction obtained by differential centrifugation contained 42 mg of
protein per ml.

From a portion of the microsomal fraction, bsR was obtained using chromatography
on DEAE-Sepharose, CM-Sepharose and 5°-ADP agarose columns. The yield was 0,3 % of
ferricynide-reductase activity and the product contained several contaminants in the
molecular weight range of 50-70 kDa. A second purification of bsR from the microsomal
fraction was carried out using a column of DEAE-Sepharose directly connected to a 5-ADP
agarose column. The bsR product was purified with a yield of 10,9 % and it once again
contained several contaminants in the molecular weight range of 50-70 kDa. The prudct was
able to reduce cytchrome bs in the presence of NADH.

During both of the purification attempts, POR was also purified using
chromatography on DEAE-Sepharose and 2, 5°-ADP-Sepharose columns. In the first case,
POR was purified in electrophoretically pure form with the molecular weight of 78 kDa,
with a yield of cytochrome c-reductase activity of 3,4 %. On second attempt, the yield was
4,7 %. In addition to POR with the molecular weight of 78 kDa, the product contained the

truncated form of POR, lacking its membrane anchoring domain (72 kDa).

Keywords: cytochrome b5 reductase, cytochrome P450 reductase, purification, rabbit
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Abstrakt

V metabolismu velkého mnozstvi endogennich latek i xenobiotik hraje zasadni roli
systém oxygenas se smisenou funkci (MFO systém). Tento membranovy systém je tvoien
cytochromy P450, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou (CPR), cytochromem bs
a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasou (bsR). Cytochrom P450 katalyzuje monooxygenaci
substratu a CPR a cytochrom bs piedstavuji jeho redoxni partnery. Cytochrom bs, jehoz
redoxnim partnerem je bsR, ovliviiuje reakce katalyzované¢ MFO systémem, a to ne zcela
objasnénym mechanismem.

Tato prace se zabyva purifikaci bsR a CPR z jater kralika doméciho. Diferen¢ni
centrifugaci bylo ziskdno 18 ml mikrosomalni frakce o obsahu proteinti 42 mg/ml.

Z prvniho dilu mikrosomdlni frakce byla pomoci chromatografie na kolonach
DEAE-Sepharosy, CM-Sepharosy a 5‘-ADP agarosy izolovdna bsR s vytéZzkem 0,3 %
ferrikyanid-reduktasové aktivity a obsahujici nékolik kontaminanti o molekulovych
hmotnostech 50-70 kDa. Pfi druhé purifikaci bsR byla pouzita kombinace chromatografie
na koloné¢ DEAE-Sepharosy s pfimym napojenim na kolonu 5‘-ADP agarosy, z niZ byla
ziskana bsR s vytéZkem 10,9 % a obsahujici rovnéZ né€kolik kontaminanti v intervalu
molekulovych hmotnosti 50-70 kDa. Preparat redukoval cytochrom bs v pfitomnosti NADH.

Pt1 obou purifikacich byla rovnézZ ziskana CPR pomoci chromatografii na kolonach
DEAE-Sepharosy a 2°¢, 5°-ADP-Sepharosy. V prvnim ptipadé¢ byla ziskdna CPR
v elektroforeticky Cist¢ formé s molekulovou hmotnosti 78 kDa, s vytéZkem
cytochrom c-reduktasové aktivity 3,4 %. V druhém ptipadé¢ byl vytézek 4,7 %, ale preparat

obsahoval z ¢asti formu CPR bez membranové kotvy (72 kDa).

Kli¢ova slova: cytochrom b5 reduktasa, cytochrom P450 reduktasa, purifikace, kralik
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1. Uvod

S Zivotem v moderni lidské spolecnosti je neoddéliteln€ spjato pfijimani velkého
mnozstvi cizorodych latek (xenobiotik) do organismu. Tyto latky se v organismu piirozené
nevyskytuji a nejsou nezbytné pro jeho funkci. Xenobiotika lze v zasadé rozdélit na dvé
skupiny — latky pfijimané zamérné a latky piijimané neimyslné. Do prvni skupiny patii
1éCiva, do druhé vedlejsi produkty lidské ¢innosti, jako naptiklad primyslové polutanty.
Xenobiotika ovliviluji organismy rozlicnymi a vétSinou obtizné predvidatelnymi zptsoby
a zaroven jsou Casto slozit¢ pfeménovana. Mnozstvi cizorodych latek a jejich chemicka
pestrost se neustdle zvySuji a vyzkum v oblastech toxikologie a xenobiochemie je dnes

Ditlezitym faktorem pro vylouceni latky v organismu je polarita jeji molekuly.
Polarni latka je dobfe rozpustnd ve vod¢, tudiz je ji ¢asto mozné vyloucit bez nutnosti
chemické upravy. Latky nepolarni podstupuji biotranformaci za ucelem zvySeni polarity
a umoznéni detoxikace. Biotranformacni reakce mohou mit mnoho kroka a meziprodukti
v zavislosti na povaze substratu. Vysledkem biotransformace nemusi byt pouze detoxikace.
Je naptiklad mozné, aby se ptivodné neskodnd latka pfeménila na latku toxickou nebo
karcinogenni. Stejné tak mize byt 1é¢ivo deaktivovano jesté pied dosazenim mista €inku.
Biotranformaci je ale mozné i1 vyuzit k aktivaci neaktivni formy lécivé latky [1].
monooxygenasy, které katalyzuji inkorporaci atomu kysliku do molekuly substratu za
vzniku hydroxylované formy. Ke své funkci potiebuji dodani dvou elektrond, které je
zajiStovano spolupraci s alespoii tiemi dalSimi enzymy [1]. Spolecné je tento systém

oznacovan jako systém oxidas a oxygenas se smiSenou funkci.
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1.1. Systém oxidas a oxygenas se smiSenou funkci

Systém oxidas a oxygenas se smisenou funkci (MFO, zangl. ,mixed-function
oxidase®) je systém enzymil nachazejici se v membrané¢ endoplasmatického retikula
(mikrosomech). Jeho soucasti je velmi pocetnd skupina cytochromt P450, flavoprotein
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR), cytochrom bs (cyt bs)
a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa (bsR, cyt bs reduktasa).

1.1.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, jejichz charakteristickym absorpénim
maximem je tzv. Soretliv pas v oblasti vlnovych délek 380-420 nm [2]. Prvni cytochrom
P450 byl objeven v roce 1955 [3, 4] a v roce 1958 bylo zjisténo, Ze tento pigment vaze
v redukovaném stavu molekulu oxidu uhelnatého (podobné jako hemoglobin), coz
zpuisobuje posun jeho absorpéniho maxima k 450 nm [5, 6].

Cytochromy P450 predstavuji superrodinu enzymu ¢itajicich vice nez 20 000 ¢lenti
[7]. Zastupci této evolucné velmi staré superrodiny se vyskytuji prakticky ve vSech typech
organismd, at’ uz prokaryotickych nebo eukaryotickych, a pocet objevenych jedinct a jejich
funkci neustéle roste [8]. Z tohoto diivodu byla zavedena systematickd nomenklatura.
Superrodina se déli na rodiny a podrodiny. Izoformy néleZi do jedné rodiny, pokud je jejich
sekvencni shoda alesponl 40 %. Pokud je alesponi 55 %, spadaji navic 1 do jedné podrodiny.
Zaklad nazvu tvoii zkratka ,,CYP*, nasledovana ¢islem rodiny, pismenem podrodiny
a ¢islem konkrétni izoformy, napt. CYP3A4 [2].

Mnozstvi substratl, které jsou cytochromy P450 schopné pieménovat, je obrovskeé.
U cloveéka, kde bylo dosud nalezeno 57 cytochroma P450 [9], se ucastni biotransformace
mnoha esencidlnich endogennich latek, exogennich latek pfijimanych potravou a vétSiny
1é¢iv [10-12]. Na metabolismu 1é¢iv se podili ze 75 % [1], podle nékterych autort az z 90 %
[13-15].
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1.1.2.1. Struktura cytochromi P450

Molekulova hmotnost molekuly cytochromu P450 (dale P450) je ptiblizné 50 kDa.
Protein je ukotven v membran¢ pomoci N-terminalni hydrofobni domény s a-helikalni
strukturou. Zatimco primarni struktura je u zéastupci zruznych fiSi zivota odlisna,
sekundarni a terciarni se podobaji. Kazdy P450 obsahuje zpravidla 12 o-helixti
a 4 B-skladané listy s vyjimkou bakteridlnich, kterym chybi membranovy a-helix [16].
Na obr. 1 je ptiklad struktury ziskané rentgenovou krystalografii (kralici CYP2B4).

Obr. 1: Struktura CYP2B4 bez membranové kotvy. Ve stiedu molekuly je patrny cerné

vyznaceny hem. Prevzato z [17].

Na velmi konzervované proximalni stran¢ se nachazi misto pro vazbu redoxnich
partnerii. Vazebna mista pro CPR a cyt bs se prekryvaji, nejsou vSak identicka. Bridges a kol.
zmapovali vazebna mista CYP2B4 a identifikovali konkrétni aminokyseliny CYP2B4, které
se podileji na interakci s cyt bs (R122, R126, R133, K139, K433) [18]. Do stiedu molekuly
vede pristupovy kandl pro substrat, ustici na distalni stran¢ proteinu. Na rozdil od proximalni
strany je distalni strana, vzhledem k zna¢nému mnoZstvi substrati katalyzovanych P450,
velmi variabilni [2]. V centru molekuly je zanofena hemova prostheticka skupina, tedy
protoporfyrin IX s vazanym kationtem Zeleza. Pro cytochromy P450 existuje i malo

pouzivany nazev hemthiolatové proteiny, ktery ale 1épe vystihuje jejich stavbu. Na rozdil od

13



typickych cytochromt, kde se prosteticka skupina vdze hemovym Zelezem koordinacné-
kovalentni vazbou na imidazolovy zbytek histidinu, v cytochromech P450 je tato vazba

vedena ptes thiolatovou siru zbytku cysteinu [2] (obr. 2).

COOH COOH

Obr. 2: Vazba hemu na cytochrom P450. Koordinacné-kovalentni vazba vznika mezi sirou
cysteinu a kationtem Zeleza na rozdil od typickych cytochromii, kde misto cysteinu figuruje

histidin. Prevzato z [19].

1.1.2.2. Funkce cytochromu P450 a katalyticky cyklus

Cytochromy P450 se kromé prvni faze biotransformace xenobiotik ti€astni také fady
reakci endogennich latek. Participuji naptiklad na biosyntéze mastnych kyselin, ikosanoidd,
sterolil a vitamint. Katalyzuji oxida¢ni, peroxidacni i redukéni reakce [16]. Typickou reakci

P450 je monooxygenace:

RH+0,+2H"+2 ¢ — ROH + H,0,

Substrat (R) ziskavéa hydroxylovou skupinu, jejiz atom pochazi z molekuly kysliku. Druhy
atom kysliku je redukovan a za spotieby dvou protont vznika voda. Dva elektrony potiebné
pro jeho redukci neptimo pochazeji z NADPH nebo NADH. Hlavnim donorem elektroni je
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR). Ta elektrony piijimd z NADPH a diky
systému dvou flavinii (FMN a FAD) je schopna je postupné pfedat molekule P450. Dalsim
moznym donorem elektronti je cytochrom bs. Ten je redukovan svou vlastni

NADH:cytochrom bs reduktasou, ale mtize byt redukovan i CPR. Spole¢né tyto tfi enzymy
14



tvoti elektronovy transportni systém (obr. 3), kde CPR a cyt bs zaroven pravdépodobné plni

roli allosterickych modulatort aktivity cytochromu P450 [16, 20-23].

NADH? ey jine

reduktasa cytochrom bs
NAD*

NADPH % RH
NADF+3 CPR P450

R-OH

Obr. 3: Schéma elektronového transportu v MFO systému. Prevzato z [16] a

upraveno.

Oxygenace substratu probiha mechanismem zndzornénym na obr. 4, str. 16.
V klidovém stavu je ion Zeleza hexakoordinovany v centru porfyrinového kruhu hemu,
s ndbojem 3+ a s navazanou molekulou vody (1). PfibliZenim substratu je voda vytésnéna
a zelezo komplexu se stava pentakoordinovanym (2). Dodanim prvniho elektronu je ion
zeleza redukovan na naboj 2+ (3). Na ion zeleza se vaze molekula kysliku za vzniku velmi
nestabilniho komplexu superoxidového anionradikalu, Zelezo je opét hexakoordinovano (4).
V této fazi se komplex miize rozpadnout (tzv. autooxidace) na superoxidovy anion a hem se
vraci do stavu pied prvni redukci (2). Cyklus pokracuje ptijetim dalSiho elektronu, vznika
,,peroxo-P450% (Fe**00)* (5). Ten je protonovan na (Fe*’OOH) (6). Pfipojeni druhého
protonu ma za nasledek spontanni heterolytické St€peni vazby kyslik-kyslik a jeden z atomti
kysliku odchazi v podobé vody. Vysledkem je tzv. ferrioxenovy komplex (7),
7 kationradikal, n¢kdy nazyvany angl. ,,Compound I [24] (alternativné muze vznikat
peroxidu vodiku). Radikal je schopen vytrhnout vodik ze substratu a nasledné substrat i vazat
(8). Tento nestabilni meziprodukt se rozpadd, odchazi oxygenovany produkt a na hem se

opét vaze molekula vody [25, 26].
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Obr. 4: Schéma katalytického cyklu P450. Prevzato z [25] a upraveno.

1.1.2.3. Interakce cytochromi P450 s jinymi cytochromy P450

Uz vice nez dvacet let je zndmo, ze cytochromy P450 jsou schopny interagovat mezi
sebou navzijem, a to jak stejné izoformy (homomerni interakce), tak odli§né (heteromerni).
Rada studii prokazala, ze tvorba komplexti P450 miize mit vyrazny vliv na oxidaci jejich

substrati [27-33].

Homomerni interakce

Zasadni dikazy, Ze mezi stejnymi izoformami cytochromti P450 dochazi k pfimému
kontaktu, byly poskytnuty Kemperem a kol. pomoci metody FRET pro CYP2C2 a CYP2EI
[34, 35]. Jamakhandi a kol. analyzovali kinetiku CYP2EI a vytvofili model, kdy mohou
existovat komplexy bindrni (CYP-CPR, CYP-CYP), ternarni (CYP-CYP-CPR) a kvartérni
(CYP-CPR-CYP-CPR). Pouze binarni komplex s CPR ale byl katalyticky aktivni [36].
Studie Reed a kol. [37] zkoumala vliv homomerni interakce na katalytickou aktivitu
CYP2B4, CYP2E1 a CYP1A2. Tyto enzymy byly rekonstituovany v lipidovych systémech
v raznych koncentracich P450 a CPR. Zatimco kinetika CYP2B4 odpovidala Michaelise-
Mentenové (hyperbolicka kiivka), kinetika CYP2E1 a CYP1A2 nebyla Michaelis-

Mentenovskd a kiivka miry oxidace substratu jako funkce CYP-CPR meéla charakter
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sigmoidy. To naznaCovalo vysokou miru kooperativity téchto izoforem. Sigmoidalni
zavislost se zménila na hyperbolickou zvySenim iontové sily pufru, coz odpovida
predpokladu, ze povaha interakce je elektrostaticka. Existenci CYP-CYP komplexu autoii
dale potvrdili v membrané¢ [37]. V jiné studii byla nalezena alostericka aktivace touto
interakci pro CYP3A4 [38]. Navzdory dikaziim o existenci homomernich komplexi neni

jasné, jakou tyto komplexy hraji roli v reakcich biotransformace xenobiotik.

Heteromerni interakce

Obdobnou metodikou jako v pfedchozich studiich [34, 35] Kemper a kol. objevili
komplexy heteromerni, a to mezi CYP2C2 a CYP2EI [39]. V jiné studii byly sledovany
enzymy v rekonstituovanych systémech obsahujicich CPR, lipid, CYP1A2 a CYP2B4.
Metabolismus benzfetaminu katalyzovany CYP2B4 byl lehce stimulovan pfitomnosti
CYP1A2, zatimco pfeména 7-pentoxyresorufinu byla vyrazné inhibovana. Inhibice byla
zaroven vyrazngj$i pti nizsich koncentracich CPR, coz pravdépodobné znamena kompetici
obou izoforem P450 o CPR [30]. Alternativni hypotézu nabidli Backes a kol., kteti dosli
k zavéru, Ze pravdépodobné vznika ternarni komplex CPR, CYP1A2 a CYP2B4, poptipadé
1 kvartérni (s dvéma CPR) [29]. Dalsi interakce byla nalezena mezi blizce piibuznymi
CYP2C9 a CYP2C19, kdy ptitomnost CYP2C19 stimulovala hydroxylaci diklofenaku
katalyzovanou CYP2C9 [40, 41].

1.1.3. NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR, EC 1.6.2.4) je membranovy enzym
endoplasmatického retikula. Uz v Sedesatych letech minulého stoleti bylo zjisténo, ze je
primérnim donorem elektront pro cytochromy P450 [21, 42]. Jeji nej¢astéji pouzivany nazev
»cytochrom P450 reduktasa® je pon¢kud zavadéjici, protoze CPR dodava elektrony v mnoha
dalSich reakcich v organismu, katalyzovanych naptiklad hemovymi oxygenasami I a II,

skvalen monooxygenasou nebo nékterymi desaturasami mastnych kyselin [43-46].
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1.1.3.1. Struktura a funkce NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR) obsahuje dvé flavinové skupiny -
FMN a FAD [47-50]. Diky nim je schopna slouzit jako déli¢ elektronového paru z NADPH
a predavat elektrony po jednom v riznych fazich katalytického cyklu P450, piicemz dodani
druhého elektronu je povazovano za krok, ktery limituje rychlost celé reakce [10, 51, 52]

(obr. 5).

MADPH P450Reg P450kep
FMNH __% g FMNH __ o FMNH, FMNH FMNH. FMNH
FAD 7y FADH; FADH FADH ™ pap I ® Eap
1e NADPY  3e Je P450gx 2e 2e P450,x 1e

Obr. 5: Prenos elektronii v systému dvou flavinovych skupin CPR.

CPR méa molekulovou hmotnost 76 az 80 kDa v zavislosti na post-transla¢nich
modifikacich, druhu organismu, ze kterého pochazi, poptipad¢ na solubilizacnim postupu,
ktery byl pouzit béhem izolace [21, 50]. Krom¢ domén vazajicich FAD, FMN a NADPH
obsahuje 1 N-termindlni hydrofobni doménu o délce 60 aminokyselin, kterou je ukotvena
v membrané a ktera je zdsadni pro spravnou funkci CPR jako redoxniho partnera P450 [22,
48]. Domény FMN a FAD spojuje kratka sekvence klicova pro piiblizeni obou domén tak,
aby mohl probéhnout elektronovy pienos [53]. Struktura NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy je uvedena na obr. 6, str. 19.

Béhem vazby NADPH a P450 podstupuje struktura CPR vyrazné konformacni
zmeény [53-57]. Je to pravé vysoka konformacni pruznost proteinu, zejména v C-terminalnim
konci spojovaci domény, kterd umoznuje CPR interagovat s mnoha riznymi izoformami
cytochromil P450 i jinych proteind [43, 55, 58-61]. Zaroven existuje moznost, ze drobné
konformacni rozdily reguluji interakce CPR s cytochromem bs, ktery CPR rovnéz dokaze

redukovat [62, 63].
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Obr. 6: Struktura NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy. Data prevzata z [64]
a upravena v programu PyMOL 1.3

1.1.3.2. Interakce NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy s cytochromy P450

Ackoli se v lidském genomu nachézi desitky gentli pro cytochromy P450 [65], gen
koédujici CPR je jen jeden. Obsah P450 v lidskych jatrech je odhadem 5- az 25-krat vyssi,
nez obsah CPR [66-68]. Vzhledem k tomu, Ze P450 a CPR spolu interaguji se stechiometrii
1:1, vyvstava otazka, jakym mechanismem je zajistén dostatecny ptisun elektronii pro P450.
Hlavni ndzorovy smér predpoklada, Ze interakce probiha mezi kladn€ nabitym povrchem na
P450 v blizkosti hemu a zaporné nabitymi FMN a FAD/NADPH vézajicimi doménami CPR.
Povaha interakce je tedy primarn¢ elektrostaticka [18, 69, 70] (obr. 7, str. 20). Jiné studie ale
navrhuji moZnost, Ze dominantni jsou interakce hydrofobni [71, 72]. Kromé elektronového
pfenosu mize CPR pusobit na P450 allostericky a indukovat zmény konformace P450, a tim

modulovat rychlost elektronového pienosu [16, 22, 73-75].
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membranova
kotva

Obr. 7: Elektrostaticka interakce mezi povrchy CPR a P450. Prevzato z [76] a upraveno.

I zdanlivé malé¢ zmény struktury, jako napiiklad zdména jedné aminokyseliny,
mohou mit vyznamné dasledky pro schopnost CPR efektivné ptedat elektron urcité izoformé
P450. Toto zjisténi bylo ucinéno pii studiu genetické variace v lidském genu pro CPR
a jejiho efektu na aktivitu CYP1A2 [77], CYP2C19 [77], CYP2D6 [78, 79], a CYP3A4 [79,
80]. Ve studii Miller a kol. studovali efekt 35 zkoumanych mutaci CPR. Vétsina z nich méla
negativni dopad na aktivitu CYP1A2 a CYP2C19, ale nékolik z nich aktivitu dokonce
zvysilo, pfi¢emz tento efekt byl specificky pro danou mutaci CPR a konkrétni izoformu
P450 [77]. To by mohlo znamenat existenci unikatnich interakénich mist na povrchu CPR
pro jednotlivé izoformy P450. Autorim jiné studie se dale podafilo obnovit aktivitu
mutantniho CPR koexpresi s n€kterymi izoformami P450 v hmyzich bunikach. To by
nasvédcovalo tomu, Ze asociace s P450 miiZe pozménit a stabilizovat konformaci molekuly
CPR natolik, Ze je kompenzovan efekt mutace CPR [81]. Dale byla potvrzena dilezZitost
hydrofobni kotvy CPR pro spravnou funkci, mimo jin€ na experimentech s potkani CPR bez
této domény. V piitomnosti CPR bez kotvy nebyl CYP1A1 aktivni, akoli tato CPR ochotné
redukovala cytochrom ¢ 1 hemovou oxygenasu I [82]. Experimenty s CPR kvasinek ukazaly,
ze krystalizovana, ale pfesto aktivni forma, ma strukturu velmi odliSnou [83] od konvencni

potkani CPR bez kotvy [47, 84].
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1.1.4. Cytochrom bs

Cytochrom bs je zpravidla integralni hemoprotein cytosolické strany membrany
endoplasmatického retikula a uicastni se reakci spojenych s pienosem elektronti [23, 25, 85],
mimo jiné na cytochromy P450. Byl objeven v roce 1950 v larvach bource moruSového [86-
88]. Od té doby bylo popsano velké mnozstvi izoforem nejen u zivoc¢ichtl, ale také u rostlin,
hub a bakterii [85]. Ackoli vétSina cyt bs je vdzadna na membrany, existuje i v solubilni formé

v cytoplazmé erytrocytil, kde katalyzuje redukci methemoglobinu [89, 90].

1.1.4.1. Struktura a funkce cytochromu bs

Kromé role donoru elektront pro cytochromy P450 se cytochrom bs primarné ucastni
elongace a desaturace mastnych kyselin [91, 92], biosyntézy lipid, plasmalogenti a steroidd,
kde piedava elektron desaturasam [85, 93, 94].

Cytochrom bs je mala (asi 17 kDa) molekula, skladajici se ze tff domén a obsahujici
6 a-helixiit a 5 B-skladanych listd. VéEtSi, asi 100 aminokyselin  dlouhd N-termindlni
hydrofilni doména obsahuje hemovou prosthetickou skupinu a je exponovana do cytosolu.
Nachazi se zde jak struktury B-sklddaného listu, tak a-helixu. Mensi, asi 25 aminokyselin
dlouha C-terminalni hydrofobni doména struktury a-helixu kotvi protein v membrang. Tato
doména je v membran¢ prekvapivé velmi mobilni, coz pravdépodobné zvySuje schopnost
cyt bs interagovat s mnoha riznymi redoxnimi partnery [95]. Mezi obéma doménami se
nachazi tfeti, tzv. spojovaci doména o délce 14 nebo 15 aminokyselin, kterd je velmi
flexibilni (obr. 8, str. 22) [18, 96-99]. Tato doména poskytuje cyt bs flexibilitu potiebnou
pro vazbu partnerd na hydrofilni doménu. Experimenty se zkracovanim tohoto tseku bylo
prokazano, ze k zachovani schopnosti cyt bs se vazat na CYP2B4 je tfeba délky alespon

7 aminokyselin. Naopak prodluzovani tiseku nevedlo k Zadné zméné funkce [100].
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Obr. 8: Struktura cytochromu bs ziskana pomoci NMR. Model struktury rekonstituované
ve dvojvrstve 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfocholinu in silico. Hem vyznacen zelené.

Prevzato z [98].

N-terminalni hydrofilni doména vaZe hemovou skupinu koordina¢né kovalentni vazbou na
zbytky histidinu (H39 a H63) [101-106]. V nepfitomnosti hemu se tato doména stava méné

stabilni a rozvoliuje se, ale po opétovné asociaci s hemem se opét sbali [107].

1.1.4.2. Pisobeni cytochromu bs na funkci cytochromu P450

Jiz v 70. letech minulého stoleti bylo prokézano, Ze cytochrom bs stimuluje
metabolismus nékterych substratti P450 [108, 109]. Odhalovani mechanismu vlivu cyt bs na
reakce katalyzované P450 pokracuje dodnes a bylo navrzeno mnoho rtznych modelt.
Povaha interakce cyt bs s P450, podobné jako CPR s P450, je pfedevsim elektrostaticka
[110-112].

Nov¢jsi studie prichazeji se zjisténim, ze CPR neni vzdy zasadné nutna k funkci
P450. Henderson a kol. v roce 2013 ukézali pokusy s potkany s deleci genu pro jaterni CPR,
ze cytochrom bs muZe plnit roli plnohodnotného donoru obou elektronti v katalytickém
cyklu P450 [113]. Stiborova a kol. v roce 2016 tuto skutecnost prokazali s rekombinantnim
lidskym CYPI1AT1 a jeho pteménou benzo(a)pyrenu [114].
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Dulezitost cyt bs pro in vivo metabolismus 1é¢iv a jinych xenobiotik byla potvrzena
experimenty na potkanech s vyfazenym genem pro cyt bs, u kterych byl metabolismus
nekterych latek, naptiklad trifluoromethylkumarint, benzyloxyresorufinu,
ethoxyresorufinu, methoxyresorufinu a pentoxyresorufinu, vyrazné zpomalen az zastaven
[115-117]. Nasledujici studie vysledek potvrdila i pro fadu cytostatik, napf. fenacetin,
metoprolol nebo midazolam [118].

Efekt cyt bs je velice variabilni a zévisi na konkrétni reakci, izoform¢ P450
a podminkach reakce. Napiiklad CYP17A1 katalyzuje hydroxylaci steroidd, kterd neni
pritomnosti cyt bs ovlivnéna, zatimco specificka stépici reakce na vedlejsim fetézci steroida,
pfeménujici steroidy o 21 uhlicich na molekuly o 19 uhlicich [119], kterou rovnéz katalyzuje
CYPI17A1, je desetkrat amplifikovana [120, 121]. Postulovanych mechanism, kterymi cyt
bs mize stimulovat aktivitu P450, je nékolik. Tradi¢ni mechanismus ptedpokladad piimy
prenos druhého elektronu na P450 béhem jeho katalytického cyklu, ¢imz dochazi k urychleni
kroku, ktery urcuje rychlost celé katalyzy. [23, 85, 108, 122]. Podle druhého mechanismu
tvoii cyt bs s P450 komplex, ktery dokaze ptevzit dva elektrony béhem jediné interakce
s CPR. Cyt bs po redukci P450 prvnim elektronem tento elektron rychle odebird a umoziuje
druhou redukci P450 v rychlém sledu [123]. Tteti mnoznosti je plisobeni cyt bs jako
inhibitoru rozpojeni komplexu (angl. ,,uncoupling) se superoxidovym anionradikalem
[124-126]. Déle bylo prokazéano, Ze apo-cyt bs (bez hemu) zvysuje aktivitu nékterych P450,
napiiklad CYP3A4, CYP2C9 nebo CYP17 [44, 127-129]. Alespoil v n€kterych ptipadech
tedy cyt bs miize ovliviiovat P450 i bez ptenosu elektronu [27, 130-133], ptisobi ziejmé jako
allostericky modulator. Navazani cytochromu bs zptisobuje konformaéni zmény v molekule
P450 — v pfistupovém kanélu pro substrat a v aktivnim centru [10, 23, 27, 44, 134-138].
Cytochrom bs krom¢ stimulace mize reakce také inhibovat kompetici s CPR o vazebné
misto na molekule P450, nebo nemusi mit zadny vliv [25, 115, 130, 139-143]. Pozorovana
byla i zména poméru produktl reakce, naptiklad pfi metabolismu estradiolt CYP 3AS5 [140].

Potencidlné nebezpecnym vlivem je zvySeni mnozstvi vznikajicich kyslikovych
radikalt [144], které vyrazné¢ poskozuji (peroxiduji) lipidové membrany [145].
V rekonstituovanych systémech s lipidem a CPR m¢la ptitomnost cyt bs za nasledek vznik
superoxidovych a hydroxidovych radikal, coz vedlo ke zlomim dvouvldknové DNA
in vitro [146, 147]. Za pozornost stoji fakt, ze k efektu nebylo tieba ptitomnosti CPR, coz

znamena, ze zasadni roli hral cyt bs.
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1.1.5. NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa

NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa (bsR, cytochrom bs reduktasa, EC 1.6.2.2) je
flavinovy enzym patfici do podrodiny transhydrogenas. Katalyzuje jednoelektronovou
reduk¢ni reakci kationu Zeleza v hemovém kofaktoru cytochromu bs za vyuziti NADH,
pricemz zasadnim funkénim prvkem pro pienos elektronu je FAD.

Tento enzym existuje ve dvou formach. Dominantni isoformou je amfipaticka
mikrosomalni varianta, vdzanad na membranu. Ta obsahuje malou hydrofobni doménu
(cca 3 kDa) ukotvujici protein v membrané a velkou katalytickou doménu (cca 31 kDa).
Druhou isoformou je rozpustny cytoplasmaticky protein bez membrdnové casti — tedy
obsahujici pouze katalytickou doménu s FAD. Obé¢ varianty jsou kddovany stejnym genem
a jsou produkty alternativniho sestfihu [148]. Amfipatickd isoforma se nachazi
v cytoplasmatické membrané a membranach endoplasmatického retikula, mitochondrii,
Golgiho aparatu, jadra, peroxisomt, sarkoplasmatického retikula a synapsi neuronti [149].
Spole¢né s cytochromem bs se tcastni napt. detoxifikacnich reakci [150, 151], bioaktivace
1é¢iv a karcinogenti [152], elongace a desaturace mastnych kyselin [91, 92, 153],
metabolismu cholesterolu [93, 94] a syntézy steroidd [154]. Naproti tomu solubilni forma
doprovazi rozpustnou formu cytochromu bs v erytrocytech savci, kde se podili na redukci
methemoglobinu na hemoglobin [155, 156], ¢imZ je zodpovédna za regulaci hladiny
methemoglobinu v téchto bunkach.

Cytochrom bs reduktasa byla, obdobné jako cyt bs, nalezena ve velkém poctu
eukaryotnich organismli — v savcich (véetné Cloveka), ptacich, rybéach, obojzivelnicich,

v rostlinach a houbdch, ale i1 v kvasinkéach a prvocich [149].

1.1.6.1. Struktura NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy

Trojrozmérnd struktura bsR byla poprvé vyieSena vroce 1987, a to pomoci
rentgenove krystalografie proteinu ziskaného z prasecich jater [157]. Dnes databaze proteinil
PDB [158, 159] nabizi fadu strukturnich modelti enzymu, a to pfedevsim varianty praseci,
lidské a potkani. Z divodu vysoké obtiznosti krystalizace membranové formy proteinu se
jedné o strukturni modely solubilni, nebo membranové formy s odebranou membranovou

kotvou.
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Ve struktuie bsR (obr. 9) Ize rozlisit dvé domény: N-terminalni doménu vazajici FAD
(I34 az R143) a NADH vazajici doménu (K173 az F301). Mezi témito doménami se nachézi
pruzna spojovaci doména (G144 az V172) [160, 161]. Tti antiparalelni B-skladané listy
spojovaci domény udrzuji ob¢ funk¢éni domény v dostatecné vzdalenosti a spravné orientaci.
Vzéijemna orientace domén je zasadni pro spravny pienos elektronu z NADH na FAD.
Doména s FAD se skladd ze Sesti antiparalelnich B-sklddanych listli a jednoho a-helixu
v poradi 5B/1a/1B. Doména véazajici NADH obsahuje pét B-skladanych listi a ¢tyii a-helixy
[162, 163].

Obr. 9: Struktura cytochrom bs reduktasy. Oranzové vyznacena struktura FAD. Data

prevzata z [164] a upravena v programu PyMOL 1.3.

1.1.6.2. Mechanismus funkce NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy

Typickou reakci katalyzovanou NADH:cytochrom bs oxidoreduktasou in vivo je

jednoelektronova redukce hemového zeleza cytochromu bs [1491. Reakci 1ze shrnout takto:

2 ferricytochrom bs (Fe*") + NADH — 2 ferrocytochrom bs (Fe**) + NAD" + H*
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Kromé této typické reakce byla pro tento enzym in vitro pozorovana katalyza
redukce jinych latek, napt. cytochromu c¢ [165, 166] a jinych latek obsahujicich
redukovatelné Zelezo, jako naptiklad ferrikyanidu. Déle bsR redukuje naptiklad
dehydroaskorbat nebo chinony, ale nejpfirozenéjSim substratem je hem cytochromu bs
[149]. U bsR bylo pozorovano i vyuziti NADPH misto NADH [167], coZ je ale doprovazeno
vyraznym snizenim efektivity reakce. Reduktasa s mutaci D239T mtize dokonce preferovat
NADPH [168].

Bylo potvrzeno, Ze bsR tvoii komplex scyt bs vpoméru 1:1. Elektrostatické
interakce mezi zbytky lysinu bsR (K42, K126, K163 a K164) a karboxylovymi skupinami
aminokyselin cyt bs (E47, E48, E52, E60, D64) zajistuji pevné propojeni proteinti
a umoziuji elektronovy pienos [169, 170]. Asada a kol. [171] navrhli, Ze na interakci se
navic podili 1 R92, R143 a K295 z bsR. Elektronovy ptenos probiha diky rozdilu redoxnich
potenciali FAD a NAD (asi -60 mV). Tento rozdil umoziuje pienos jednoho az dvou
elektronti na elektronovy akceptor po sméru elektrochemického gradientu [ 172]. Potadi déji
je nasledovné: 2 e z NADH — bsR — FAD — redukce 2 cyt bs — pienos e na desaturasu
(obr. 10), cytochrom P450 nebo methemoglobin. Redukce FAD je limitujicim krokem pro

rychlost této fetézove reakce [173].

substraty

produkty

desaturasa

cytochrom bs reduktasa

Obr. 10: Schéma pienosu elektroni komplexem bsR. Na isoalloxazinovy kruh FAD jsou
preneseny dva elektrony z NADH. Flavinova doména bsR projde konformacni zménou,
umoznujici interakci s hemovou skupinou cytochromu bs (CyB5). Dva zZelezité kationty jsou
redukovany na kationty zZeleznaté. Cytochrom bs dale pokracuje redukci cilového proteinu,

v tomto pripadé desaturasy. Prevzato z [149] a upraveno.
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Domény bsR obsahuji vysoce konzervované strukturni motivy zésadni pro spravnou
funkci enzymu. Napiiklad motiv '3!GxxGxxP'%¢ vytvaFi v doméné vazajici NADH plochou
strukturu, kterd umoznuje dosednuti NADH ve spravné orientaci [ 174]. Na nikotinamidovou
skupinu NADH pusobi protein hydrofobnimi interakcemi, ktery se ucastni G181 a G183.
Isoalloxazinovy kruh FAD je vazan dvéma vodikovymi vazbami na T185 a hydrofobnimi
interakcemi je za Ucasti G182 a P186 piitahovano do dostatecné vzdalenosti k NADH [175,
176].
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1.2. Chemické sitovani proteint

Protoze mezi funkci proteinu a jeho strukturou existuje velmi tzky vztah, je studium
dale pak nuklearni magneticka rezonance (NMR), v poslednich letech i prudce se rozvijejici
kryoelektronova mikroskopie [177, 178]. Takto ziskané struktury ale v dasledku nedostatkli
téchto metod zpravidla nevypovidaji spolehlivé o nativni struktuie proteint. Strukturni data
slouzi jako vychozi bod pro tvorbu teoretickych modela skute¢nych struktur. Pro objasnéni
protein-proteinovych interakci je proto tfeba kombinace s dal$imi metodami. Uzite¢nym
doplnujicim pfistupem pro studium proteinovych komplexti mize byt mapovani strukturnich
interakci kovalentnim vazanim blizkych aminokyselinovych zbytkl, tzv. chemické sitovani.

Sitovani dokédze zafixovat transientni komplexy, které za normalnich okolnosti
existuji jen zlomek sekundy nebo jsou za podminek analyzy nestabilni. Diky pokrokiim na
poli hmotnostni spektrometrie a kryoelektronové mikroskopie doslo v poslednich nékolika
letech k vyraznému narlstu poctu studii kombinujicich tyto metody [179]. Sitovani dava
informaci o vzdalenosti dvou proteint nebo skupin, pficemz je mozno zpravidla lokalizovat
konkrétni aminokyseliny, které byly propojeny, a tak 1 identifikovat konkrétni domeény. Tato
data je dale mozZné pouzit jako parametr pii zpiesiiovani strukturnich modela [179].

Pii sitovani cinidlo nejprve reaguje s vedlej§i skupinou proteinu za vzniku
intermediatu, ktery muize kovalentné reagovat s druhou molekulou proteinu a vytvofit
agregat, nebo reagovat intramolekularné se sousedni skupinou na tomtéz peptidovém fetézci.
Pii sitovacich experimentech tfeba udrZovat vhodnou koncentraci ¢inidla, zpravidla
v fadech mikromold, aby se ptedeslo nezddoucim vedlejSim reakcim. Zaroven se tak

pfedejde nadmérnému naruseni trojrozmérné struktury proteint [180].

1.2.1. Typy sitovacich ¢inidel

Sit'ovaci ¢inidla 1ze rozd€lit na homobifunk¢ni, heterobifunkéni ¢i trifunkéni, a dale
na tzv. ¢inidla s nulovou délkou (angl. ,,zero-length cross-linkers*) [180]. Homobifunkéni
¢inidla obsahuji dvé€ identické funkéni skupiny, mezi nimiZ se nachézi ¢ast molekuly

o definované délce, tzv. raménko (angl. ,,spacer*) (obr. 11 A, str. 29). Takové ¢inidlo je tedy
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schopno kovalentné spojit dva stejné postranni fetézce aminokyselin. Jejich hlavni

nevyhodou je sklon k tvorbé velkého mnozstvi nezddoucich a nepfedvidatelnych vedlejSich

produkti [181]. Heterobifunk¢ni ¢inidlo obsahuje dvé rizné reakéni skupiny (obr. 11 B),

takze je schopno propojit riznyné postranni fetézce.

Nejmensi sitovaci ¢inidla jsou tzv. cinidla s nulovou délkou. Ta umoziuji

kovalentné propojit dva proteiny piimo — tedy bez vneseni propojovaciho raménka.

Zvlastni skupinu tvofi trifunkéni ¢inidla (obr. 11 C), obsahujici kromé dvou rtiznych

reaktivnich skupin (jako heterobifunkéni €inidla) navic tieti, zpravidla nereaktivni, skupinu.

Tato skupina je schopna se specificky vazat na jiny protein nebo napi. médium pro afinitni

chromatografii, ¢ehoz se vyuziva pro snadnou purifikaci. Pfikladem takové treti skupiny je biotin

[182, 183]. Jeden ze zastupcii této skupiny je sulfo-SBED (obr. 11 D), obsahujici kromé& azidové

a sukcinimidové skupiny i biotin.

A reaktivni skupina 1 reaktivni skupina 1

*—O

B reaktivni skupina 1 reaktivni skupina 2
C reaktivni skupina 1 reaktivni skupina 2

skupina 3
(napf. biotin)

arylazidova skupina

ox:) C %0
N=N=N
N

H 0
H}}
S
S/
4<’ O
¢
8] N
O o . .
v sukcinimidova skupina
07 NS

Obr. 11: Sitovaci ¢inidla. 4 - homobifunkcni cinidlo, B - heterobifunkcni cinidlo,

C - trifunkcni cinidlo, D - trifunkcni cinidlo, sulfo-SBED. Prevzato z [180] a upraveno.

Existuje cela fada funkénich skupin, vyuzivanych pro chemické sitovani. Lze je
9

rozdélit podle toho, se kterymi skupinami na proteinu reaguji. Pro vazani aminoskupin

(-NH>») se vyuziva N-hydroxysukcinimidovych esterti (NHS), nekdy ve form¢ sulfo-NHS,
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které maji vyssi rozpustnost. NHS estery tvoii stabilni amidové a imidové vazby

s primarnimi a sekundarnimi aminy, napiiklad e-aminoskupinou lysinu (obr.12).

o $0;Na 0
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Obr. 12: Reakéni schéma sulfo-NHS esteru s aminoskupinou. Prevzato z [180]

a upraveno.

Ptikladem homobifunkénich NHS ¢inidel jsou disukcinimidylglutarat (DSG)
a disukcinimidylsuberat (DSS), které se 1i8i délkou raménka (obr. 13).

SS

délka raménka - 0,77 nm délka raménka - 1,14 nm

0
0 0 0 0
q ¢ 2 .0 N
N Jj\//\)l\ N N 0
0 0
0 0
0 0 0
DSG D

Obr. 13: Vzorce DSG a DSS. Prevzato z [184] a upraveno.

DalSimi latkami vazajicimi aminy jsou imidoestery (obr. 14). K sitovani proteint se
pouzivaji uz vice nez padesat let [185] a na rozdil od jinych c¢inidel jsou vysoce specifické
k primarnim amintim. Pfi fyziologickém pH jsou ale podstatné méné efektivni neZ NHS

[186]. Piikladem je DMS (dimethylsuberimidat, obr. 15, str. 31)

NH,"

NH;"
mompe 1 o, e p o o] s
a B

Obr. 14: Reak¢ni schéma imidoesteru s aminoskupinou. Prevzato z [180] a upraveno.
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NH;*CI"
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Obr. 15: Vzorec DMS. Prevzato z [184].

Pro vazbu sulfhydrylovych skupin (-SH) je vyuzivano maleinimida (obr. 16). Pii pH
mezi 6,5 a 7,5 je reakce maleinimidu velmi specificka k sulthydrylové skupiné [187, 188],
v baziCtéjSim prostiedi ale reaguje i s aminy [189]. Pfi zvySovani pH zaroven dochdzi
k hydrolyze maleinimidové skupiny a jeji deaktivaci vii¢i sulfhydrylové skupiné [180]. Pti
sitovani -SH skupin cysteinu situaci komplikuje fakt, ze tyto skupiny se ¢asto Gcastni tvorby
disulfidovych mistkd. Redukei téchto mistkd za Gcelem vytvofeni propojitelnych -SH

skupin ale mize dojit k naruSeni trojrozmérné struktury proteinu.

0 0
T
PROTEIN-SH + R~ "N o RN "
)
0

0O

Obr. 16: Reak¢éni schéma maleinimidu se sulfhydrylovou skupinou. Prevzato z [180]

a upraveno.

Kromé& maleinimidi se k vazani sulfhydrylovych skupin pouZivaji haloacetylova ¢inidla
(jodoacetyl nebo bromoacetyl, obr. 17), vytvatejici v mirn¢ bazickém prostredi thioetherové
vazby, a pyridyldisulfidy (obr. 17), které tvoti snadno redukovatelné disulfidové mistky
[184].

Jodoacetyl Pyridyldithiol
Obr. 17: Vzorce haloacetylu (jodoacetyl) a pyridyldisulfidu (pyridyldithiol).

Prevzato z [184] a upraveno.
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Nejbéznéjsim typem Cinidel snulovou délkou jsou karbodiimidy, které
zprostiedkovavaji mimo jiné tvorbu amidové vazby mezi karboxylovou a amino- skupinou
[190]. Nejznaméjsim  zastupcem je  EDC  (I1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
karbodiimid hydrochlorid). EDC je zpravidla pouzivdn v kombinaci se sulfo-NHS
(N-hydroxysulfosukcinimid), ktery stabilizuje intermediat reakce a vede ke zvySeni vytézku

reakce (obr. 18) [191].
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Obr. 18: Reakéni schéma c¢inidla EDC v kombinaci se sulfo-NHS vedouci
k propojeni proteini. Sitovadni probiha s aminoskupinami nebo karboxylovymi skupinami.

Prevzato z [180] a upraveno.

Zajimavym typem funkcnich skupin sitovacich €inidel jsou skupiny fotoreaktivni.
Tyto skupiny jsou aktivovany dopadem UV zafeni a reaguji velmi nespecificky. Je dileZité,
aby skupina byla za tmy stabilni, ale aby se efektivné rozpadala ve svétle takové vinoveé
délky a intenzity, aby nedochazelo k poskozeni proteinu. Hojné pouzivané jsou arylazidy.
Arylazid se pii fotolyze preméiiuje na velmi nestabilni nitrenovy biradikal, ktery
nespecificky napadd chemické vazby cilové molekuly (obr. 19, str. 33). Dochazi napiiklad
k adici na dvojné vazby nebo inserci do vodikovych vazeb [192]. Nevyhodou arylazidi je

fakt, ze jsou aktivovany kratkovinnym UV zéfenim (< 280 nm) [180].
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Obr. 19: Reak¢ni schéma fotolyzy arylazidu a vazby na aminoskupinu.

Prevzato z [180] a upraveno.

Diaziriny jsou relativné stabilni fotoreaktivni ¢inidla, aktivovana svétlem vinové
délky pfiblizné 360 nm, a vytvaii vysoce reaktivni karbenovy biradikal, atakujici vazby
heteroatom-H nebo C-H (obr. 20). Fotolyzou ale bohuzel mohou vznikat diazoizomery, silna

alkylujici ¢inidla zptsobujici nezadouci reakce [193].

| i R
UV svétlo >(©
R PROTEINFNH;, —  u
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Obr. 20: Reakéni schéma fotolyzy diazirinu a vazby na aminoskupinu. Prevzato z [180]

a upraveno.

1.2.2. Fotoaktivovatelné proteiny

Alternativni variantou chemického sitovani je pouziti rekombinantnich proteini
obsahujicich fotoreaktivni skupinu. V takovém piipad¢ je sitovacim cinidlem piimo
samotny, tzv. fotoaktivovatelny, protein. Ptistupy k inkorporaci fotoreaktivnich skupin do
proteinové struktury jsou v zasadé tfi: bez modifikace translaéniho aparitu bunky, tzv.
roz$iteni jejiho genetického kddu nebo bezbunécna exprese.

Prvni pfistup vyuzivad pfirozen¢ho translaéniho aparatu bunky k inkorporaci
modifikované aminokyseliny do sekvence. Ackoli tyto aminokyseliny obsahuji fotoreaktivni
skupinu, jsou dostate¢n¢ strukturné podobné svym ptirozenym analogiim, takze jsou

rozeznavany pfirozenymi aminoacyl-tRNA-synthetasami (obr. 23, str. 35). Produkce
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rekombinantniho proteinu probihd v médiu obsahujicim nepfirozenou aminokyselinu
a ochuzeném o pfirozenou aminokyselinu [180, 194]. Piikladem fotoreaktivnich analogt

proteinogennich aminokyselin jsou foto-methionin, foto-fenylalanin a foto-isoleucin

(obr. 21).

HoOC HOOC,
NH, NH;
f-lle lﬂl lle
N
HOOC HOQC,

N
f-Phe N””2 ™ Phe
|
HOOC HOOC
£-Met N ? "2 Met
| S
\\

Obr. 21: Fotoreaktivni analogy prirozenych aminokyselin.

b

f-1le: foto-isoleucin, f-Phe: foto-fenylalanin, f-Met: foto-methionin

Druhy pfistup vyzaduje modifikaci genomu buniky introdukei novych genil pro
aminoacyl-tRNA-synthetasu a jeji tRNA, jejichz expresi ziskd bunka zcela novy,
tzv. orthogonalni par enzymu a tRNA. Ten neinterferuje s endogennimi pary, coz je
zajisténo vybérem zdrojového organismu, ktery musi byt dostatecné evolucné vzdaleny.
Orthogonalni tRNA je kédovana stop-kodonem UAG, ktery je pfidan do piesného mista
v genu zkoumaného proteinu. Nova aminoacyl-tRNA-synthetasa rozeznava nepiirozenou
fotoreaktivni aminokyselinu a nerozeznava zadnou piirozenou, k ¢emuz jsou bunky
selektivné kultivovany. Produkce proteinu probihd v médiu obsahujicim nepfirozenou
aminokyselinu. Vysledkem je tedy protein s nepfirozenou aminokyselinou na piesné

znamém misté v sekvenci (obr.23 B, str. 35) [195-198]. Ptikladem aminokyselin, kter¢ jsou
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k této metodé pouzivany, je DiZPK obsahujici diazirinovou skupinu [199] a pBpa
(p-benzoyl-L-fenylalanin), obsahujici benzofenon, pouzivany k vazbé DNA [200] (obr. 22).

0
HN)LN/\/\Nfg‘I Q
H 00

DiZPK H,N~~CO,H pBpa

H,N" >CO,H

Obr. 22: Aminokyseliny DiZPK a pBpa. Inkorporace do proteinu probihda pomocit
exogenniho paru tRNA synthasy a tRNA.

A M B
endogenni : gaﬁgltr)?éesgﬁna endogenni : orthogonalni
aminokyselina o aminokyselina aminokyselina

endogenni ¢ ,t endogenni orthogonalni
synthetasa synthetasa synthetasa
%% endogenni %% &% P
endogenni orthogonalni

y A v ! tRNA 'LtRNA

e A ’A;%
- ——
P —

¢ translace

z i ‘Ir translace
OOIQQO&D%OO&)OO.: © %%

Obr. 23: Metody inkorporace fotoreaktivnich aminokyselin do proteinu.

A: Endogenni translacni aparat zaclenuje exogenni aminokyselinu do sekvence.

B: Geneticky kodované fotoreaktivni aminokyseliny inkorporovany pomoci orthogondalniho
paru aminoacyl-tRNA-synthetasy a tRNA.

Prevzato z [201] a upraveno.

Tretim zplisobem ziskdni mutantnich proteinli je exprese in vitro, také nazyvana
in vitro translace nebo bezbunétna (angl. ,.cell-free”) exprese. Vyhodou je jeji rychlost

arelativni nendrocnost, protoze nevyzaduje genovou transfekci, kultivaci bunék ani
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komplikovanou purifikaci proteinu. Nevyhodou je nizké mnozstvi pfipravené¢ho proteinu
oproti expresi v buiikach [202].

Metoda bezbunécéné exprese vyzaduje nukleovou kyselinu (mRNA nebo DNA),
kodujici dany protein, a transkripcni a translacni aparat, jehoz hlavni komponenty jsou
ziskany extrakci z bun¢k. Jedna se o RNA polymerasy, ribosomy, aparaty pro skladani
proteind, tRNA, enzymové kofaktory, aminokyseliny a molekuly slouzici jako zdroj energie.
Vsechny potiebné slozky aparatu jsou ziskany z bunééného lyzatu. Buné¢né membrany jsou
odstranény a je zachovan pouze cytosol a organely. Prvni systémy pfipravené za timto
ucelem pochazely z prokaryotickych bunék, ale dnes existuji i hmyzi a savéi véetné lidskych.
Eukaryotni systémy poskytuji oproti bakterialnim spravné skladani eukaryotnich proteinti
a posttranslacni modifikace [203-205].

Zatimco lyzaty z E.coli neobsahuji endogenni genetickou informaci, ¢asto pouzivané
lyzaty zkrali¢ich retikulocyti nebo hmyzich bunék obsahuji endogenni mRNA, které
mohou byt translatovany béhem syntézy cilového proteinu. Tyto lyzaty jsou proto piedem
oSetfeny smési nukleas, aby dochazelo pouze k zadouci translaci exogenni nukleové
kyseliny. Po odstranéni endogennich genii a transkriptii jsou dodany inhibitory RNas, aby
nedochazelo k degradaci zadouci templatové mRNA [202, 203].

Expresni systémy jsou schopny provadét syntézu proteinu bud’ z DNA templatu
(transkripce 1 translace), nebo z mRNA templatu (translace). DNA pro transkripci in vitro
muze byt linearni, cirkularni plasmidova, nebo fragment z PCR (polymerasova fetézova
reakce). Molekula ale musi obsahovat promotorovou sekvenci pfed genem, ktery bude
transkribovan. DNA-dependentni RNA polymerasy (RNA Pol) tuto sekvenci rozpoznavaji
a vazou se na né, aby mohla byt zahdjena transkripce. VétSina RNA Pol ma vice podjednotek
a vyzaduje fadu proteinovych faktori ke spravné funkci, coZ znesnadnuje jejich vyuziti
z diivodu slozité rekonstituce systému [206]. RNA Pol bakteriofagti, naptiklad T3 a T7, jsou
monomerni a nevyzaduji k translaci, véetné terminace a uvolnéni templatu, Zadné proteinové
faktory. Jsou proto vhodné pro bezbunétnou expresi [203]. Zatimco transkripéni aparat
muze byt rekonstituovan z purifikovanych molekul, transla¢ni aparat je piili§ komplexni a je
ziskavan pouze z bunéénych extraktli. Za ucelem zvyseni vytézku proteinu jsou zpravidla

zvngjSku pfidavany aminokyseliny a molekuly dodavajici energii [203].
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2. Cil prace

Primarnim cilem prace bylo
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy z jaterni

chromatografickych metod a enzym purifikovat.

Druhym cilem prace bylo ze
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu.

piipravit

tkané kralika

stejné  jaterni

postup

purifikace

domaciho kombinaci

tkané

purifikovat
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3. Material a metody

3.1. Pouzité pristroje

Centrifugy:

Beckman Optima XPN-90 (Beckman Coulter), Beckman Optima LE-80K
(Beckman Coulter), K-23 (Janetzki), K-24 (Janeztzki), miniSpin (Eppendorf), Beckman
Allegra X-22R (Beckman Coulter), Eppendorf 5415 R (Eppendorf), HERMLE Z 323 K
(Hermle Labortechnik)

Spektrofotometry:
Specord 250 Plus (Analytik Jena), Agilent Cary 60 UV-Vis (Agilent), ¢tecky mikrodesticek

Sunrise (Tecan) a Safire? (Tecan)

Ostatni:

kapalinovy chromatograf AKTA Prime Plus se softwarem Primeview 5.31, nastavcem
Superloop a adaptérovou kolonou XK16/20 (GE Healthcare); aparatura pro elektroforézu
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad); zdroj pro elektroforézu PowerPac Basic (Bio-Rad);
inkubator MINI Dry Bath (Eppendorf); homogenizatory podle Pottera a Elvehjema;
ultrafiltraéni cely Amicon s vyménitelnymi membranami DIAFLO PM-10 a PM-30
(Millipore), filtr Millipore Express Plus 0,22 um (Millipore), vakuova pumpa Laboport Mini
(KNF), vortexy Genius 3 (IKA) a MA1 Minishaker (IKA), magnetické michacky RH Basic
2 (IKA) a Monotherm (Variomag), pH metr HI2211 (HANNA Instruments), automatické
pipety Nichipet EX (Nichiryo) a Research Plus (Eppendorf), analytické vahy Discovery
(OHAUS), PESA 40SM-200A (PESA), ER-120A, (A&D Company), HM-200 (A&D
Company), AEA-100G (Adam Equipment), vahy EK-600H (A&D Company), Kern 440-
35N (Kern und Sohn), Kern 440-35A (Kern und Sohn), Kern EW (Kern und Sohn)

38



3.2. Material a chemikalie

BIO BASIC, Inc., USA

Ethylendiamintetraoctova kyselina

BIO-RAD, USA
Precision Plus Protein Standard DUAL Color, Precision Plus Protein Standard DUAL Xtra,

Precision Plus Protein Standard Unstained

Farmakon Olomouc, CR

fenobarbital sodny

Fluka, Svycarsko

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB); akrylamid; dodecylsulfat sodny; 2-merkaptoethanol;
N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS); N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED);
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris); protaminsulfat; a-tokoferol (vitamin E);

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)

GE Healthcare, Svédsko
HiPrep DEAE 16/10 FF (Diethylaminoethyl-Sepharose), HiPrep CM 16/10 FF
(Carboxymethyl-Sepharose), HiPrep SP  16/10 FF  (Sulfopropyl-Sepharose),
2',5'-ADP-Sepharosa 4B

Lachema Brno / Lachner / Lach-Ner, Ceska republika

dihydrogenfosforec¢nan draselny; disodna stl ethylendiamintetraoctové kyseliny; glycerol;
glukosa; sacharosa; methanol; ethanol; kyselina octov4; uhlicitan sodny; hydrogenuhli¢itan
sodny; vinan sodny; chlorid sodny; chlorid draselny; chloroform; ferrikyanid sodny;
bromfenolovd  modf; dodekahydrat  hydrogenfosfore¢nanu  sodného;  dihydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného; hydroxid sodny; hydroxid draselny; peroxodisiran

amonny; glycin; cholat sodny
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Linde, Ceska republika
oxid uhelnaty, kapalny dusik, plynny dusik

Roche, USA
Complete ULTRA Tablets (proteasové¢ inhibitory)

Sigma-Aldrich, Inc., USA
Brij 35; 4,4’ -dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina (BCA); 5°-ADP agarosa

Sevapharma, a.s, Ceska republika
hovézi sérovy albumin (BSA)

Thermo Fisher Scientific, USA
Pierce BCA Protein Assay Kit

3.3. Pouzité pufry a jiné roztoky

Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci BCA

Roztok A:

1 % BCA (w/v); 0,4 % NaOH (w/v); 0,95 % NaHCO3 (w/v); 2 % Na;COs3 - H2O (w/v);
0,16 % vinan sodny (w/v); pH 11,25

Roztok B:

4 % CuSOs - 5H20 (w/v)

Roztoky pro elektroforézu v prostiedi SDS

Pufr A:

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

Polymeracni roztok:

29 % akrylamid (w/v); 1 % BIS (w/v)

Pufr B:

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

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

0,025 M Tris-HCI; 8 % SDS (w/v); 40 % glycerol (v/v); 20 % 2-merkaptoethanol (v/v);

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

Barvici lazei:

0,25 % Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v);
9,2 % kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci lazen:

25 % ethanol (v/v); 10 % kyselina octova (v/v)

Separacni gel (15%):

I,I ml vody; 1,3 ml pufru A; 2,5 ml 29 % akrylamid
50 ul 10 % SDS (w/v); 2 ul TEMED; 50 pl 10 % APS (w/v)

Separacni gel (12 %):
1,6 ml vody; 1,3 ml pufru A; 2,0 ml 29 % akrylamidu
50 ul 10 % SDS (w/v); 2 ul TEMED; 50 pl 10 % APS (w/v)

Separacni gel (10 %):
1,9 ml vody; 1,3 ml pufru A; 1,7 ml 29 % akrylamidu
50 ul 10 % SDS (w/v); 2 ul TEMED; 50 pl 10 % APS (w/v)

Separacni gel (8 %):
2,3 ml vody; 1,3 ml pufru A; 1,3 ml 29 % akrylamidu
50 ul 10 % SDS (w/v); 3 ul TEMED; 50 ul 10 % APS (w/v)

5 % zaostfovaci gel:
1,4 ml vody; 250 pl pufru B; 330 pl 29 % akrylamidu
20 ul 10 % SDS (w/v); 2 ul TEMED; 20 pul 10 % APS (w/v)

4 % zaosttovaci gel:
1,5 ml vody; 250 pl pufru B; 267 pl 29 % akrylamidu
20 ul 10 % SDS (w/v); 2 ul TEMED; 20 pl 10 % APS (w/v)

Roztoky pro stanoveni aktivity
Pufr pro stanoveni koncentrace cytochromu P450:

100 mM KH>PO4+/KOH; 2 % glycerol (v/v); pH 7,5

Puftr pro stanoveni aktivity NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasy:
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Reakéni smés pro stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy:
cyt ¢ (0,25 mg/ml); 0,2 mM NADPH; 300 mM KH>PO4+/KOH; 1 mM EDTANay; pH 7,4

Pufr pro stanoveni aktivity NADH: cytochrom bs oxidoreduktasy:
100 mM KH>PO4/KOH; pH 7,5

Reakéni smés pro stanoveni aktivity NADH: cytochrom bs oxidoreduktasy:

0,6 mM ferrikyanid; 0,3 mM NADH; 100 mM KH>PO4+/KOH; pH 7,5

Pufry pro izolaci mikrosomalni frakce

Pufr C1 (homogeniza¢ni pufr):

153 mM KCI/KOH; 10 mM EDTANay; 0,5 mM PMSF; 50 uM vitamin E (a-tokoferol);
pH 7,5

Pufr C2:

100 mM NasP>,O7/KOH; 1 mM EDTANa; 100 mM KCI; pH 7,5

Pufr C3:

0,25 mM sacharosa/NaOH; 10 mM EDTANa2; 1 mM DTT; 250 puM vitamin E
(a-tokoferol); 1 tableta proteasového Complete ULTRA Inhibitoru na 50 ml pufru; pH 7,5

Pufry pro solubilizaci a chromatografii
Pufr S (solubilizaéni pufr):
50 mM Tris/acetat; 1| mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 1 mM DTT; pH 7,5

Pufr DEAE1-1 (ekvilibraéni a promyvaci pufr pro DEAE-Sepharosu (1)):

5 mM Tris/acetat; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,5

Pufr DEAE1-2 (elu¢ni pufr pro DEAE-Sepharosu (1)):

5 mM Tris/acetat; | mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v); 400 mM KCI;
pH 7,5

Pufr DEAE2-1 (ekvilibracni a promyvaci pufr pro DEAE-Sepharosu (2) a ekvilibracni pufr
pro 5°-ADP agarosu (2)):

5 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v);
0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0
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Pufr DEAE2-2 (eluéni pufr pro DEAE-Sepharosu (2)):
5 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v);
500 mM KCI; pH 7,0

Pufr CM1-1 (ekvilibra¢ni a promyvaci pufr pro CM-Sepharosu (1)):

20 mM HEPES/NaOH; 1 mM EDTANa;y; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0
Pufr CM1-2 (eluéni pufr pro CM-Sepharosu (1)):

20 mM HEPES/NaOH; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v);
400 mM NaCl; pH 7,0

Pufr CM2-1 (ekvilibra¢ni a promyvaci pufr pro CM-Sepharosu (2)):

20 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANa;; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0
Pufr CM2-2 (elu¢ni pufr pro CM-Sepharosu (2)):

20 mM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTANaz; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v),
250 mM KCI; pH 7,0

Pufr CM3-1 (ekvilibracni a promyvaci pufr pro CM-Sepharosu (3)):

5 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v);
0,1 % Brij 35 (w/v); pH 6,8

Pufr CM3-2 (elucni pufr pro CM-Sepharosu (3)):

5 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v);
0,1 % Brij 35 (w/v); 300 mM KCI; pH 6,8

Pufr CM4 (fedici pufr pro preparat nanaSeny na CM-Sepharosu (4)):
5 mM KH>PO+/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v); pH 6,8

Pufr A1l (ekvilibraéni pufr pro 5°-ADP agarosu (1)):

50 mM KHoPO4/KOH; 1 mM EDTANaz; 20 % glycerol (v/v); 0,1 mM DTT;
0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0

Pufr A2 (eluéni puftr pro 5°-ADP agarosu (1)):

50 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % Brij 35 (w/v),
1,2 mM NADH; pH 7,0

Pufr A3 (elu¢ni pufr pro 5°-ADP agarosu (2) a (3)):

5 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANaz; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v);
0,1 % Brij 35 (w/v); 1,2 mM NADH; pH 7,0

43



Pufr A4 (promyvaci puft pro 5‘-ADP agarosu (4)):
30 mM KH;PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,1 mM
0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0

Pufr E1 (ekvilibraéni a promyvaci pufr pro 2°,5°-ADP-Sepharosu (1) a (3)):

50 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol
0,1 % Brij 35 (w/v); pH 7,0

Pufr E2 (eluéni puftr pro 2°,5‘-ADP-Sepharosu (1)):

50 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol
0,1 % Brij 35 (w/v); 1,0 mM NADP*; pH 7,0

Pufr E3 (promyvaci pufr pro 2¢,5°-ADP-Sepharosu (2) a (3)):

50 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol
0,1 % cholat sodny (w/v); pH 7,0

Pufr E4 (elu¢ni pufr pro 2°,5‘-ADP-Sepharosu (2) a (3)):

50 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol
0,1 % cholat sodny (w/v); 0,5 mM NADP"; pH 7,0

Pufr ES (dialyzaéni pufr pro eluat 2°,5°-ADP-Sepharosy (2) a (3)):

50 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol
pH 7,0

DTT;

(V/v);

(v/v);

(v/v);

(v/v);

(V/v);
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3.4. Metody

3.4.1. Analytické metody

3.4.1.1. Stanoveni koncentrace proteinii pomoci bicinchoninové kyseliny

Princip metody spociva v redukci médnatych kationti na médné peptidovymi
vazbami a n¢kterymi postrannimi skupinami aminokyselin v bazickém prostfedi. Méd'né
ionty jsou poté chelatovany 4,4‘-dikarboxy-2,2‘-bicinchoninovou kyselinou (BCA) za
vzniku modrofialového komplexu, jehoz absorpéni maximum je pfi 562 nm. Intenzita
zbarveni je pfimo Umérnd koncentraci médnych iontli v roztoku, a tedy i piiblizné
koncentraci proteinu [207, 208].

Cinidlo pro stanoveni bylo p¥ipraveno tésné pied pouzitim smichanim roztoku A
a roztoku B v poméru A:B = 50:1.

Do jamek 96-jamkové mikrotitratni destiCky bylo pipetovano vzdy 15 pl
vzorku/standardu/vody a 120 ul ¢inidla. Slepy vzorek destilované vody a vzorky o neznamé
koncentraci byly méteny v triplikatech, roztoky standardu v duplikéatech. Roztoky byly po
lehkém protiepani inkubovany pii 37 °C po dobu 30 minut. Po 5-minutovém stani pfi
laboratorni teploté byla métena absorbance pii 562 nm (spektrofotometr Sunrise (Tecan)).

Standardem stanoveni byl hovézi sérovy albumin (BSA). Byla pfipravena fedici fada
roztokdl BSA o koncentracich 1,0; 0,75; 0,5; 0,25 a 0,125 mg - ml™'. Pro kazdy roztok byla
zméfena absorbance a z hodnot byla sestrojena kalibra¢ni pfimka. Dosazenim hodnot Ase2
vzorkll do rovnice kalibra¢ni pfimky byly vypocteny hodnoty koncentrace proteinu ve

vzorcich.

3.4.1.2. Stanoveni koncentrace cytochromu P450 diferen¢ni spektrometrii

Ke stanoveni koncentrace cytochromu P450 byla pouzita metoda diferencni
spektrometrie spocivajici v méfeni absorbance redukovaného komplexu cytochromu P450
s oxidem uhelnatym v charakteristickém maximu pii 450 nm [209, 210].

Vzorek byl natedén pufrem pro stanoveni cytochromu P450 na objem 2 ml a bylo

pfidano asi 5 mg dithionicitanu sodného. Po dikladném promichani byl roztok rozdélen do
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dvou identickych kyvet o optické draze 1 cm. Vzorek v jedné z kyvet byl probublavan
jemnym proudem oxidu uhelnatého pro dobu 60 s, nacez bylo na dvoupaprskovém
spektrofotometru Specord 250 Plus zméteno diferencni spektrum v rozsahu vinovych délek
400 - 490 nm.

Hodnota koncentrace cytochromu P450 byla ziskdna z nasledujiciho vztahu:

A —-A v v__ 7z -
Coyp = =202 fedéni [umol - dm™3],
gcypl

kde ccyp je koncentrace cytochromu P450, Ax absorbance pii vinové délce x nm, ecyp
molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (ecyr = 0,091 pmol! cm™ dm? [209])

a [ optickd draha v centimetrech.

3.4.1.3. Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

Aktivita CPR byla métena jako rychlost redukce cytochromu c, jehoZ koncentraci je
mozno vypocitat pomoci molarniho absorpcniho koeficientu pii vlnové délce 550 nm.

V kyveté bylo smichano 480 ul pufru pro stanoveni CPR s 5 pl cytochromu c
(25 mg/l) a 10 ul 10 mM NADPH a po protiepani byla zmétena absorbance pozadi pii
550 nm. Reakce byla zahajena ptidavkem 5 pl vzorku a protfepanim, nacez byl registovan
linedrni narlst absorbance pti 550 nm (jednou za 0,5 s) po dobu 60-120 s (spektrofotometr
Specord 250 Plus). Aktivita enzymu je definovana jako mnoZstvi cytochromu c
preménéného enzymem za 1 min a byla vypoctena z nésledujiciho vzorce:

-1, t—l

Acpr = Agsg - 171+ &55 [umol cyt ¢ - min~! - ml™1]

a specificka aktivita CPR byla vypoctena ze vzorce

— .11, =1, 4+-1 . -1 1
acpr = DAgso " 17" " €550 Cp

[umol cyt ¢ - min~! - mg™1],
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kde AAssq je zména absorbance pii 550 nm za dobu ¢ (v minutéch), / je opticka draha kyvety
(v centimetrech), &s59 je molarni absorpéni koeficient cytochromuc pifi 550 nm

(€550 = 21 mmol! cm™ dm? [211] a ¢, je koncentrace proteinu (mg - ml™!).

3.4.1.4. Stanoveni aktivity NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy pomoci

ferrikyanidu

Aktivita bsR byla méfena jako rychlost redukce atomu zeleza ferrikyanidového
aniontu za spotfeby kofaktoru NADH. Tato redukce je métitelna jako pokles absorbance pii
vinové délce 420 nm [149, 212].

Do kyvety bylo odméteno 910 pl pufru pro stanoveni aktivity bsR a 50 pul 12 mM
ferrikyanidu draselného a byla zmétena absorbance pozadi. Bylo pfidano 10 pl vzorku
a reakce byla zahajena ptidavkem 30 pul 10 mM NADH a protfepanim. Nasledné byl méfen
linearni pokles absorbance pti 420 nm (kazdych 0,5 s) po dobu 60-120 s (spektrofotometr
Specord 250 Plus). Od hodnot rozdilu absorbance byla odectena hodnota odpovidajici
ptirozenému poklesu z diivodu chemické redukce ferrikyanidu NADH. Aktivita bsR (assr)
byla definovana jako latkové mnozstvi redukovaného ferrikyanidu za 1 min a byla
vypocitana podle nésledujiciho vzorce:
1.4-1

Apsp = —DAyp0 171 g4007 L [umol ferrikyanidu - min~! - ml™1]

a specificka aktivita CPR byla vypoctena ze vzorce

1 t_l . -1

— L7-1. -1, 1
Apsg = —AAgp0 - 1 €420 Cp

[umol ferrikanidu - min~! - mg~1],

kde AA,,, je zména absorbance pii 420 nm za dobu ¢ (v minutach), / je opticka draha kyvety

(v centimetrech), &4,0 je molarni absorpcni koeficient ferrikyanidu pii 420 nm

(€420 = 1,02 mmol™! cm™ dm® [149] a ¢, je koncentrace proteinu (mg - ml™).
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3.4.1.5. Kvalitativni zjiSténi aktivity NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy

pomoci cytochromu bs

Schopnost finalniho preparatu bsR redukovat cytochrom bs byla potvrzena pomoci
méieni diferenc¢niho spektra redukované a oxidované formy cytochromu bs.

Do kazdé ze dvou kyvet bylo odméfeno 470 pl pufru pro stanoveni aktivity bsR,
10 ul frakce obsahujici cytochrom bs (frakce €. 53 eluovana z kolony DEAE-Sepharosy (1),
kap. 4.2.2.) a 10 pl preparatu bsR. Do referen¢ni kyvety bylo nasledné ptidano 10 pl pufru
a do vzorkové kyvety bylo ptidano 10 ul 10 mM NADH.

Kyvety byly protfepany a bylo méfeno diferencni absorpéni spektrum
(spektrofotometr Specord 250 Plus) obou smési v intervalu 390-455 nm. Byl sledovéan vznik
minima pii 413 nm a maxima pii 425 nm, znamenajici vznik redukované formy

cytochromu bs.

3.4.2. Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

v prostiredi SDS

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(angl. zkr. SDS-PAGE) je elektromigratni metoda vyuZivand k separaci proteind.
Docecylsulfat je detergent, ktery molekuly proteini denaturuje a udé€li jim zaporny néaboj,
a ty poté putuji ke kladn€ nabité anod¢ gelem. Mezi faktory ovliviiyjici rychlost pohybu
molekul protein patii predevS§im velikost (resp. molekulovd hmotnost), tvar molekul,
velikost jejich naboje a intenzita elektrického pole. VéEtSsi molekuly jsou gelem vice
zpomalovany a dojde k rozdéleni proteinti podle jejich molekulové hmotnosti. Pro piesnéjsi
separaci menS$ich proteinti se pouziva gel s vyssi koncentraci akrylamidu.

Skla pro nalévani gelu byla odmasténa ethanolem a seviena ve stojanu (sila gelu
1 mm). Mezi skla byla pipetovdna smés pro vytvoreni separacniho gelu o koncentraci
akrylamidu 15 %, 12 %, 10 % nebo 8 %. Roztok byl pro vyrovnani hladiny a odstranéni
bublin pfevrstven destilovanou vodou a nechan polymerovat 30-60 minut. Poté byla voda
odlita a gel byl dosusen filtraénim papirem. Separacni gel byl pievrstven roztokem pro 5%

nebo 4% zaostfovaci gel a byl vsunut hieben pro vytvofeni deseti nebo patnacti jamek.
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Gel polymeroval asi 30 minut. Skla s gelem byla vlozena do aparatury, do elektrodového
prostoru byl nalit elektrodovy pufr a hieben byl vyjmut.

K vhodné natfedénym vzorkiim byl ptfidan 4x koncentrovany redukujici vzorkovy
pufr. Vzorky byly na vortexu protiepany a inkubovany pti 100 °C po dobu 5 minut. Poté
byly nékolik sekund centrifugovany na stolni centrifuze pro odstiedéni vody zkondenzované
na sténach zkumavky.

Do jamek bylo nanaseno 20-25 pl vzorku (10-jamkovy gel); 10-15 ul vzorku
(15-jamkovy gel). Do alespon jedné z jamek byl nanesen standard molekulovych hmotnosti
vobjemu 5 ul. Aparatura byla vlozena do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna
elektrodovym pufrem.

Elektroforéza probihala pti napéti 200 V do doputovani ¢ela bromfenolové modii ke
konci gelu, to asi 40-80 minut, v zavislosti na hustoté gelu.

Gel byl vyjmut z aparatury, zaostfovaci gel byl odstranén a separacni gel byl
oplachnut destilovanou vodou a ponofen do barvici 1azné, kde byl gel v tfepacce barven asi
1 hodinu nebo ptes noc. Poté byl gel oplachnut vodou a odbarvovan v odbarvovaci lazni za
ttepani asi dvé hodiny nebo ptes noc. Odbarvovaci roztok byl béhem odbarvovani pribeézné

meéneén.

3.4.3. Izolace mikrosomalni frakce a solubilizace

Vesker¢ izolacni postupy byly provadény v chlazené mistnosti pii 4 °C nebo na ledu.

3.4.3.1. Priprava pokusného zvirete a jaterni tkané

Jedinec krélika domadaciho (Oryctolagus cuniculus) byl chovan v kleci, krmen
standardni peletovou stravou a vodou. Tyden pied pocatkem izolace byla voda v napajedlu
vyménéna za 0,1 % roztok fenobarbitalu (w/v), aby doslo k indukci CYP2B4 [213]. Pro
sniZzeni hladiny glykogenu v jatrech bylo 24 hodin pfed usmrcenim kralikovi odebrano
krmivo.

Kralik byl usmrcen oxidem uhli¢itym a zlomenim vazu a byla mu odebrana jatra,
kterd byla ponofena do vychlazeného homogeniza¢niho pufru (pufr Cl), zvazena
a uchovavana na ledu asi 30 minut, nacez byla homogenizovana (kap. 3.4.3.2.).
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3.4.3.2. I1zolace mikrosomalni frakce

Jatra byla nastfihana na malé kousky a homogenizovana v homogenizatorech podle
Pottera a Elvehjema. Homogenat byl filtrovan ptes tfikrat prelozenou gazu.

Nasledovala izolace mikrosomalni frakce pomoci diferencni centrifugace [213].
Homogenat byl centrifugovan pii 600 x g (10 min, 2000 RPM, 4 °C, Janetzki K-23, vykyvny
rotor 4 x 70 ml). Supernatant byl zachovan a peleta byla rehomogenizovéana v pufru CI
(v objemu shodném se supernantantem) a odstiedéna za piedeslych podminek. Supernatanty
z obou centrifugaci byly spojeny a odstfedény pii 15 000 x g (20 min, 13 000 RPM, 4 °C,
Janetzki K-24, uhlovy rotor 6 x 35 ml). Supernatant byl opatrné oddélen od sedimentu
a odstfedén na ultracentrifuze Beckman Optima LE-80K nebo Beckman Optima XPN-90
(rotor 45 Ti, 45 000 RPM, 70 min, 4 °C). Vysledna peleta byla rehomogenizovana v pufru
C2 a odstfedéna za stejnych podminek. Peleta byla rehomogenizovana v pufru C3 (18 ml).

Mikrosomalni frakce byla zmraZena v kapalném dusiku a uchovavana v -80 °C.

3.4.3.3. Solubilizace proteinii mikrosomalni frakce

K solubilizaci proteinii z mikrosomalni membrany byla pouZita kombinace dvou
detergentll — cholatu sodného (iontovy detergent) a Brije 35 (neiontovy detergent).
Detergenty narusuji membranu a vazi se na hydrofobni ¢asti proteind, které udrzuji
v rozpustné formé. Aby se predesSlo degradaci proteinil proteasami, byla do solubiliza¢ni
smési pfidana smes inhibitortt Complete ULTRA (Roche).

Suspenze mikrosomtl byla nejprve rozmraZena pii 4 °C a homogenizovana v pufru S,
kterym byla nafedéna tak, aby vysledna koncentrace proteinii v solubiliza¢ni smési byla
piiblizné¢ 6 mg/ml. Solubilizace byla provadéna v Erlenmayerové bance na ledu, pod
ochrannou atmosférou dusiku a za stalého michani.

Nejdiive byl po kapkach pfidan roztok proteasovych inhibitori Complete ULTRA
(1 tableta na 50 ml) v 10 ml pufru S, poté protaminsulfat (15 mg/ml, 1,5 ml na 50 ml smési).
Nasledné¢ byla ptikapavana smes detergent — 10 % cholat sodny (w/v) a 25 % Brij 35 (w/v)
v takovém objemu, aby bylo dosazeno vysledné koncentrace cholatu 0,4 % (w/v) a Brije 35

1,0 % (w/v). Smés byla za michdni ponechéana asi 20 minut na ledu.
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Nasledovala ultracentrifugace smési na centrifuze Beckman Optima LE-80K nebo
Beckman Optima XPN-90 (rotor 70 Ti, 55 000 RPM, 70 min, 4 °C). Supernatant byl dale
separovan na kolonach DEAE- nebo CM-Sepharosy (kap. 3.4.4.1 a3.4.4.2.).

3.4.4. Chromatografické metody

Vsechny chromatografické kroky byly provadény v chlazené mistnosti pii 4°C
a vSechny pouzité pufry byly predem filtrovany pfes filtr s velikosti porti 0,22 um.

3.4.4.1. Chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy FF

Diethylaminoethyl-Sepharosa (DEAE-Sepharosa) je chromatografické médium
patfici do skupiny ionext. Jedna se o anex — je schopna vazat naporné nabité ionty, naptiklad
proteiny s pl niz§im, nez je pH ekvilibra¢niho pufru kolony. Proteiny s pl pfiblizné stejnym
nebo vysSim nez pH pufru se na nosi¢i nezachycuji. Zachycené proteiny je mozné uvolnit
zvySenim iontové sily nebo vhodnou zménou pH, a to bud’ gradientové nebo v krocich.

Pouzita kolona méla rozméry 16 x 100 mm (objem 20 ml).

3.4.4.2. Chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF

Carboxymethyl-Sepharosa (CM-Sepharosa) je chromatografické médium obsahujici
skupiny vézajici kladné nabité ionty — je to tedy katex. VaZe proteiny s pl vysSim, nez je pH
kolony. Zachycené proteiny jsou eluovany obdobné jako u DEAE-Sepharosy, tedy
gradientovou nebo krokovou zménou iontové sily nebo pH.

Pouzita kolona méla rozméry 16 x 100 mm (objem 20 ml).

3.4.4.3. Chromatografie na koloné 2¢, 5°-ADP-Sepharosy

Tento afinitni nosi¢ siln€ interaguje s NADP+-dependentnimi dehydrogenasami, a je

proto vhodny k zachyceni CPR. Eluce je mozna pufrem obsahujicim NADP" nebo NADPH.
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Praskova 2°,5°-ADP-Sepharosa (2,53 g) byla pfed pouzitim resusopendovana
v destilované vod¢ a ponechana bobtnat asi pil hodiny pfi laboratorni teploté. Poté byla
promyta 4 x 120 ml destilované vody a vnesena do adaptérové kolony XK 16/20. Vysledny

objem nosice v koloné byl 7,8 ml.

3.4.4.4. Chromatografie na koloné 5°- ADP agarosy

Afinitni nosi¢ interagujici s NADH-dependentnimi dehydrogenasami je schopen
zachytit bsR. Eluce je mozna pufrem obsahujicim NADH nebo 5‘-ADP nebo zvySenim
iontové sily, popt. zménou pH [165, 214].

Praskova 5°-ADP agarosa (0,49 g) byla suspendovana v destilované vod¢ a za
laboratorni teploty pil hodiny nechéna sedimentovat, nacez byla promyta 4 x 50 ml
destilované vody a vnesena do kolony o rozméru 1,5 x 8 cm. Vysledny objem nosice

v kolon¢ byl 2,8 ml.
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4. Vysledky

Z jater jednoho kralika domaciho byla nejprve ziskdna jaterni mikrosomalni frakce
diferen¢ni centrifugaci. Frakce byla rozdélena na dva dily, pficemz z kazdého dilu byly
purifikovany ~ NADH:cytochrom b5  oxidoreduktasa ~a  NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasa kombinaci ionexovych chromatografii na kolonaich DEAE-Sepharosy
a CM-Sepharosy a afinitnich chromatografiii na kolonach 2°¢, 5‘-ADP-Sepharosy
a 5°-ADP agarosy. Schéma prvni purifikace je na obr. 24, str. 55 a schéma druhé¢ purifikace

na obr. 37, str. 69.

4.1. I1zolace mikrosomalni frakce z kralicich jater

Mikrosomalni frakce byla ziskdna z jedince krdlika doméciho (Oryctolagus
cuniculus). Kralik byl premedikovan fenobarbitalem za ucelem indukce CYP2B4, jehoz
1zolaci tato prace nepopisuje.

Krali¢i jatra o hmotnosti 90 g byla homogenizovéna a diferen¢ni centrifugaci byla
izolovana mikrosomalni frakce podle postupti pospanych v kap. 3.4.3.1. a 3.4.3.2.

Celkem bylo ptipraveno 18 ml mikrosomalni frakce o koncentraci proteinti 42 mg/ml
a obsahujici 1350 nmol cytochromu P450. Specifickd koncentrace cytochromu P450 byla

rovna 1,79 nmol/mg.
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4.2. Prvni purifikace NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy
a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

Purifikace bsR byla provedena kombinaci chromatografie na koloné
DEAE-Sepharosy FF, CM-Sepharosy FF a 5‘-ADP agarosy. Purifikace CPR byla po eluci
z kolony DEAE-Sepharosy FF dokoncena na koloné 2¢, 5°-ADP-Sepharosy. Postup je

zndzornén na obr. 24.

4.2.1. Solubilizace mikrosomalni frakce

Z mikrosomalni frakce uchované pii -80°C byla odebrana asi polovina, kterd byla
rozmrazena pii 4°C na suspenzi o objemu 9,7 ml.

Suspenze byla solubilizovana podle postupu popsaného v kap. 3.4.3.3. smési cholatu
sodného a Brije 35. Pro zvySeni vytézku byla peleta po ultracentrifugaci pomoci
homogenizatoru resuspendovana v 10 ml smési 5 % cholatu sodného a 5 % Brije 35.
Suspenze byla natfedéna pufrem S na objem 47 ml a znovu centrifugovana za ptedchozich
podminek. Supernatanty z obou centrifugaci byly spojeny a v celkovém objemu 150 ml
naneseny na kolonu DEAE-Sepharosy (1), slouZici k oddéleni CPR a jinych proteinti od bsR.

Uspésnost  solubilizace byla sledovdna jako mnozstvi cytochromu P450
v solubilizatu proti mnozstvi v resuspendované pelet¢ po druhé ultracentrifugaci.
V solubilizatu se nachézelo 830 nmol cytochromu P450 a v peleté 80 nmol, solubilizace tedy
byla z 91 % uspésna. Vzorky z obou solubilizatl pies spojenim a z resuspendované pelety

byly analyzovany SDS-PAGE. Elektroforeogram je na obr. 26, str. 57.
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Mikrosomalni frakce

.L solubilizace

DEAE-Sepharosa FF (1)

nezachyceno I/ \I eluce 30-300 mM KCI
CM-Sepharosa FF (1) 2', 5'-ADP-Sepharosa (1)
'L 100-400 mM NaCl 1,0 mM NADP+
20 mM HEPES 'L 0,1 % Brij 35

CM-Sepharosa FF (2)

2', 5'-ADP-Sepharosa (2)

'L 50-200 mM KCI

+
20 mM KHzPO: | LOmMNADP
0,1 % cholat sodny
5'-ADP agarosa (1)
NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasa
,L nezachyceno, 50 mM KH2PO4

5'-ADP agarosa (2)

zachyceno, 5 mM KH:zPO4
‘L eluce 1,2 mM NADH

NADH:cytochrom bs
oxidoreduktasa

Obr. 24: Schéma prvni purifikace NADH:cytochrom bS oxidoreduktasy
a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy.

DEAE-Sepharosa FF (1) slouzila k zachyceni CPR a jinych proteinii, zatimco bsR se na
koloné nezachycovala. Zachycena byla na koloné CM-Sepharosy FF (1), z niz byla eluovana
gradientem NaCl v HEPES pufru. Chromatografie byla opakovana s fosfatovym pufrem
namisto HEPES a preparat tak byl precistén a zahustén. Na koloné 5 -ADP agarosy (1) se
bsR nezachytila v 50 mM fosfatovéem pufru. Chromatografie byla opakovana s 5 mM
fosfatovym pufrem a bsR se podarilo zachytit.
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4.2.2. Purifikace NADH:cytochrom bS5 oxidoreduktasy

4.2.2.1. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (1) - nanaSeni

Za ucelem oddeleni CPR a jinych proteint od bsR byl solubilizat nanesen na kolonu
DEAE-Sepharosy FF ekvilibrovanou pufrem DEAE1-1. V prib¢hu chromatografie byla u
sbiranych frakci méfena absorbance pii 280 nm. Byly sbirdny frakce o objemu 10 ml.

Ve frakcich z nanaSeni a ve vybranych frakcich z eluce (kap. 4.2.3.1.) byla méfena
aktivita bsR pomoci ferrikyanidu. Ve vSech nanaSecich frakcich (€. 3-17) a v elu¢ni frakci
¢. 51 byla nalezena aktivita bsR. Aktivita ve frakci ¢. 51 odpovidala asi 10 % maxima
z nandseciho piku. Tyto frakce byly spojeny a ultrafiltraci zahuStény na 50 ml. Tento
preparat byl nésledn¢ dialyzovan proti 2,01 pufru CM1-1 a nanesen na kolonu
CM-Sepharosy (1), kap. 4.2.2.2. Chromatogram s vyznacenou aktivitou bsR (vyjadienou
jako rozdil absorbance pti 420 nm za 60 s) je na obr. 25. Elektroforeogram vybranych frakci

z nanaseni je na obr. 26, str.57.
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Obr. 25: Chromatogram nanaseni solubilizatu na DEAE-Sepharosu FF (1).
Nandseno 150 ml solubilizatu; pritok 1,0 ml/min
Modre vyznacena aktivita bsR vyjadrend jako hodnoty rozdilu absorbance pri 420 nm

za 60 s pri méreni aktivity pomoci ferrikyanidu, frakce ¢. 2-17
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Obr. 26: Elektroforeogram vzorkii z nanaseni a eluce z DEAE-Sepharosy FF (1).

12 % gel, 1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — solubilizat po prvni ultracentrifugaci,
3 —solubilizat po druhé ultracentrifugaci, 4 — peleta po druhé ultracentrifugaci,
5 —frakce z nandseni ¢. 3, 6 —fr. 6, 7—fr. 9, 8 —fr. 12, 9 — fr. 15, 10 — elucni frakce ¢. 50,
11— fr. 51, 12— fr. 52, 13 —fr. 53

4.2.2.2. Chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (1) a (2)

Spojené, =zahusténé a dialyzované frakce ¢. 3-17 a ¢ 51 z kolony
DEAE-Sepharosy FF (1) byly naneseny na kolonu CM-Sepharosy FF (1), ekvilibrovanou
pufrem CM1-1. V priibéhu chromatografie byla méfena absorbance pii 280 nm (nanéSeni
a promyvani) nebo pii 405 nm (eluce) a aktivita bsR pomoci ferrikyanidu.

Kolona byla promyta ekvilibraénim pufrem. Eluce z kolony probihala gradientem
100-400 mM NaCl (pufr CM1-2). Pfi koncentraci NaCl piiblizn€ 160 mM se zacaly eluovat
proteiny a byly sbirdny frakce o objemu 5 ml. Pribéh chromatografie je znazornén na
obr. 27, str. 58. Frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 28, str. 58).

Ve frakcich 2-7 z nanéSeni (6 x 10 ml) a v elu¢nich frakcich 20-26 (7 x 5 ml) byla
naméfena aktivita bsR. V elucnich frakcich 21-26 byl na elektroforeogramu nalezen protein
molekulové hmotnosti odpovidajici bsR (~35 kDa), zatimco v nanasecich frakcich nikoli.
Frakce vykazujici aktivitu odpovidajici alesponi 10 % maxima elu¢niho piku (fr. 21-26) byly
spojeny (42 ml) a dialyzovany proti 2,0 | pufru CM2-1.
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Obr. 27: Prubéh chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (1).

180-250 ml - nanaseni; 1,0 ml/min; frakce 1-8,; absorbance pri 280 nm,

250-475 ml - promyvani; absorbance pri 280 nm

475-525 ml - eluce; frakce 20-28 gradient 100-400 mM NaCl; absorbance p7i 405 nm
Modre vyznacena aktivita bsR vyjddrend jako hodnoty rozdilu absorbance pri 420 nm

za 60 s pri méreni aktivity pomoci ferrikyanidu; frakce ¢. 1-8 a 21-28
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Obr. 28: Elektroforeogram vzorki frakei z nanaseni a eluce z CM-Sepharosy FF (1).
12 % gel, 1 — standard molekulovych hmotnosti, 2-7 —frakce z nanaseni ¢. 2-7,
8-15 —frakce z eluce ¢. 20-27;

Cervenym rameckem zvyraznéna zona molekulové hmotnosti bsR
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Pro dalsi precisténi a zahusténi preparatu byla provedena rechromatografie na koloné
CM-Sepharosy (2) ekvilibrované pufrem CM2-1, obsahujicim 20 mM KH>PO4/KOH
(pH 7,0) namisto 20 mM HEPES/NaOH (pufr CM1-1, pH 7,0). Preparat o objemu 42 ml byl
nanesen rychlosti 1,0 ml/min a sbirany byly frakce o objemu 5 ml. Byla métfena absorbance
pfi 405 nm a aktivita bsR.

Kolona byla promyta 60 ml ekvilibraéniho pufru. Eluce probihala nejprve
gradientem 50-200 mM KCI v pufru CM-1 o délce 82 ml, pticemz aktivita bsR byla nalezena
ve tfech frakcich mezi 140 mM a 175 mM KCI. Nasledovalo zvyseni koncentrace KCI na
250 mM, kdy se zacal eluovat protein nevykazujici aktivitu bsR. Chromatogram eluce je
uveden na obr. 29.

Pomoci SDS-PAGE (elektroforeogram neuveden) byla potvrzena ptitomnost
proteinu s molekulovou hmotnosti asi 35 kDa ve tfech frakcich vykazujicich aktivitu bsR,

které byly spojeny (15 ml) a dialyzovany proti 1,0 1 pufru Al.
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Obr. 29: Eluce z kolony CM-Sepharosy FF (2) pri rechromatografii.

8-90 ml - gradient 50-200 mM KCI; priitok 1,0 ml/min

90-120 ml - 250 mM KCI; prutok 1,0 ml/min

Modre vyznacena aktivita bsR vyjadrenad jako hodnoty rozdilu absorbance pri 420 nm za

60 s pri méreni aktivity pomoci ferrikyanidu, aktivita nalezena ve tiech frakcich (3 x 15 ml)
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4.2.2.3. Chromatografie na koloné 5‘-ADP agarosy (1) a (2)

Frakce eluované z kolony CM-Sepharosy (2), obsahujici bsR, byly po dialyze proti
pufru Al naneseny na kolonu 5°-ADP agarosy (2,8 ml) ekvilibrovanou 75 ml té¢hoz pufru,
a to rychlosti asi 0,3 ml/min. Kolona byla nasledn¢ promyta 30 ml ekvilibraéniho pufru
a byla provedena eluce 1,2 mM NADH (pufr A2) rychlosti 0,6 ml/min. V prib¢hu nanaSeni
a promyvani byly sbirany frakce o objemu 4 ml a béhem eluce frakce o objemu 2 ml.
Ve frakcich byla méfena aktivita bsR pomoci ferrikyanidu.

Aktivita bsR nebyla nalezena v zddné sbirané frakci, pravdépodobné z divodu pfilis
velkého nafedéni enzymu. Frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE, ktera ukazala
protein o molekulové hmotnosti pfiblizn¢ 35 kDa v nanasecich frakcich ¢. 1-8 (obr. 30).
BsR se tedy pravdépodobné nezachytila na koloné, na rozdil od nékolika jinych proteint
s molekulovou hmotnosti 50 az 70 kDa. Elu¢ni pufr A2 nedopatienim obsahoval asi 50 mM

KCl, kviili némuz se proteiny pravdépodobné eluovaly.
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Obr. 30: Elektroforeogram vzorki frakci sbiranych béhem chromatografie na koloné
5¢-ADP agarosy (1).

12 % gel, 1 — standard molekulovych hmotnosti, 2-9 — nanaseci frakce 1-8,
10 - prvni promyvaci frakce, 11-14 — elucni frakce 20-23,

Cervenym rameckem zvyraznéna zona molekulové hmotnosti bsR

Spojené nanaseci frakce o celkovém objemu 24 ml byly dialyzovany proti 2 1 pufru
DEAE2-1, ktery obsahoval 5 mM fosfat na rozdil od pufru AFI, ktery obsahoval
50 mM fosfat.
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Preparat nevykazujici aktivitu bsR byl nanesen rychlosti asi 0,1 ml/min na kolonu
5¢-ADP agarosy, ktera byla pfedtim promyta 50 ml vody, 100 ml 1 M NaCl a ekvilibrovana
150 ml pufru DEAE2-1. Pfi nanéseni byla sbirana jedna frakce o objemu 30 ml. Kolona byla
promyta 50 ml ekvilibra¢niho pufru. Nésledovala eluce 1,2 mM NADH v ekvilibracnim
pufru (pufr A3; 0,3 ml/min), kdy byly sbirany frakce o objemu 2 ml a byla v nich méfena
aktivita bsR.

V druhé a tteti frakci z eluce (2 x 2 ml) byla namétena aktivita a tyto frakce byly
spojeny, zahustény ultrafiltraci na 0,5 ml a analyzovany SDS-PAGE (obr. 31, str. 62).

Elektroforéza ukéazala ptitomnost proteinu o molekulové hmotnosti asi 35 kDa
a n¢kolik kontaminujicich proteini mezi 50 a 75 kDa. BsR se tedy nepodafilo ziskat v Cisté
form¢. Od dalSich chromatografickych krokd bylo upusténo z divodu velmi aktivity

enzymu, kterd byla 4,2 pmol ferrikyanidu/min . Priibéh purifikace je shrnut v tabulce 1.

Tab. 1: Bilanéni tabulka prvni purifikace bsR z krali¢ich jater

) Celkova aktivita | Specificka aktivita
Objem Koncentrace Vytézek
enzymu enzymu
(ml) proteini (mg/ml) izolace (%)
(pmol/min) (umol/mg)

MF 9,7 42,0 1455 3,6 100
SOL 140 2,8 1178 3,0 81,0
DEAE 160 2,0 480 1,5 33,0
CM1 42 0,05 52 24,7 3,6
CM2 20 N 38 N 2,6

5°-ADP (1) 24 N N N N
5°-ADP (2) 4,0 0,15 4,2 7,0 0,3
FP 0,5 1,2 4,2 7,0 0,3

MF - mikrosomalni frakce, SOL - solubilizat, DEAE - chromatografie na koloné
DEAE-Sepharosy FF (1), CM1 - chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (1),
CM?2 - chromatografie na kolonée CM-Sepharosy FF (2), 5“ADP (2) - chromatografie na
koloné 5 ‘-ADP agarosy (2), FP - findlni preparat, N - nestanoveno

Vytézek izolace vypocitan z hodnot celkové aktivity prepardtu
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Obr. 31: Elektroforeogram finalniho preparatu bsR z prvni
purifikace.

12 % gel,

1 — standard molekulovych hmotnosti,

2 - finalni prepardt bsR

4.2.3. Purifikace NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

4.2.3.1. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (1) - eluce

Po naneseni solubilizatu na kolonu byla kolona promyta 300 ml pufru DEAEI-1.
Eluce CPR z kolony probihala gradientem 30-300 mM KCI v pufru DEAE1-1 o délce

200 ml a byly sbirany frakce o objemu 5 ml. Ve frakcich z eluce byla méfena aktivita CPR

pomoci cytochromu c. Elu¢ni profil CPR je vyznaen na obr. 32, str. 63. Frakce vykazujici

aktivitu CPR (€. 53-64, 50 ml) byly analyzovany SDS-PAGE (obr. 33, str. 63), byly spojeny

a dialyzovany proti 2 x 1,0 1 pufru E1 a zamraZeny pfti -80°C pro pozdé&jsi purifikaci CPR.
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Obr. 32: Chromatogram eluce CPR z DEAE-Sepharosy FF (1).

150-450 ml — promyvani (2,0 ml/min),

450-600 ml — gradient 30-300 mM KCI (1,0 ml/min)

Cervené vyznacena aktivita CPR ve frakcich 53 az 64, vyjadiend jako hodnoty rozdilu

absorbance pri 550 nm za 60 s pri stanoveni aktivity pomoci cytochromu c.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
kDa
250
150 -
100 a
75 ‘
50 ——
37 .
25 |
20 ’
15 -

Obr. 33: Elektroforeogram frakci z eluce z DEAE-Sepharosy FF (1).
12 % gel, 1 — standard molekulovych hmotnosti, 2-10 — frakce 54-62 s aktivitou CPR

Cervenym rameckem zvyraznéna zona molekulové hmotnosti bsR
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4.2.3.2. Chromatografie na koloné 2¢, 5‘-ADP-Sepharosy (1) a (2)

Celkem 50 ml preparatu (kap. 4.2.3.1.) bylo rozmrazeno a naneseno na kolonu
2¢, 5°-ADP-Sepharosy (1) ekvilibrovanou pufrem El. Po naneseni byla kolona promyta
ekvilibraénim pufrem (frakce o objemu 10 ml) a CPR zni byla eluovana pufrem E2,
obsahujicim 1,0 mM NADP, a byly sbirany frakce o objemu 2 ml. V priibéhu byla mé&fena
absorbance pii 405 nm a v kazdé¢ frakci byla méfena aktivita CPR.

Aktivita CPR byla nalezena ve frakcich z eluce ¢. 7-14. SDS-PAGE frakci potvrdila
ptitomnost a Cistotu CPR v téchto frakcich (elektroforeogram neuveden). Frakce byly
spojeny a zahustény ultrafiltraci z celkového objemu 16 ml na objem 6 ml. Spojené frakce
pted i po zahusténi byly analyzovany SDS-PAGE (obr. 35, str. 65). Pribéh chromatografie

je znazornén na obr. 34.
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Obr. 34: Pribéh chromatografie na koloné 2¢, 5-ADP-Sepharosy (1).

0-60 ml — nanaseni (0,3 ml/min), 60-120 ml — promyvani (1,5 ml/min), 120-160 ml — eluce
1,0 mM NADP" (0,3 ml/min)

Cervené vyznacena aktivita CPR ve frakcich z eluce 7 az 14, vyjadiend jako hodnoty rozdilu

absorbance pri 550 nm za 60 s p7i stanoveni aktivity pomoci cytochromu c.
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Protoze ziskany preparat CPR obsahoval 0,1 % detergent Brij 35, potencialné
znemoznujici budouci experimenty s rekonstituci enzymu ve vesikulech DLPC, byla
provedena rechromatografie preparatu na koloné¢ 2¢, 5‘-ADP-Sepharosy (2). Cilem bylo
CPR zachytit a Brij 35 vymyt z kolony pufrem, kde je 0,1 % Brij 35 nahrazen 0,1 % cholatem
sodnym. Cholat sodny je mozné narozdil od Brije 35 odstranit dialyzou.

Kolona byla ekvilibrovana pufrem El a preparat o objemu 6 ml na ni byl nanesen
rychlosti 0,3 ml/min. Kolona byla promyta 75 ml pufru E3, obsahujiciho 0,1 % cholat sodny
namisto 0,1 % Brije 35. Eluce probihala 1,0 mM NADP" (pufr E4) a byly jimany frakce
objemu 2 ml, v nichz byla métena aktivita CPR. Aktivita byla naméfena v elu¢nich frakcich
¢. 8-16, které byly v celkovém objemu 18 ml spojeny a zahusStény ultrafiltraci na objem
1,0 ml. Findlni preparat byl dialyzovan proti 1,0 1 pufru ES a v 0,1 ml alikvotech uchovan
pii -80°C.

Elektroforeogram vybranych frakei chromatografie na koloné
2¢, 5°-ADP-Sepharosy (1) a finalniho preparatu je na obr. 35, str. 66). CPR se podafilo ziskat
v ¢isté formé. Bylo ptipraveno 1,0 ml preparatu CPR o celkové aktivité 1,2 pmol cyt ¢/min.

Purifikace CPR je shrnuta v tabulce 2, str. 67.
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Obr. 35: Elektroforeogram vzorkii frakei sbiranych béhem chromatografie na koloné
2¢, 5°-ADP-Sepharosy (1) a (2).

12 % gel,

1 — standard molekulovych hmotnosti,

2 — spojené frakce proteinii nezachycenych na koloné 2°, 5 -ADP-Sepharosy (1),

3 — prepardt nandSeny na kolonu 2, 5 -“ADP-Sepharosy (1),

4-9 — promyvaci frakce kolony 2°, 5 ‘-ADP-Sepharosy (1),

10 — spojené elucni frakce 7-14 z kolony 2°, 5 -ADP-Sepharosy (1) (16 ml)

11 a 12 — elucni frakce 7-14 z kolony 2°, 5 -ADP-Sepharosy (1) (zahusténé na 6 ml)

13 — CPR eluovana z kolony 2°, 5 -ADP-Sepharosy (2) a zahus. na 3,5 ml (fin. preparat)
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Tab. 2: Bilan¢ni tabulka prvni purifikace CPR z kralicich jater

) Koncentrace | Celkova aktivita Specificka )
Objem ) o Vytézek izolace
Frakce proteind enzymu aktivita enzymu
(ml) : (%0)
(mg/ml) (pmol/min) (umol/mg)

MF 9,7 42,0 35,5 0,09 100

SOL 140 2,8 24,3 0,06 60
DEAE 50 0,3 6,2 0,3 15,3
2¢,5°-ADP (1) 16 N 1,8 N 5,1
2¢,5°-ADP (2) 18 N N N N
FP 1,0 0,6 1,2 2,0 34

MF - mikrosomadlni frakce, SOL - solubilizat,

DEAE - chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (1),

2% 5°“ADP (1) - chromatografie na koloné 2°, 5 ~ADP-Sepharosy (1),
2% 5“ADP (2) - chromatografie na koloné 2°, 5 ‘-ADP-Sepharosy (2),
FP - finalni preparat, N - nestanoveno

Vytézek izolace vypocitan z hodnot celkové aktivity prepardtu

4.3. Druha purifikace NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy
a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

ProtoZe aktivita a cistota NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy ziskané prvni
purifikaci (kap. 4.2.1. az 4.2.4.) nebyly uspokojivé, byla provedena druhd purifikace, a to ze
zbytku mikrosomalni frakce krélika (kap. 4.1.).

Cilem bylo purifikaci urychlit a zjednodusit, aby byl enzym izolovan s vyssi
aktivitou. Po solubilizaci byl u¢inén pokus o zachyceni bsR na koloné¢ CM-Sepharosy (3),
ktery nebyl Gspés$ny, a izolace pokraovala chromatografii na koloné DEAE-Sepharosy (2)
s okamzitym nanesenim eludtu na kolonu 5°-ADP agarosy. Zaroven s bsR byla opét
izolovana NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa. Pouzité postupy jsou shrnuty na
obr. 37, str. 69.
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4.3.1. Solubilizace mikrosomalni frakce

Dil mikrosomalni frakce o objemu 6,2 ml byl rozmrazen a solubilizovan postupem
popsanym v kap. 3.4.3.3. a 4.2.1.. Solubilizace probihala 25 minut a po ultracentrifugaci
bylo ziskano 44 ml prvotniho solubilizdtu. Pro zvySeni vytézku byla peleta opct
rehomogenizovana v koncentrovangj$im roztoku detergent neZ pii prvni solubilizaci
a suspenze byla odstiedéna za stejnych podminek. Supernatanty byly spojeny a bylo ziskano
90 ml solubilizatu.

Vzorky mikrosomalni frakce, solubilizatu a resuspendované pelety byly analyzovany

SDS-PAGE (obr. 36).

Obr. 36: Elektroforeogram vzorku z pribéhu izolace mikrosomalni frakce

10 % gel,

1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — mikrosomalni frakce (neredena), 3 — solubilizat,
4 — supernatant po prvni ultracentrifugaci, 5 — solubilizat pelety po prvni ultracentrifugaci,
6 — supernant po druhé ultracentrifugaci, 7— resuspendovand peleta po druhé

ultracentrifugaci,
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Mikrosomalni frakce

.L solubilizace

CM-Sepharosa FF (3)

,L nezachyceno

CM-Sepharosa FF (4)

J, nezachyceno

DEAE-Sepharosa FF (2)

|/ \I 50-200 mM KCl

5'-ADP agarosa (3) 2', 5-ADP-Sepharosa (2)
J, eluce 1,2 mM NADH l 0,5 mM NADP+
0,1 % cholat sedny

5'-ADP agarosa (4)

NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasa

-.L eluce pfi promyvani
30 mM KHz2PO4

NADH:cytochrom bs
oxidoreduktasa

Obr. 37: Schéma druhé purifikace NADH:cytochrom bS5 oxidoreduktasy
a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy. Cyt bs reduktasu se dvakrat nepodarilo
zachytit na kolone CM-Sepharosy, takze bylo pokracovano zachycenim CPR a jinych
proteinit na koloné DEAE-Sepharosy. Cyt bs reduktasa obsahovala po eluci z kolony

5“ADP agarosy (3) znacné mnozstvi kontaminantii, takze tento krok byl opakovan.
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4.3.2. Chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (3) a (4)

Pro zachyceni bsR byl solubilizat (kap. 4.3.1.) na kolonu CM-Sepharosy FF (3)
ekvilibrovanou pufrem CM3-1. Byly sbirany dv¢ frakce nezachycenych proteind po 50 ml.
Kolona byla nasledn¢ promyta 110 ml ekvilibraéniho pufru a eluce prob¢hla gradientem
60-300 mM KCI (pufr CM3-2), a byly sbirany frakce o objemu 8 ml. Ve vSech frakcich
b&hem chromatografie byla métena aktivita bsR a absorbance pii 280 nm.

Aktivita bsR nebyla nalezena v zadné elucni frakci, ale byla namétfena v obou
frakcich z nanaSeni. Enzym se tedy na koloné nezachytil. Jak je patrné z chromatogramu

(obr. 38), na koloné¢ se zachytilo celkové velmi malé mnozZstvi proteind.
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Obr. 38: Priubéh chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (3).
8-100 ml — nanaseni (0,5 az 2,0 ml/min)

100-210 ml — promyvani (3,0 ml/min),

210-410 ml — eluce (2,0 ml/min), gradient 60-300 mM KCI

Nezachyceni proteint na kolon¢ pravdépodobné zptisobil fakt, Ze solubilizace byla
provedena v nevhodném pufru, ktery obsahoval 50 mM Tris/acetat, vysoké mnozstvi
detergentli a jeho pH bylo 7,5. Frakce z nandSeni tedy byly spojeny a zahustény z objemu
100 ml na 20 ml, natedény na objem 100 ml pufrem CM3-3, obsahujicim 5 mM
KH>PO4/KOH bez detergentti, jehoz pH bylo 6,8. Tento preparat byl opét zahustén stejnym
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postupem na 50 ml a nafedén pufrem CM3-3 na objem 150 ml, ¢imz bylo dosahnuto

patnactindsobného natedéni.

Preparat byl nanesen na kolonu CM-Sepharosy FF (4), ekvilibrovanou pufrem

CM3-1 a byla sbirdna jedna frakce (155 ml). Kolona byla promyta 100 ml pufru CM3-1

a eluce prob¢hla nejprve gradientem 50-100 mM KCl1 v 40 ml, 40 ml 100 mM KCl, a poté

gradientem 100-300 mM KCl v 80 ml. Byly sbirany frakce o objemu 8 ml. Ve vsech frakcich

z eluce a v nanaseci frakci byla méfena aktivita bsR a absorbance pii 405 nm. Chromatogram

je na obr. 39.

Aktivita bsR byla opét naméfena pouze v nandSeci frakci, takze bsR se opét

nezachytila. Treti pokus o zachyceni na CM-Sepharose nebyl proveden a dal$im krokem

purifikace byla chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy (2).
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Obr. 39: Pribéh chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (4).

8-150 ml — nanaseni (1,0 ml/min), 150-270 ml — promyvani (3,0 ml/min),
270-310 ml — eluce (1,0 ml/min), gradient 50-100 mM KCI, 310-350 ml — 100 mM KClI,
350-430 ml — gradient 100-300 mM KCI
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4.3.3. Purifikace NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

4.3.3.1. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (2) - nanaSeni

Frakce proteinii nezachycenych na koloné CM-Sepharosy FF (4) byla nanesena na
kolonu DEAE-Sepharosy FF (2) ekvilibrované pufrem DEAE2-1. Byla métfena absorbance
pfi 405 nm (obr. 40). Nezachycend frakce byla ihned nanaSena na kolonu

5°-ADP agarosy (3) (kap. 4.3.3.2.).
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Obr. 40: Priubéh nanaSeni na kolonu DEAE-Sepharosy FF (2)
8-175 ml — nandseni (0,5 ml/min)

4.3.3.2. Chromatografie na koloné 5‘-ADP-agarosy (3) a (4)

Kolona 5°‘-ADP-agarosy (3) byla nejprve ekvilibrovana pufrem DEAE2-1. Na
kolonu byla aplikovana nanaSeci frakce z kolony DEAE-Sepharosy FF (2) (kap. 4.3.3.1.).
Kolona byla promyta ekvilibra¢nim pufrem (sbirdny frakce o objemu 10 ml) a byla
provedena eluce 1,2 mM NADH (pufr A3), pfi niz byly sbirdny frakce o objemu 3-4 ml.

Ve vSech frakcich byla méfena aktivita bsR.
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Aktivita bsR byla namétena v prvnich dvou frakcich z eluce, které byly spojeny
a zahu$tény z objemu 8 ml na objem 2,9 ml, nacez byly dialyzovany proti 2 x 100 ml pufru
DEAE2-1.

Nanaseci frakce (155 ml) a frakce vykazujici aktivitu bsR (2 x 4 ml) byly
analyzovany SDS-PAGE (obr. 41). V elucnich frakcich byl nalezen protein odpovidajici
molekulovou hmotnosti bsR, ale zaroven i kontaminujici proteiny v intervalu 50-70 kDa.
Dialyzovany preparat (2,9 ml) byl proto aplikovan rychlosti 0,1 ml/min na pufrem DEAE2-1
ekvilibrovanou kolonu 5‘-ADP-agarosy (4).

25w

Obr. 41: Elektroforeogram frakci z chromatografie na koloné

DEAE-Sepharosy FF (3).

12 % gel, 1 — standard molekulovych hmotnosti, 2 — nandSeci frakce (155 ml), 3 — prvni
promyvaci frakce (10 ml), 4 — prvni elucni frakce (4 ml), 5 — druha elucni frakce (4 ml).

Cervenym rameckem zvyraznéna oblast molekulové hmotnosti bsR.

Kolona byla promyta 75 ml pufru AF4, ktery obsahoval 30 mM fosfat oproti 5 mM
fosfatu v ekvilibraénim pufru, za G¢elem odstranéni kontaminujicich proteint. Byly sbirany
frakce o objemu 10 ml. Eluce opét probihala 1,2 mM NADH (pufr A3) a byly sbirany frakce
o objemu 1,5 ml. Ve frakcich z promyvani a eluce byla méfena aktivita bsR. Ta byla nalezena
pouze v prvni promyvaci frakci o objemu 10 ml. Enzym se tedy uvolnil pouze zvySenim

iontoveé sily. Frakce byla zahuSténa na objem 1,5 ml. Finélni preparat bsR o celkové aktivité
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98 umol ferrikyanidu/min byl analyzovan SDS-PAGE (obr. 42). Prib¢h purifikace je shrnut

v tabulce 3.
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Obr. 42: Elektroforeogram finalniho preparatu bsR z druhé purifikace.
12 % gel,
1 — standard molekulovych hmotnosti,

15 2 — finalni preparat 2 x redeny,

Tab. 3: Bilan¢ni tabulka druhé purifikace bsR z kralic¢ich jater

Celkova Specificka
Koncentrace Vytézek
Objem aktivita aktivita
Frakce proteint izolace
(ml) enzymu enzymu
(mg/ml) . (%)
(pmol/min) (umol/mg)
MF 6,2 42,0 901 3,5 100
SOL 90 2,9 747 2,9 82,9
CM3 140 N N N N
CM4 150 1,5 608 2,7 67,5
DEAE 155 N N N N
5‘-ADP (3) 8 0,7 161 28,8 17,9
5‘-ADP (4) 10 0,5 103 20,6 11,4
FP 1,5 3.3 98 19,8 10,9

MF - mikrosomalni frakce, SOL - solubilizat, DEAE - chromatografie na koloné
DEAE-Sepharosy FF (1), CMI1 - chromatografie na kolone CM-Sepharosy FF (1),
CM?2 - chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (2), 5“ADP (1) - chromatografie na
kolone 5 “-ADP agarosy (1), 5“ADP (2) - chromatografie na kolone 5-ADP agarosy (2),

FP - finalni preparat, N - nestanoveno
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Schopnost preparatu bsR redukovat cytochrom bs byla ovétena postupem popsanym
v kap. 3.4.1.5., str. 48). Do dvou kyvet byl aplikovan vzorek frakce eluované z kolony
DEAE-Sepharosy (1) obsahujici cytochrom bs a nevykazujici ferrikyanidovou aktivitu bsR.
Nasledné byl do obou kyvet ptfidan preparat bsR. Do referencni kyvety byl ptidan Cisty pufr
a do vzorkové kyvety roztok NADH. Po minuté bylo zméteno diferen¢ni spektrum vzorku.
Bylo pozorovan vznik maxima pii 225 nm a minima pii 413 nm, coz odpovida preméné

oxidované formy cyt bs na redukovanou (obr. 43).
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Obr. 43: Diferenc¢ni spektrum cytochromu bs redukovaného bsR

Referencni kyveta: 480 ul 100 mM fosfatového pufru, pH 7,5; 10 ul frakce cyt bs;
10 ul prepardtu bsR;

Vzorkova kyveta: 470 ul 100 mM fosfatového pufru, pH 7,5, 10 ul frakce cyt bs;
10 ul preparatu bsR; 10 ul 10 mM NADH

Meéreno po jedné minute.
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4.3.2. Purifikace NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

4.3.2.1. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (2) - eluce

Kolona DEAE-Sepharosy (1) (kap. 4.3.3.1.) byla promyta ekvilibracnim pufrem.
Eluce zkolony probihala gradientem 50-200 mM KCl v délce 46 ml, poté 10 ml
200 mM KCI a nakonec gradientem 200-500 mM KC1 (50 ml). Byly sbirany frakce
oobjemu 4 ml. Ve frakcich byla méfena absorbance pii 450 nm a aktivita CPR.

Chromatogram je na obr. 44.
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Obr. 44: Pribéh chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (2).

185-284 ml — promyvani (3,0 ml/min),

284-330 ml — eluce (1,0 ml/min), gradient 50-200 mM KClI,

330-340 ml — 200 mM KCI, 340-410 ml — gradient 200-500 mM KCI

Cervené vyznacena aktivita CPR ve frakcich z eluce ¢. 9 az 27, vyjadiend jako hodnoty

rozdilu absorbance pri 550 nm za 60 s pri stanoveni aktivity pomoci cytochromu c.
Elucni frakce ¢. 9-27, vykazujici aktivitu CPR, byly spojeny a v celkovém objemu

76 ml zamrazeny pii -80°C pro pozdé&jsi purifikaci CPR. Frakce s aktivitou CPR byly

spole¢né se vzorky mikrosomalni frakce a solubilizatu analyzovany pomoci SDS-PAGE
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(obr. 45). V drahach odpovidajicich frakci a aktivitou byl nalezen protein odpovidajici
molekulové hmotnosti CPR (~78 kDa).

ka1 2 3 4 5 6 7 8 9

Obr. 45: Elektroforeogram elu¢nich frakci z kolony DEAE-Sepharosy FF (2).
10 % gel,
1 — standard molekulovych hmotnosti,

2-9 - elucni frakce ¢. 9-30 (kazda treti frakce)

4.3.2.2. Chromatografie na koloné 2¢, 5°-ADP-Sepharosy (3)

Preparat eluovany z kolony DEAE-Sepharosy (2) (kap. 4.3.2.1.) a uchovavany
pfi -80°C byl rozmrazen apo dialyzaci proti 2,0 1 pufru E1 nanesen na kolonu
2¢, 5°-ADP-Sepharosy (3) ekvilibrovanou pufrem El. Kolona byla promyta pufrem E3
obsahujicim 0,1 % cholat sodny (frakce o objemu 10 ml) a CPR z byla eluovéana pufrem E4,
obsahujicim 0,5 mM NADP" a 0,1 % cholat sodny, a byly sbirany frakce o objemu 2 ml.
V pribéhu byla métena absorbance pii 405 nm a v kazdé frakci byla métena aktivita CPR.

Priibéh chromatografie je zndzornén na obr. 46, str. 78.
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Obr. 46: Priubéh chromatografie na koloné 2¢, 5-ADP-Sepharosy (3).

5-100 ml — nandaseni (0,3-1,0 ml/min), 100-210 ml — promyvani (1,5 ml/min),

210-230 ml — eluce 0,5 mM NADP* (0,3 ml/min)

Cervené vyznacena aktivita CPR ve frakcich z nandseni 1-10 a z eluce 25 az 31, vyjadiend
jako hodnoty rozdilu absorbance pri 550 nm za 60 s pri stanoveni aktivity pomoci

cytochromu c.

Aktivita CPR byla nalezena ve frakcich z eluce ¢. 25-31.

2
kDa Frakce byly spojeny a zahuStény ultrafiltraci z celkového objemu
?gg 14 ml na objem 1,0 ml, kde byla naméfena celkova aktivita

100
75

1,2 pymol cyt ¢/min. Finalni preparat byl analyzovan SDS-PAGE
(obr. 47). Byly nalezeny dva proteinové prouzky. Prvni (~78 kDa)
odpovidd CPR a druhy (~72 kDa) formé CPR s odstépenou

f§ ¢ ¢l -

50 membranovou kotvou. Pribéh purifikace CPR je shrnut v tab. 4,
str. 79.

37

25 . Obr. 47: Elektroforeogram finalniho preparatu CPR
1 - standard molekulovych hmotnosti

2 Ny .

2 - finalni preparat, 5 x fedéno
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Tab. 4: Bilan¢ni tabulka druhé purifikace CPR z krali¢ich jater

Koncentrace | Celkova aktivita Specificka
Objem Vytézek izolace
proteint enzymu aktivita enzymu
(ml) : (%0)
(mg/ml) (pmol/min) (umol/mg)

MF 6,2 42,0 25,6 0,1 100
SOL 90 2,9 16,9 0,06 66
CM3 140 N 12,8 N 50
CM4 150 N 11,4 N 45

DEAE2 90 0,1 2,9 0,3 11,3
2¢,5°-ADP (3) 14 0,1 1,3 0,9 5,1
FP 1,0 0,5 1,2 2,4 4,7

MF - mikrosomadlni frakce, SOL - solubilizat,

DEAE? - chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy FF (2),

CM3 - chromatografie na koloné CM-Sepharosy FF (3),
CM4 - chromatografie na kolone CM-Sepharosy FF (3),

2% 5“ADP (3) - chromatografie na koloné 2, 5 ‘-ADP-Sepharosy (2),

FP - finalni preparat, N - nestanoveno

Vytézek izolace vypocitan z hodnot celkové aktivity prepardtu
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5. Diskuze

5.1. I1zolace mikrosomalni frakce a solubilizace

Cilem prace bylo izolovat NADH:cytochrom bs oxidoreduktasu (bSR)
a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu (CPR) z jaterni tkané kralika doméaciho. Protoze
puvodné bylo uvazovano i o izolaci CYP2B4, kralik byl za ucelem jeho nabohaceni
premedikovan 0,1 % fenobarbitalem v pitné vode.

Jaterni tkan pokusného zvifete byla homogenizovéana a diferen¢ni centrifugaci z ni
byla pfipravena mikrosomalni frakce o objemu 18 ml a obsahu proteini 42,0 mg/ml. Tento
preparat byl rozdélen na dva dily a kazdy z nich byl vyuzit k izolaci bsR a CPR.

K solubilizaci byla v obou piipadech pouzita kombinace iontového a neiontového
detergentu - cholatu sodného, resp. Brije 35. Pfitomnost detergentll zptsobila uvolnéni
protein  z lipidovych membran. Za ucelem zvySeni vytézku byl sediment
nesolubilizovanych mikrosomli rehomogenizovan v roztoku o desetkrat vyssi koncentraci
detergenti a solubilizaty byly spojeny. Solubilizace byla uspé$na - mnozstvi proteini
v solubilizatu bylo v prvnim ptipadé¢ rovno 100 % mnozstvi proteinli v piislusném dilu
mikrosomalni frakce a v druhém piipade 96 %. Aktivity bsR a CPR klesly o 19 %, resp.
40 % pfi solubilizaci prvniho dilu mikrosomalni frakce a o 17 %, resp. 34 % pfi solubilizaci
druhého dilu. Tento relativni rozdil v poklesu aktivit ukazuje jinou miru citlivosti obou

enzymu na pfitomnost detergentd.

5.2. Purifikace NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy

K purifikaci bsR  byla pouZita kombinace chromatografii na koloné
DEAE-Sepharosy, CM-Sepharosy a 5‘-ADP agarosy.

Utelem DEAE-Sepharosy bylo zachytit CPR a jiné ptimési, jejichz pl je nizsi nez
pH ekvilibraéniho pufru (pI (CPR)=15,31). Isoelektricky bod kralici bsR je udavan
v databazi UniProt (www.uniprot.org) jako 9,02 nebo 9,46, takze pti pH 7,5 nebo 7,0 by se
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neméla na koloné zachycovat. Tak tomu skutecné bylo pfi pouziti této kolony v obou
purifikacich. Aktivita bsR byla naméfena pouze ve frakcich z nanasSeni (kap. 4.2.2.1.
a4.3.3.1.). Vpfipadé¢ prvni purifikace byla aktivita nalezena i v jedné frakci z eluce
(kap. 4.2.3.1.), a to tésn¢ pied eluci cytochromu bs. Jedna se pravdépodobné o bsR, ktera
migruje spolecné s cytochromem bs.

Druhy ionexovy nosi¢, CM-Sepharosa, byla pouzita s cilem zachytit a ptecistit bsR
pied aplikaci na afinitni kolonu 5‘-ADP agarosy. Pfi prvni purifikaci byla tato kolona
zatfazena po DEAE-Sepharose a bsR byla uspé$né zachycena a eluovana gradientem NaCl
v 20 mM HEPES pufru (pH 7,0). Pfi nanaSeni vykazovaly nezachycené frakce relativné
velkou aktivitu bsR (obr. 27, str. 58), ale SDS-PAGE ukézala protein o sledované
molekulové hmotnosti (~35 kDa, obr. 28, str. 58) pouze ve frakcich z eluce. Je mozné, Ze
naméfend aktivita ve frakcich z nandSeni patfila jinému enzymu nez bsR. Méfeni aktivity
pomoci ferrikyanidu je totiz znacné nespecifické (osobni sdéleni skolitele). Za ucelem
dalsiho precisténi a zahusSténi preparatu byla chromatografie opakovana s ekvilibracnim
pufrem obsahujicim 20 mM KH>PO4 namisto HEPES. Pufr byl zménén proto, aby bylo
vyzkouSeno, jestli se bsR bude zachycovat na kolon€ i v tomto pufru, coz by umoznilo jeho
pouziti v piistich izolacich bsR, a tim zjednoduSeni a urychleni postupu. Fosfatovy pufr je
totiz mozné pouzit 1 pro chromatografie na kolonach DEAE-Sepharosy a 5°-ADP agarosy.
Na kolné& se podafilo bsR Uspésné zachytit a eluovat gradintem KCl (obr. 29, str. 59).

CM-Sepharosa byla pouZita rovnéZ pii druhé purifikaci bsR, a to jako prvni
chromatograficky krok. Toto pouziti je neobvyklé¢, podle dostupné literatury je pii izolacich
bsR zpravidla prvnim krokem chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy [149]. Na kolonu
CM-Sepharosy byl nanesen solubilizat obsahujici 50 mM Tris/acetat pufr a vysoké mnoZstvi
detergentti, coz vysvétluje, pro€ se bsR na koloné¢ nezachytila (kap. 4.3.2.). Preparat byl 15x
nafedén 5 mM fosfatovym pufrem neobsahujicim detergenty a chromatografie byla
opakovéana. Ani vtomto piipadé¢ nedoSlo zneznamych divodi k zachyceni bsR. Dalsi
chromatografie na CM-Sepharose nebyla provadéna a preparat byl podle ptivodniho planu
nanesen na kolonu DEAE-Sepharosy (kap. 4.3.3.1.).

Poslednim chromatografickym krokem bylo zachyceni bsR na koloné
5¢-ADP agarosy. Tento nosi¢ ma vysokou afinitu k NADH-dependentnim dehydrogendzam,
vcetn€ bsR, a k jeji izolaci je bézné vyuzivan [149]. Pii prvni purifikaci se na prvni pokus
bsR nepodafilo na kolon€ zachytit, pravdépodobné z diivodu pfili§ velké iontové sily pufru

(pufr obsahujici 50 mM fosfat, kap. 4.2.3.2.). Chromatografie tedy byla opakovéna v pufru
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obsahujicicim 5 mM fosfat a zachyceni prob&hlo uspésné a eluce findlniho preparatu byla
provedena 1,2 mM NADH (kap. 4.2.3.2.). Finalni preparat byl ziskan s vytézkem aktivity
pouze 0,3 % z divodu zdlouhavého a komplikovaného izolaéniho postupu. Elektroforéza
(obr. 31, str. 62) ukazala, ze findlni preparat obsahoval kontaminanty o molekulovych
hmotnostech 50-70 kDa. Ty by byvalo bylo potencidlné¢ mozné odstranit promyvanim
afinitni kolony pufry se zvySenou iontovou silou, ale pravdépodobné by doslo i k eluci bsR.
Pro ziskéni findlniho preparatu s vyssi aktivitou byla pfi druhé purifikaci frakce
nezachycenych proteinii na kolon¢ DEAE-Sepharosy (kap. 4.3.3.1.) nanesena pifimo na
kolonu 5°-ADP agarosy ekvilibrované spole¢nym pufrem obsahujicim 5 mM fosfat. Doslo
k zachyceni bsR (kap. 4.3.3.2.) a po promyti ekvilibratnim pufrem kjeji eluci
1,2 mM NADH. Elektroforéza frakci (obr. 41, str. 73) opét ukazala né¢kolik kontaminantti o
molekulovych hmotnostech 50-70 kDa, ale v relativné vétSich mnozstvich vii¢i bsR nez pfi
prvni purifikaci, ktera jako mezikrok vyuzila dvé chromatografie na kolon¢ CM-Sepharosy.
Afinitni chromatografie byla opakovana za stejnych podminek, ale kolona byla po zachyceni
bsR promyvana pufrem obsahujicim 30 mM fosfat. ZvySeni iontové sily ale vedlo k eluci
bsR béhem promyvéni. V dalsi pokusy o precisténi preparatu nebyly podniknuty a findlni
preparat byl analyzovan SDS-PAGE (obr. 42, str. 74), ktera potvrdila spolecnou eluci bsR a
nékolika kontaminanti. Protoze celkové druha purifikace trvala vyrazné krat$i dobu a
obsahovala mén¢ chromatografickych krokt nez prvni purifikace, vytézek aktivity bsR byl
10,9 % oproti 0,3 %. Schopnost preparatu redukovat cytochrom bs byla ovéfena zméfenim
diferen¢niho spektra oxidované a redukované formy cytochromu bs po pfidani preparatu bsR
a NADH (obr. 43, str. 75).

Pro izolaci bsR v Cisté formé by pravdépodobné bylo tfeba vyuzit po chromatografii
na kolon¢ DEAE-Sepharosy nebo 5°-ADP agarosy dal§i purifikacni krok, napf.
chromatografii na hydroxylapatitu nebo gelovou permeacni chromatografii. Ani jedna
z téchto moznosti ale neni pouzitelna pro mald mnozstvi preparatu z divodu velkych ztrat
proteinu a enzymové aktivity. Také by bylo bylo vhodné optimalizovat podminky pro
zachyceni bsR na 5°-ADP agarose v riznych pufrech s rtiznou koncentraci tak, aby bylo
mozné zvySenim iontové sily odstranit pouze kontaminacni proteiny a bsR eluovat v Cisté
form¢. Proteiny by hypoteticky bylo mozné separovat postupnou eluci velmi mirnym

gradientem iontové sily.
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5.3. Purifikace NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

Pti obou purifikacich bsR byla zaroven purifikovana i CPR, a to zachycenim na
koloné¢ DEAE-Sepharosy (kap. 4.2.2.1. a 4.3.3.1.) a s naslednou eluci gradientem KCI
(kap. 4.2.3.1.a4.3.3.1.). V obou ptipadech byla CPR zachycena spésn¢ a v nezachycenych
frakcich nebyla naméfena jeji aktivita. Po eluci a dialyze byly frakce obsahujici CPR
naneseny na kolonu 2°,5‘-ADP-Sepharosy (kap. 4.2.3.2. a4.3.3.2.), kterd ma vysokou afinitu
k NADPH-dependentnim dehydrogenazam. Pii prvni purifikaci byla CPR eluovana 1,0 mM
NADP" v pufru obsahujicim 0,1 % Brij 35. Tento detergent komplikuje mozné pouZiti pro
experimenty v rekonstituovanych lipidovych systémech, proto byla provedena
rechromatografie za stejnych podminek, ale kolona byla promyta a eluce probéhla pufrem,
kdy byl Brij 35 nahrazen 0,1 % cholatem sodnym. Cholat sodny byl poté z finalniho
preparatu odstranén dialyzou. Pi druhé purifikaci bylo nahrazeni Brije 35 cholatem sodnym
provedeno jiz pii prvni chromatografii na kolon¢ 2°,5°-ADP-Sepharosy.

Elektroforéza finalniho preparatu z prvni purifikace (obr. 35, str. XXX) potvrdila
ptitomnost CPR v €isté formé, s molekulovou hmotnosti ptiblizné¢ 78 kDa. Vytézek izolace
byl 3,4 %. Pti druhé purifikaci, kde byla afinitni chromatografie pouZita jen jednou, byl
vytézek vyssi, a to 4,7 %. Elektroforéza findlniho preparatu ale ukézala pfitomnost formy
CPR s odstépenou membranovou kotvou (obr. 47, str. XXX, ~72 kDa). Tato forma je sice
schopna rovné€Z redukovat cytochrom c, ale je nemoZné ji pouZit pro experimenty

s rekonstituci v lipidové membrané.
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6. Shrnuti a zavér

Z jater kralika domaciho bylo ziskano 18 ml mikrosomalni frakce o obsahu proteinti
42  mg/ml. Ztéto  frakce byly provedeny dva pokusy o izolaci
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy (bsR).

Pii prvnim pokusu byla pomoci chromatografie na kolonach DEAE-Sepharosy,
CM-Sepharosy a 5‘-ADP agarosy izolovana s vytézkem 0,3 % ferrikyanid-reduktasové
aktivity a obsahovala n¢kolik kontaminanti o molekulovych hmotnostech 50-70 kDa.

Pii druhé purifikaci bsR byla pouzita kombinace DEAE-Sepharosy s piimym
napojenim na kolonu 5°-ADP agarosy, zniz byla ziskdna bsR s vytéZkem 10,9 %
a obsahovala rovnéz nekolik kontaminantii v intervalu molekulovych hmotnosti 50-70 kDa.

Pti obou purifikacich byla rovnéz ziskdna NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
(CPR), a to chromatografii na kolon¢ DEAE-Sepharosy s naslednym findlnim ptecisténim
na afinitni koloné¢ 2°¢, 5°‘-ADP-Sepharosy. V prvnim pfipadé¢ byla ziskdna CPR
v elektroforeticky Cist¢ formé s molekulovou hmotnosti 78 kDa, s vytézkem
cytochrom c-reduktasové aktivity 3,4 %. V druhém piipadé byl vytézek 4,7 %, ale preparat

obsahoval z ¢asti formu CPR bez membranové kotvy.
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