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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou jedny z hlavnich enzymt pfeménujicich xenobiotika. Jsou
fazeny mezi monooxygenasy se smiSenou funkci (MFO). Isoforma 1Al je extrahepatalni
forma nachazejici se hlavné v plicich, minoritn€ i v jinych organech. Je vyrazné indukovana
polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky a jejich derivaty prostfednictvim Ah receptoru.
Jako markerova reakce pro tento enzym lze vyuzit hydroxylace Sudanu I, ktery se diive
hojné pouzival jako barvivo v primyslu. V 80. letech byl prokazan jeho negativni vliv na
organismus. NADPH:cytochrom P450 reduktasa je hlavnim donorem elektronii pro
monooxygenacni reakce katalyzované cytochromy P450. Dal§im pfenaseCem elektrontl pro
reakce katalyzované cytochromy P450 je pak cytochrom bs. Jak jiz bylo dokazano, vzajemny
pomér reduktasy a cytochromu bs miize mit vliv na pfeménu fady xenobiotik tedy i na

hydroxylaci Sudanu 1.

Tato prace se zabyva vlivem vzijemnych poméri NADPH:cytochrom P450
reduktasy a cytochromu bs vii¢i cytochromu P450 1A1 na hydroxylaci Sudanu I. Hlavnim
ukolem tedy je charakterizovat vliv poméru elektronového donoru a elektronového
pfenasece na hydroxylaci Sudanu I, konkrétn€ urcit kinetické parametry Ky a Viax pro
vybrané poméry proteint. Dil¢imi ukoly prace pak bylo charakterizovat vyuzivané proteiny
a piipadné je purifikovat, optimalizovat metody pfipravy vzorkl a zpfesnit kvalitativni a

kvantitativni stanoveni metaboliti Sudanu 1.

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

cytochrom bs, protein-protein interakce, Sudan I, HPLC, enzymova kinetika
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Abstract

Cytochromes P450 are the major xenobiotics converting enzymes. They are
classified as mixed function monooxygenases (MFO). Isoform 1Al is an extrahepatic form
found mainly in the lung and other tissues. It is strongly induced by polycyclic aromatic
hydrocarbons and their derivatives via the Ah receptor. As a marker reaction for this enzyme
can be used hydroxylation of Sudan I, which has previously been widely used as an azo dye
in industry, but since 1980s it is banned for coloring food and cosmetics for its negative
influence on the organism. NADPH:cytochrome P450 reductase is the major electron donor
for cytochrome P450 catalyzed monooxygenation reactions. Another electron carrier for
cytochrome P450 catalyzed reactions is cytochrome bs. It was shown that cytochrome bs can

stimulate, inhibit or have no effect on P450 catalyzed reactions.

This thesis aims to evaluate the influence of the ration between
NADPH:cytochrome P450 reductase and cytochrome bs on cytochrome P450 1A 1 catalyzed
Sudan I hydroxylation. The main goal is to characterize the influence of electron donor and
electron transfer ratios on hydroxylation of Sudan I, and to determine the kinetic parameters
Ky and Viuuy for selected protein ratios. Partial aims of the thesis were to characterize the
recombinant proteins used in this study and possibly to purify them, to optimize the methods
of sample preparation and to refine the qualitative and quantitative determination of Sudan I

metabolites.

(In Czech)

Key words: cytochrome P450, NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase,

cytochrome bs, protein-protein interaction, Sudan I, HPLC, enzyme kinetics
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Seznam pouzitych zkratek

Ah receptor receptor aryl uhlovodiki (z angl. Aryl hydrocarbon receptor)

acpr aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy

APS peroxosiran amonny

Ax absorbance pii vinové délce x

BIS N,N-methylen-bis-akrylamid

CPR NADPH:cytochrom P450 reduktasa

Cx koncentrace latky x

CYBSR NADH:cytochrom bs reduktasa

CYP resp. )

CYPIAL cytochrom P450 resp. cytochrom P450 isoforma 1A1

Cyt. bs cytochrom bs

Cyt. c cytochrom ¢

DLPC 1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine

ER endoplazmatické retikulum

f faktor korekce odparovani methanolu

FPLC rychla kapalinova proteinova chromatografie (z anglického: fast protein
liquid chromatography)

GSH glutathion

HCA heterocyktické aromatické aminy

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (z anglického: high-pressure
liquid chromatography)

IEX tontoveé vymeénna chromatografie (z anglického: ion exchange
chromatography)

Kecat Cislo pfemény

Ky Michaelisova konstanta

) Sitka kyvety

MFO monooxygenasy se smiSenou funkci (z anglického: mixed function
oxidases)



MWCO mezni velikost proteind, kterd miize membranou projit (z anglického:

molecular weight cut-off)

n Hillav faktor

NAD* nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)

NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)

NADP* nikotinamidadenindinukleotidfostat (oxidovany)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

RPM otaCky za minutu (z anglického: revolutions per minute)
RZ pomgér absorbance Sorretova pasu a absorbance pii 280 nm

(z némeckého: Reinheitszahl)

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan

UV/VIS ultrafialovéd/viditelna spektrofotometrie (z angl. Ultraviolet/visiable
spectrophotometry)

v rychlost vzniku produktu

v/v ,volume/volume*, objem latky v mililitrech ve 100 ml roztoku

Vmax maximalni (limitni) rychlost reakce

w/v ,weight/volume*, pocet gramti latky ve 100 ml roztoku

Ex molarni extink¢ni koeficient proteinu x



1. Uvod

Cytochrom P450 (CYP) je jednim z hlavnich enzymu biotransformace xenobiotik
(cizorodych latek). Jeho hlavnim ukolem je vnést do molekuly xenobiotika hydroxylovou
skupinu a zvysit tak jeji polaritu, aby mohla byt sndze konjugovana ve druhé fazi
biotransformace ¢i rovnou vyloucena. V nekterych pripadech miize misto vylouceni dojit
k bioaktivaci xenobiotika — molekula se ve své hydroxylované form¢ stane vice reaktivni,
coz muze vést ke karcinogenezi ¢i v pozitivnim slova smyslu k aktivaci 1é€iva. Pravé znalost
téchto pfemén a reakci by nam méla pomoci lépe predvidat biotransformaci jak xenobiotik
prospeSnych, ¢ili 1éCiv, tak xenobiotik kontaminujicich naSe Zivotni prostfedi, napf.
polutantt [1]. Spektrum CYP je v nasem tcle velmi rozmanité a v fadé orgdnt se nachazi
vice isoforem tohoto enzymu. CYP jsou indukovatelné a pii vystaveni organismu nékterému

induktoru se mize pomér i zastoupeni CYP v dané tkédni zménit [2].

Tato prace by méla doplnit a rozsitit poznatky o kooperaci CYP s jeho elektronovym
donorem v podobé NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) a elektronovym prenaseCem
cytochromem bs (cyt. bs). VétSina ostatnich studii se zabyva vlastni biotransformaci
xenobiotik, v této praci je vSak vyuZzivana reakce jiz relativné prozkoumand, a to pfeména
Sudanu I cytochromem P450 1A1 (CYP1ALl). Prace je zaméfena na ovéfeni pfedpokladu,
ze zména pomeru slozek systému, CYP1A1:CPR:cyt. bs, ma vliv na rychlosti hydroxylace
Sudanu I. VSechny pouzité proteiny byly pfipraveny rekombinantni expresi a jejich Cistota
a koncentrace, pfipadné aktivita, byla v ramci této prace ovéfena. Jak jiz bylo ukazano v mé
bakalarské praci, zména pomérii téchto proteini ma detekovatelny vliv na rychlost pfemény
Sudanu I pomoci CYP1AI1 [3]. V této praci by mély byt vysledky vyrazné zpfesnény a
doplnény o dalSi meéfeni rozSifujici poznatky o této zajimavé oblasti biochemie

cytochromu P450.



1.1. Cizorodé latky a oxygenasa se smiSenou funkci

Xenobiotika (cizorodé latky) musi po vstupu do organismu projit procesem zvanym
biotransformace, jejimz smyslem je zvysit polaritu xenobiotika a tim zajistit jednodussi
vylouceni z organismu. U Zivocichtl jsou zndmy dv¢ faze biotransformace. Neni pravidlem,
ze faze na sebe musi nutn¢ navazovat nebo se piedchézet [4]. U rostlin byla objevena jesté

nasledna tieti faze, pii které probiha dalsi konjugace [5].

Prvni faze se nazyva derivatizacni. Do molekuly je vnaSena skupina zvysujici
polaritu (nejcastéji -OH, -NHo, -SH, -COOH). Oxidaci katalyzuji flavinové monooxygenasy
nebo oxygenasy se smiSenou funkci (MFO, z angl. mix function oxidases). Typickym
predstavitelem MFO je systém, kde jako ternarni enzym vystupuje cytochrom P450 (CYP)
[4,6] .

Druha faze se nazyva konjugacni, vté probihd konjugace derivatizované¢ho
metabolitu s latkami télu vlastnimi (eobiotiky), napf. s acetdtem, sulfaitem, kyselinou
glukuronovou, glutathionem a nékterymi aminokyselinami. Konjugaty s témito eobiotiky

jsou snaze vylucitelné z téla prostfednictvim moci ¢i stolice [7].

Latka vSak miZe byt po biotransformaci aktivovana, miiZe tedy vykazovat Gi€inky na
organismus bud’ pozitivni (1é¢iva), ¢i negativni (pfeména z prekarcinogenu na karcinogen a

mozné zahdjeni maligni transformace) [8].

1.1.1. Cytochrom P450

Jak jiz bylo v ptfedchozi kapitole zminéno, CYP (EC 1.14.14.1.) se fadi mezi
oxygenasy se smiSenou funkci (MFO), to znamena, Ze se reakce ucastni Oy, ale enzym ma
vice katalytickych aktivit — mize vzniknout vice riznych produktii ¢i reaktivnich Castic.
Existuji tfi typy reakci, kter¢é MFO katalyzuje: hydroxylace substratu za spotieby O,
hydroxylace za spotieby organického peroxidu (R-OOH) a produkce peroxidu vodiku [9].

10



Na Obr. 1 je zobrazena rovnice hydroxylace obecného substratu a schéma priibéhu

hydroxylace cytochromem P450.

RH + 0, + NAD(P)H + H* = R — OH + NAD(P)* + H,0

substrat
vznik produktu A-0OH H,0 R-H vazba substratu
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Obr. 1 Rovnice reakce a schéma reakcniho cyklu cytochromu P450. Schéma prevzato a
upraveno z [10], spektrum komplexu redukovaného CYP s CO [11], alternativni cesty
(oxidasova, peroxidasova a autooxidace doplnéna do schématu podle [12]).

Navazani substratu na nizkospinovou ferri-formu enzymu (A) zptisobi odstoupeni
molekuly vody, kterd je Sestym ligandem hemu, a zménu na vysokospinovou formu (B).
Taje prvnim elektronem redukovana na ferro-formu (C), vtomto kroku muze dojit
k navazani oxidu uhelnatého a Sorretliv pas ziské typické maximum pii 450 nm. Nasledné
se na redukované zelezo vaze molekula kysliku a vznikd oxo-ferri komplex (D), coz je
posledni stabilni intermediat v cyklu. Redukci oxi-ferri komplexu dalS§im elektronem
vznikne peroxo-ferri forma (E) a naslednou protonaci vznikne hydroxoperoxo-ferri forma
(F). Redukce vzdalenéjSiho kysliku a soucasna hydrolyza vede ke vzniku oxo-ferryl
intermediétu (slouéeniny I) (G) a vody. Nasledné dochazi k prenosu H' ze substratu na kyslik
vazany na hemovém Zeleze, a tak vznika sloucenina II (H). V dal§im kroku pfechazi -OH
skupina na substrat za vzniku R-OH (I). V poslednim kroku se vaze opét voda jako Sesty

ligand Zeleza a vznika sloucenina (A).
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Peroxidasova cesta vede ptes protonaci hydroxoperoxo-ferri formy (F) za uvolnéni
vodiku do zékladniho vysokospinového stavu (B). Obdobné¢ je tomu i v pfipadé autooxidace
oxo-ferri formy (E), ktera také vede do zékladniho vysokospinového stavu (B), kam smétuje
1 oxidasova cesta z (G) za pfijmu 2 elektront. (Popis reakéniho cyklu pievzat a upraven

[3,13]). Rozdil mezi vysokospinovym a nizkospinovym stavem je podrobné popsan na Obr.
2.

A Y B
o~ g - . A,
R -.-_-':_:--"' --._:_‘_ R - = o e — '“-_:_;:
P N - N 4 N N
& - Fe’ Q)
N - - [ .-"/ -N -
e 4 =" Fe—
R N R == g - e —
Prot-Cys-S Prot-Cys-S

0.5

0.0F

—— Substratoveé
—— Ligandove

Diferencial absorbanci [AU]

0. . .
350.0 400.0 450.0 500.0
Vinova délka [nm]

Obr. 2 Spinové stavy Fe 3" v hemu CYP a jejich absorpcni spektrum, pievzato a upraveno

z [15,16].

A) Hexakoordinované zelezo (Sesty ligand H>O, -OH ¢i inhibitor CYP) - nizkospinovy stav
(1/2), redoxni potencial -360 az -300 mV.

B) Pentakoordinované Zelezo — vysokospinovy stav (5/2), redoxni potencial -170 mV.
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CYP patii mezi dvousubstratové enzymy (1. R-H, 2. O), kde zélezi na potradi
navazani substrat a potradi uvoliiovani produktii [16]. Reakéni centrum je tvofeno hemem.
Patym ligandem Zeleza je -SH skupina cysteinu, kvili této specifické vazbé se nazyva
hemthiolatovym proteinem. Sestym ligandem v zakladnim stavu je voda [15]. Pro svou
funkci potfebuje CYP donory elektronti, a to v podobé NADPH:cytochrom P450 reduktasy
(CPR) nebo NADH:cytochrom bs reduktasy (CYBS5R), kterd potfebuje cyt. bs na prenos
elektronti z této reduktasy na CYP. Bylo zjisténo, Ze ptenosu elektronii u systému s CPR
napomaha cyt. bs. Cely systém jak s donorem elektronu (napi. CPR), tak s akceptorem
elektronu (CYP) jsou asociovany na membrané endoplazmatického retikula (ER) [17].
Procesy pienosu elektroni na CYP a jednotlivé proteiny jsou podrobnéji popsané

v nésledujicich kapitolach.

Nazvoslovi CYP se tvofi podle nasledujicich pravidel [18,19]:

Cytochrom P450 — P jako pigment, 450 podle charakteristické absorpce pti 450 nm

v komplexu s CO v redukovaném stavu viz Obr. 1 na str. 11

- prvni arabska c¢islice oznacuje rodinu (homologie primarni struktury do 40 %)

- velké pismeno oznacuje podrodinu (homologie primarni struktury vétsi nez 55 %)

- posledni Cislice oznacuje individualitu v podroding

CYPIAI — 1 rodina, A podrodina a posledni Cislice uvadi potadi pti katalogizaci

CYP je rozsifeny enzym u vSech zivych organismil. V soucasné dob¢ je zndmo okolo
12 500 CYP. Dalsich cca 6 000 objevenych neni zatim pojmenovéno. Z Tab. 1 na str. 14 je
vidét, ze enzymy typu CYP byly nalezeny u vétSiny zivych organismu. Charakteristika

individuality byla u vétSiny CYP uréena pomoci sekvencnich studii [20].
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Tab. 1 Tabulka znamych CYP a rodin u jednotlivych skupin zivych organismii. Prevzato a
upraveno z [20].

Pocet CYP CYP rodiny
Zvirata 4 088 156
Hmyz 2137 67
Obratlovci 1461 18
Bezobratli (bez 490 71
hmyzu)
Rostliny 4267 126
Houby 2784 399
Prvoci 247 62
Bakterie 1042 333
Archebakterie 26 13
Viry 2 2

CYP jsou zastoupeny u Cloveéka majoritné v jatrech, dale byly ve vyssi miie
detekovany v plicich, tenkém stievé, mozku, kizi a v nadledvinkach. Rada isoforem je
specifickd orgdnové. Rozdilem mezi jednotlivymi isoformami je Casto také specifita viuci
riznym substratim, tzv. substratova specifita [21,22]. Jejich exprese byva ¢asto indukovana.

Ptiklad studie zastoupeni CYP v lidskych jatrech vidime na Obr. 3.

A B CYP3AS C“;‘“ CYP246
CYP2A6

CYP2C19
1.4%

_/\

1.0%

CY‘PZDE_/ \_mzcns

5.0% 21%

Obr. 3 Zastoupeni hlavnich isoforem CYP v jatrech clovéka. (A) Obsah jednotlivych
isoforem celkového mnozstvi detekovanych CYP. (B) Obsah mRNA pro konkrétni isoformy
CYP ze vsech detekovanych. Hodnoty CYP a mRNA byly ziskany pomoci LC-MS/MS a
kvantitativni PCR s reverzni transkripci ze sta vzorku lidskych jater [22].
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1.1.1.1. Cytochrom P450 1A1

CYPIA1 patii do rodiny 1. Cytochromy této rodiny maji rozdilnou
aminokyselinovou sekvenci. Lidsky CYP1A1l ma s CYPIBI podobnost 38 %, naopak
s CYP1A2 je homologie v aminokyselinové sekvenci 72 % [23]. Tyto isoformy jsou fazeny
do stejné rodiny, i pfesto ze doslova nespliuji pravidla v kap. 1.1.1, coz je zplisobeno
podobnou indukci a substratovou specifitou. Jsou typické vétSinou pro polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU), heterocyklické aromatické aminy (HCA) [24] a
estradioly [26].

CYPI1AL je slozen z 512 aminokyselin. Je to typicky ptedstavitel extrahepatalniho
CYP, tzn. nenachazi se obvykle v jatrech. Patii mezi siln¢ inducibilni enzymy. Jeho
koncentrace v jednotlivych tkanich se odviji od genetického polymorfismu a vystaveni
xenobiotikiim. Induktory exprese CYP1A1 jsou PAU napft. benzo[a]pyren prostfednictvim
Ah receptoru. Inducibilita a variabilita pravdépodobné zpisobuje vznik rakoviny plic. Jeho
mutacim je pfi¢itany vliv na zvySeni rizika vzniku rakoviny plic u kufdkt [26,27]. Struktura

CYPI1A1 je zobrazena na Obr. 4.

Obr. 4 Model struktury CYP1AI. Prevzato a upraveno z [28] .

Kromé zminénych plic, a za jistych okolnosti jater, se CYP1A1 vyskytuje 1 v jinych
organech, konkrétné v mozku, ledvinach a tenkém strev€. Porovnani vyskytu tfi hlavnich
zastupct rodiny 1 v jednotlivych organech u kockodana jako modelového organizmu je
zobrazeno na Obr. 5 na str. 16. Zastoupeni jednotlivych isoforem CYP se mize ménit diky

rozdilené inducibilité [29,30].
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Obr. 5 Zastoupeni CYPIAI, CYPIA2 a CYPIBI v organech u kockodana ziskano pomoci
RT-PCR. Prevzato a upraveno z [29].

1.1.2. Cytochrom bs

Cytochrom bs (cyt. bs) je hemoprotein o velikosti cca 17kDa [31]. Cyt. bs se sklada
ze Sesti alfa-helixd a péti beta-listd. N-koncova doména je orientovand do cytoplazmy,
C-koncovd doména je hydrofobni a slouzi jako membranova kotva. Ob& domény jsou
spojeny flexibilnim ,linkrem* [32]. V hydrofobnim jadfe na N-koncové doméné je
lokalizovany protoporfyrin IX-hem b, koordinovany dvéma histidiny. Na N-konci se nachazi
jesté druhé hydrofobni jadro, které je slozeno z beta-listii [33]. Absorpéni maximum pro

oxidovanou formu je 413 nm a pro redukovanou 423, 526 a 557 nm [35].

Zname jsou tf1 isoformy cyt. bs: mikrosomalni v membrané¢ ER, mitochondrialni na
vngjsi stran€ mitochondrie a cyt. bs pfitomny v erytrocytech. Prvni dva zminéné cyt. bs jsou
si velmi podobné. Misto jejich lokalizace je pravdépodobné kddovano v poslednich n¢kolika
aminokyselinach na C-konci. Erytrocytarni cyt. bs ma ndzev odvozeny od mista svého
vyskytu. V erytrocytech je tato isoforma odpovédnd za preménu methemoglobinu zpét na
hemoglobin. Mikrosomalni isoforma slouzi jako pienase¢ (donor) elektroni napf. pro
biotransformaci exo- a endogennich latek pomoci CYP, ziskanych prostfednictvim CPR
nebo CYBS5R [35]. Kromé toho se mikrosomalni cyt. bs podili na zékladnich fyziologickych
procesech, prikladem mize byt elongace a desaturace mastnych kyselin nebo biosyntesa
cholesterolu a plasmogenu [36]. Struktura mikrosomalniho cyt. bs v membrané je zobrazena

na Obr. 6 na str. 17.
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Obr. 6 Mikrosomalni isoforma cyt. bs. Prevzato a upraveno z [37].

1.1.3. NADPH: cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je protein o velikosti cca 78 kDa. CPR je
hlavnim donorem elektronti pro CYP, ale kromé toho se i€astni i mnoha jinych procest,
napt. odbouravéani hemu, kde redukuje hem oxygenasu [38], desaturaci a elongaci mastnych
kyselin [39] ¢i biosynthesu sterold [40]. Obsahuje dva flavinové kofaktory (FAD, FMN),
¢imZ je podobna napt. NO synthase [41]. Struktura lidské CPR je znazornéna na Obr. 7.

Struktura CPR je siln¢ konzervovana pfi porovnani jeji sekvence mezi riznymi organismy.

NADPH

FAD

Obr. 7 Lidska CPR reduktasa s vyznacenymi kofaktory a navazanym koenzymem NADPH.
Prevzato a upraveno z [3,42].
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Jak jiz bylo uvedeno, CPR obsahuje dva flavinové kofaktory, FMN a FAD, ty jsou
vazany na C-katalytické doméné, kterd je orientovana do cytosolu. Kromé vazby
flavinovych kofaktort zajist'uje také vazbu NADPH a celkovy pfenos elektronti na akceptor
(CYP nebo cyt. bs). C-terminalni doménu muzeme tedy rozdélit na doménu vazajici FAD a
NADPH a doménu vazajici FMN. Tyto dvé domény jsou spojeny flexibilni spojovaci
doménou a obsahujicimi kofaktory, které slouzi jako déli¢ elektronového paru. N-termindlni
doména prochazi membranou a je v ni ukotvena hydrofobni ¢asti helixu [43]. Schéma
prenosu je znazornéno na Obr. 8, z n¢hoz je patrné, ze je vzdy na CYP (obdobné by to bylo
1 na cyt. bs) pfenaSen pouze jeden elektron a vznikaji semichinoidni formy flavinovych

koenzymt a CPR tak funguje jako déli¢ elektronového paru [44].

e
o e

(1-3-2-1 reakini cykdue |

P450,,
FADH- FADH.__, FAD

ADH
NN FMNH" " FMNH;

-%" [2-8-3-2 reakini cyklus |
o
%

Pocatecni reakce

H.l.:IlH E- .
[:Mhl F::::-'H [FM NH, _.f_., E:I'INH
(0e”) [ze J (2¢7)  (2e) (1e7)

Obr. 8 Funkce CPR jako donoru elektronii — délice elektronového paru. Jednd se o dva
propojené katalytické cykly podle poctu elektronii prenasenych kofaktory. Prostredni vétev
je spolecna obéma castim. In vivo je dominujici 1-3-2-1. Pravdeépodobné to zavisi na pomeéru
NADPH/NADP+. Prevzato a upraveno z [45].
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Aby mohlo dojit k pfenosu elektronti mezi vazanymi kofaktory (FMN a FAD), musi
dochézet ke konforma¢ni zméné CPR. CPR je vazdno v membrané¢ pomoci svého N-konce
a je v oteviené konformaci. Navazanim NADPH se konformace uzavfte, elektron (vodik) je
prenesen na FAD a nésledné na FMN (pfesny princip popsan na Obr. 8 str. 18). Nasledné
odstupuje NADP+ a vznika pfechodny komplex, kdy jsou od sebe oddéleny podjednotky
nesouci FAD a FMN. V dalsi fazi vznika komplex specificky pro ptenos elektronu, ty jsou
na hem CYP pifendSeny z FMN podjednotky [46]. Cely tento proces pifenosu elektronu a
konformacni zmény je znazornén na Obr. 9. Model oteviené a uzaviené formy CPR

v membrané je zobrazen na Obr. 10.

1 2 3 4

Oteviend konformace Zaviend konformace Pfechodny komplex  Specificky komplex
pfenos elektronu

Obr. 9 Schéma konformacnich zmén CPR, vedouci k prenosu elektronu. Prevzato a upraveno
z [46].

FAD
CPR oteviena forma

CPR uzaviena forma

FAD

Obr. 10 CPR s vyznacenymi kofaktory v membrané, vpravo kompaktni (uzaviend) forma,
vlevo oteviena forma schopna prenaset elektrony na CYP. Prevzato a upraveno z [47].
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1.2. Vzijemné membranové interakce proteinii asociovanych s

CYP

V této praci se zaméiuji hlavné na sledovéani ucinnosti ptemény Sudanu I na jeho
metabolity vlivem CYP1A1 pfi zméné vzdjemnych poméra CPR a cyt. bs viici CYP1AL.
Vsechny tyto proteiny jsou asociovany s membranou ER. Cyt. bs zde funguje jako pfenase¢
elektronti z reduktasy (CPR nebo CYBS5R) na CYP. U systému s CYB5R je pfitomnost
cyt. bs nutnou podminkou pro pribéh reakce, jelikoz samostatné tato reduktasa CYP
neredukuje. Dva elektrony, které jsou potieba pro hydroxylaci substratu, jsou postupné
preneseny na CYP [38,48]. Jednoduché schéma mozného pienosu elektronil je zobrazeno na

Obr. 11 s podrobnym popisem procesu samotné hydroxylace pomoci CYP .

02 + R-H
Cytochrom b|_¢:
d gt #|—» | Cytochrom b. @
NADH\_’- reduktasa i o
\ | a ~ R-OH
“ 4 Cytochrom | "
e i . P450
& / N , H:20
e _~
EIW\IADhPH e
ftochrom -
NADPH > Pasn
reduktasa

Obr. 11 Schéma prenosu elektronii mezi proteiny ER az na CYP. Prevzato a upraveno z
[3,48].

VysSe popsané schéma znéazoriuje mozny pienos elektronit schematicky, souhrnné
schéma pro syst¢tm MFO—CPR, cyt bs a CYP jako ternarni enzym odpovédny za samotnou
hydroxylaci substratu na membrané ER a jako nutny pienos elektroni mezi proteiny je
zobrazeno na Obr. 12 na str. 21. Podle dosavadnich vysledkti cyt. bs napomahé pfenostim
elektrontl, ale pro systém s CPR neni nezbytné nutny [3]. Vzajemné interakce CYP a cyt. bs,

resp. CYP a CPR na membrané ER jsou zobrazena na Obr. 13 str. 21.
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Obr. 12 Souhrnné schéma kooperace CPR, CYP a cytochromu bs v membrané ER. Prevzato
z [49].

Cytochrom  P450 Reductsa

Cytochrom P450 Cytochrom P450 77 kDa

35 kDa

Cytochrom b,

Obr. 13 Model interakce CYP a cyt. bsvlevo a CYP a CPR vpravo. Prevzato a upraveno z
[50].
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1.3. Sudanl

Sudan I (C.I. Solvent Yellow 14, podle IUPAC: 1-(Phenyldiazenyl) naphthalen-2-ol)
je organické azobarvivo oranzové barvy [51]. Jak jiz systematicky nazev napovida,
v molekule je pfitomna skupina -N=N-. U Sudanu I jsou na azoskupinu pfipojeny benzen a
2-hydroxynaftalen. Diky konjugaci vazeb, kterou posiluje pravé azoskupina, je molekula
Sudanu I barevna. Zpravidla maji azobarviva nékolik tautomernich struktur viz Obr. 14.
Existuje mnoho skupin azobarviv, daji se délit naptiklad podle poc¢tu azoskupin na mono-,
di-, tri-, tetra- azobarviva [52]. Pro Sudan I je nejlepsi rozpoustédlo methanol, ve vodé se

rozpousti velmi Spatné€ [53].

H-O H O
N N
W —_— =

Obr. 14 Strukturni vzorce -enol a -keto formy Sudanu 1. Vytvoreno a upraveno podle [54]
v programu ChemSketch.

Sudan I patii mezi skupinu primyslovych barviv. Sudany, kterych existuje n¢kolik
variant se od sebe 1i§i barvou a ¢isly v nazvech, napt. Sudany I-IV. Byly pouZzivany pro
barveni potravin (na ukazku mizeme uvést tieba olej nebo chilli a z néj vyrobené produkty
[55]). Vyjma potravin byla Sudanem I barvena i fada dalSich vyrobkt, napf. organicka
rozpoustédla, mazaci tuky, vosky, plast a benziny [56]. Sudan I byl zakdzan poté, co byl
oznacen za karcinogenni. Bylo zji§téno, Ze zplsobuje nadory jater a mo€ového méchyie u
laboratornich zvifat [57]. Ke karcinogenit¢ u modelovych zvifat bylo pozdéji pifidano
podezieni z genotoxicity a karcinogenity u lidi. Kromé toho byla zjiSténa spojitost mezi

Sudanem I a koZni dermatitidou, a byl tedy zafazen mezi lidské alergeny [58,59].
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1.3.1. Metabolismus Sudanu I

V ramci této diplomové prace je pouzivan Sudan I pro markerovou reakcis CYPIAI,
proto je na misté zminit jeho metabolismus, ktery je z velké ¢asti zprosttedkovan pravé CYP.
Schéma metabolické pfemény Sudanu I s vyznac¢enymi slouceninami detekovanymi v této

praci je znazornéno na Obr. 15.

H—0
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a proteinové } e e
HO:
b L\ CYP1A1 - Sudan | L] Q—N-‘N +
N (CYpaR) e
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HH'

S

+ e
DA, Meznameé adukty

8-Phenylazoguanin

4'6-diOH-5udan | 3" 4'-diOH-Sudan | v DNA

Obr. 15 Schéma metabolismu Sudanu I, cervené jsou oznaceny metabolity, které jsme
vyuzivali v experimentalni casti. Prevzato a upraveno z [59].

Metabolismus Sudanu I probiha hlavné v jatrech, kde se jedna o oxidac¢ni a reduk¢ni
procesy. Na krali¢ich modelech bylo demonstrovano, Ze oxida¢ni reakce vede k hydroxylaci
na uhliku 4" benzenovém kruhu, za vzniku 4’-hydroxy Sudanu I a na naftalenovém zbytku
dochazi k oxidaci v poloze 6 na 6-hydroxy Sudan I. Ve studiich in vivo byly tyto metabolity
detekovany v moci a Zluci pokusnych zvifat. Detekovany byly jak ve formé konjugované
s kyselinou glukuronovou ¢i sulfatem, tak 1 ve formé nekonjugované. Studie ukazuji, ze
vylouceni téchto metabolitli je snadné, proto se daji fadit mezi reakce detoxifikacni. Kromé
téchto oxidacnich reakci mize byt Sudan I metabolizovan i1 redukéni cestou, kterd se
vyznacuje Stépenim azoskupiny za vzniku 1-amino-2-naftolu, anilinu a p-amino-fenolu.

Rovnéz se jedna o detoxikacni reakce [60].
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Dalsi oxidaci hlavnich oxidacnich produkti vznikaji dva dihydroxyderivaty:
3’+6-dihydroxy Sudan I a 4"+6-dihydroxy Sudan I. Kromé téchto produktti byly detekovéany
i produkty oxida¢niho $tépeni azoskupiny (pouZita metoda **P — postlabeling). Byl nalezen
benzendiazoniovy ion, ktery byl stanoven s guanidinovymi zbytky jako 8-(fenyazo)guanin.
Pravdépodobné se jedna o slouceninu, kterd je zodpovédna za maligni transformaci v jatrech

[61,62].

U karcinogeneze mocového mechyie se ukazuje, Ze jde o jiny princip vzniku adukti
s DNA. Adukty vznikaji radikalovou (jednoelektronovou) oxidaci Sudanu I a jeho derivatu.

Enzymy katalyzujici tyto reakce se nazyvaji peroxidasy [63].
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2. Cile

Cilem této prace je zmapovat aktivitu cytochromu P450 1Al vic¢i Sudanu I za
ruznych vzéjemnych poméri NADPH:cytochrom P450 reduktasy a cytochromu bs. Dal§im
cilem bylo urCeni parametrii enzymové kinetiky pro primarni metabolity Sudanu I pfi

ruznych pomérech NADPH:cytochrom P450 reduktasy a cytochromu bs vici CYP1AL.
Hlavnimi tkoly prace jsou:

e Charakterizace pouzitych proteini — Cistota a piipadnd purifikace, stanoveni

koncentrace a aktivity

e Optimalizace analytickych metod a postupti — extrakce Sudanu I i jeho metabolitd a

optimalizace metody stanoveni pomoci HPLC

e Zjisténi aktivity CYP1A1 vaci Sudanu I pii riznych pomérech CPR a cyt. bs vici
CYPIA1

e Urceni parametrti enzymové kinetiky (K a Vaux) pro hydroxylaci Sudanu I pomoci

CYP1A1 pro vybrané poméry CYP1A1:CPR:cyt. bs
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a chemikalie

Avanti polar lipids (USA)
BDH chemicals (UK)
BIO-RAD (USA)

Carl-Roth (SRN)
Lach—ner (CR)

Penta (CR)
Serva (SRN)

Sigma-Aldrich (USA)

DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
Sudan Yellow (Sudan I)

Precision Plus Protein Unstained Standards, peroxosiran
amonny

CHAPS, Bromfenolova modf

dihydrogen fosfore¢nan draselny, chlorid sodny,
hydroxid draselny, dichlormethan, ethanol, kyselina
octova, ethyl-acetat

methanol, glycin, dichlorbenzen, 1,2-dichlorethan
akrylamid, N, N-methylen-bis-akrylamid (BIS),
Tris(hydroxymethyl)aminomethan,2-merkaptoethanol,
Coomassie Brilliant Blue R-250

HEPES, GSH (L-glutathion), NADPH, dodecylsulfat
sodny (SDS)

3.2. Pouzité rekombinantni proteiny

Lidsky cytochrom P450 1A1 (CYP1A1), lidsky cytochrom bs (cyt. bs) ptvodni
preparaty piipravil RNDr. Mgr. Jan Milichovsky, Ph.D. potkani NADPH:cytochrom P450

reduktasa (CPR) pivodni hruby preparat ptipravil Mgr. Jan D&dic.
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3.3. Pristroje a vybaveni

Centrifugy
Filtr
HPLC
Kolony

Koncentrator
Sonikator
Spektrofotometr
Termoblok
Vakuova odparka
Vodni lazen

Zdroj elektroforéza

7383K, Hermle (SRN), EBA 270, Hettich (SRN)

MILLIPORE Express PLUS velikost port 0,22 pm, Merck (SRN)
Agilent 1200 Series s DAD detektorem (USA)

HiTrap™ 1 ml Q FF, GE Healthcare (USA)

Chromolith Performance RP-18¢ 100mM, zrnitost 4,6 mm, Merck (SRN)
Purification System with Ultra-0.5 Device 10 kDa, Sigma-Aldrich (USA)
Elmasonic E30H, Elma (SRN)

Cary 60 UV-Vis, Agilent (USA), DS-11 FX, DeNovix (USA)
Termomixer compact, Eppendorf (SRN)

Acid-Resistant CentriVap Centrifugal Concentrator, Labconco (USA)
BS-11, Schoeller (CR)

PowerPack Basic, BIO-RAD (USA)
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3.4. Metody
3.4.1. Charakterizace a purifikace cyt. bs

Cistota preparatu cytochromu bs byla ovéfena pomoci SDS-PAGE a nasledné bylo
pristoupeno k purifikaci pomoci iontové vyménné chromatogratie v provedeni rychlé

proteinové chromatografie — FPLC (z angl. Fast Protein Liquid Chromatography).

Prvni z metod byla SDS-PAGE. Nejdiive byla skla odmasténa lihem a umisténa do
drzakl na nalévani gelu. Nasledn€ byl ptfipraven 12% d¢lici gel, ktery byl pipetovan mezi
skla. Pro vyrovnani hladiny a urychleni tuhnuti byl pievrstven destilovanou vodou. Po
30 min byla voda slita a odsata filtranim papirem. Béhem tuhnuti dé€liciho gelu byl
pripraven 5% zaostfovaci gel a nasledné pipetovan mezi skla. Do zaostfovaciho gelu byl
umistén plastovy hieben. Po patnacti minutdch bylo sklo vyndéno z drzdku a umisténo do
elektroforetické aparatury. Do vnitini Casti aparatury byl nalit elektrodovy pufr o sloZeni:
0,025M Tris-HCI 0,192M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3. Poté byl hieben vyndan a dolit
pufr az po okraj aparatury. Slozeni dé€liciho a zaostiovaciho gelu pro elektroforézu viz Tab.

2.

Tab. 2 Slozeni gelu pro SDS — PAGE pro jedno sklo.

12% délici gel 5% zaostiovaci gel

Voda [ml] 1,6 1,4
Polymeracni roztok (30% (w/v) akrylamid, 2,0 0,33

0,8% (w/v) BIS) [ml]

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) [ml] 1,3 0

1,5M Tris-HCI (pH 6,8) [ml] 0 0,25

10% (w/v) SDS [nl] 50 20

10% (w/v) peroxosiran amonny (APS) [nl] 50 20
TEMED [pl] 2 2
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Pro pfipravu vzorkl byl pouzit 4x koncentrovany vzorkovy pufr o slozeni 0,25M
Tris-HCL, 20% (v/v) 2-merkaptoethanol, 40% (v/v) glycerol, 8 (v/v) SDS, 0,012% (w/v)
bromfenolova modf, pH 6,8. Vzorky byly povaifeny 20 minut a naneseny na gel. Jako
standard byl pouzit Precision Plus Protein Unstained Standards. Elektroforéza byla

provadéna pti 200 V po dobu 80 minut.

Po dob¢hnuti elektroforézy byl gel ze skel sejmut, ofiznut a ddn na 3 hodiny do
barvici 14zné€ o slozeni: 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 46% (v/v) ethanol,
9,2% (v/v) kyseliny octové. Nasledné odbarvovani bylo provadéno na michacce
v odbarvovacim roztoku o slozeni: 25% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octovd. B€hem
odbarvovani trvajiciho cca 5 hodin byl odbarvovaci roztok nékolikrat vyménén. Gel byl

nasledné uchovavan v destilované vodé.

Ke zvySeni Cistoty preparatu cyt. bs byla pouzita metoda iontové vyménné
chromatografie v provedeni FPLC. Isoelektricky bod cyt. bs je pH 4,8. Pro purifikaci byl
vybran fosfatovy pufr o pH 6,0. Byla vyuzita kolona HiTrap™ 1 ml (Sepharose) Q FF.

K dané separaci byly potieba dva pufry: Pufr A (ekvilibra¢ni) o objemu 1 1 ve sloZeni
30mM KH;POs4, 0,3% (w/v) CHAPS a pufr B, ktery byl piipraven ze 300 ml pufru A
pfiddnim NaCl, tak aby celkovd koncentrace byla 0,5M. Oba pufry byly nasledné
prefiltrovany pfes MILLIPORE Express PLUS o velikosti pori 0,22 pm.

100 pl preparatu cytochromu bs bylo nafedéno 400ul pufru A a 500 pl destilované
vody a naneseno na FPLC, které bylo pfedtim f4dn& promyto a kolona byla ekvalibrovana.
Detekce probihala spektrofotometricky pii vinové délce 280 nm. Eluce byla provedena
zménou iontové sily srostouci koncentraci pufru B. Pritokova rychlost dosahovala
1 ml/min. Frakce byly shromazdény pomoci automatického sbérace frakci. Po ukonceni
separace byly FPLC a kolona promyty destilovanou vodou a nésledné skladovacim

roztokem, 25% ethanolem.

Frakce nachazejici se v oblasti majoritniho piku byly nésledné spojeny a bylo
provedeno zahusténi a vyména pufru pomoci centrifugace a koncentratoru s 10 000 MWCO

(mezni velikost molekul, které mohou membranou projit, z angl.: Molecular weight cut-off).
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K tomuto objemu bylo ttikrat ptidano 4 ml pufru o pH 7,4, 100mM KH>PO4, 0,3% (W/v)
CHAPS. Vzdy bylo zahusténo na 1,5 ml a po dokonceni byl odebran vzorek na SDS-PAGE.

Parametry centrifugace zprostiedkovava Tab. 3.

Tab. 3 Parametry centrifugace — zahusténi a vymeéna pufru.

centrifuga Hermle Z383K
typ rotoru vykyvny
otacek za minutu (RPM) 4000

Teplota (°C) 4

Ptfi vyhodnocovani méfeni absorbance na spektrofotometru Cary 60 byly odecteny
hodnoty absorbance pti 280, 413 a 700 nm. Koncentrace byla stanovena podle Rov.1.
AA413/280 = As13/280 — A700 Rov. 1
kde AA4i13/280 znaci korigovanou absorbanci pfi vinové délce 413 nebo 280 nm.

Koncentrace byla vypoctena podle upraveného Lambert-Beerova zékona podle Rov. 2

AAzg0
le

Ceyt. bs = * Fedéni, Rov. 2

kde ¢ je koncentrace cyt. bs, / Sitka kyvety a € je extinkéni koeficient cytochromu bs pii
vlnové délce 280 nm. Dale byl stanoveny faktor RZ (z ném. Reinheitszahl, pomér

absorbance Sorretova pasu hemoproteinu a absorbance pii 280 nm) podle Rov.3.

RZ = 8413 Rov. 3

AAago’

kde AA413 a AA,gq jsou korekce absorbanci podle Rov. 1. Podle podobnosti RZ faktori byly

vybrany frakce, které byly nasledné ptevedeny do jedné zasobni mikrozkumavky.
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3.4.2. Charakterizace a purifikace CPR

V ramci ovérovani koncentrace a Cistoty proteind bylo nutné charakterizovat i CPR.
Nejdiive byla provedena elektroforéza (viz 3.4.1), ze které bylo zjisténo, ze se v preparatu
nachdzi vice proteini o rdznych molekulovych hmotnostech. Z pozice pruhii na
elektroforetogramu bylo odhadnuto, Ze druhy vyrazny pruh odpovida CPR bez membranové
kotvy. Pomoci ProtParam byly predikovany teoretické pl pro obé formy CPR. K oddé€leni
téchto dvou forem byla pouzita metoda iontové vyménné chromatografie, zkracené¢ IEX (z

anglického: ion exchange chromatography) v provedeni FPLC.

Pufry byly pfipraveny stejné jako pti FPLC s cytochromem bs (str. 28). Rozdil
byl pouze v pufru A, kde byla koncentrace fosfatu 70mM KH>PO4, a pH obou pufri bylo
5,6. Prutokova rychlost byla opét 1 ml/min a gradient byl nastaven na 100 min do 100%
koncentrace pufru B. Byla pouzita kolona HiTrap™ 1 ml (Sepharose) Q FF. Po ukonceni

separace byl pfistroj i kolona promyta vodou a skladovacim roztokem 20% ethanolu.

Se ziskanymi frakcemi (sbér po 1,4 ml) majoritnich pikti byla provedena SDS-PAGE
elektroforéza podle str. 28. Podobné frakce byly spojeny a zahu$tény pomoci centrifugace

stejn€ jako u cyt. bs.

Koncentrace CPR byla urena pomoci meéfeni na spektrofotometru DeNovix
s vyuzitim predikovaného molarniho absorpéniho koeficientu (97555 M '-ecm™) a
molekulové hmotnosti (76963 Da) programem ProtParam (UniProt kod: P00388). Jelikoz
pouzity spektrofotometr udava koncentraci v g/l bylo potieba vysledek piepocist na molarni
koncentraci. Naméfena hodnota byla nejdiive vydélena molarni hmotnosti a vyndsobena

fedénim vzorku.
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3.4.3. Stanoveni aktivity CPR reduktasy vii€i cyt. ¢

Aktivita CPR byla stanovena spektrofotometricky, méfenim rychlosti redukce
cytochromu ¢ (cyt. ¢) s vyuzitim NADPH jako koenzymu. M¢tfeni bylo provadéno pfi

550 nm, kdy vyrazn¢ absorbuje prave redukovana forma cytochromu c, viz. Rov. 4.

NADPH + H" + 2 cytochrom c (Fe3*) - NADP" + 2 cytochrom c (Fe**) Rov. 4

Do kifemenné kyvety s optickou drahou 1 cm, bylo pipetovano 970 ul fosfatového
pufru (300mM KH>POy4, 0,3% (w/v) CHAPS, pH 7,5), 10 ul cyt. ¢ o zadsobni koncentraci 25
mg/ml a 10 pl fedéného CPR. Tato smés byla pouzita jako ,,blank*. Reakce byla startovana
ptidavkem 10 pl 10mM NADPH a dikladnym promichanim, naslednd zména absorbance
byla detekovana pti 550 nm po dobu 1 min pomoci spektrofotometru Cary 60. Aktivita byla
vypoctena podle Rov. 5 [64,65].

v N . _
acpr = ——2— - fedéni [pmol,; .- min~t - mi™1], Rov. 5
At~l~£cytc y

L.ml™! | AAgg je Tozdil absorbanci v &ase,

kde acpg je aktivita CPR v pmol.y; . - min~
Ecyt ¢ je molarni absorpéni koeficient cyt. ¢ pfi 550 nm (0,0211 pmol'-cm™1') a At je Gas

méfteni, / optickd dréha (1 cm).
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3.4.4. Charakterizace CYP1A1

Cistota cytochromu P450 1A1 (CYP1Al) byla stejnd jako u cyt. bs a CPR
charakterizovana pomoci SDS-PAGE, viz 3.4.1. Po konzultaci s vedoucim prace bylo od
dalsi purifikace upusténo a bylo brano jako optimalni, Ze v preparatu je zastoupeno vice jak

80 % CYPIAL. Tento odhad byl proveden pomoci programu Image J.

U preparatu CYP1A1 bylo nutné, jako u vsech piedchozich proteint, stanovit jeho
koncentraci, ¢ehoz bylo dosdhnuto pomoci diferen¢niho spektra okolo 450 nm. Méfeni bylo
provadéno na spektrometru Cary 60. Do kyvety o optické draze 1 cm bylo pipetovano 290 ul
fosfatového pufru (300mM KH>PO4, 0,3% (w/v) CHAPS), 5 pl zdsobniho preparitu
CYP1ALl. Tato smés byla méfena a bylo ptidano pfiblizné deset krystalkd dithionicitanu
sodného (Na2S>04), ktery plné€ zredukoval CYP. Tato smés byla pouzita jako ,,blank* pro
nasledné méteni. Obsah kyvety byl probublan po dobu 10 sekund oxidem uhelnatym a byl
pozorovan silny nértst absorbance okolo 450 nm zptisobeny vznikem komplexu CYP s CO.

Vypocet viz Rov. 6.

Ags50—A v i s
Ccyp = (%) ‘Fedéni [mM], Rov. 6

kde Ays0/490 j€ absorbance pii dan€ vinové délce a ecyp je molarni absorpcni koeficient

pro CYP v komplexu s CO, jehoz hodnota ¢ini 91 mmol™! -cm™-1[66].
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3.4.5.

Metoda HPLC

K detekci a separaci Sudanu I a jeho metaboliti byla pouzita metoda HPLC

(vysokotlakd kapalinova chromatografie, z angl. high-pressure liquid chromatography),

ktera je znazornéna v Tab. 4. Ptiprava detekovanych vzorka je popsana v dalSich kapitolach.

Tab. 4 Popis metody HPLC pouzivané k separaci a detekci Sudanu I a jeho metabolitii.

HPLC Agilent 1200 Series s DAD detektorem
kolona Chromolith Performance RP-18e 100 mm, zrnitost 4,6 mm
mobilni faze 75% methanol
nastiik 40/75 nl
doba metody 10 min
pritokova rychlost 1,5 ml/min
teplota kolony 25°C
detekce 480 nm
3.4.6. Optimalizace extrakce Sudanu I

V ramci piipravy experimentl sriznymi poméry CPR a cyt. bs k CYP bylo

provedeno nékolik optimaliza¢nich stanoveni. Prvnim znich byla snaha ovéfit, Ze

standardné pouZivanid metoda extrakce Sudanu I ethyl-acetdtem a nasledné promichéani na

vortexu a centrifugace (parametry viz Tab. 5), odebrani ethyl-acetatové frakce, odpateni a

rozpusténi v methanolu, je nejlepsi moZnosti, jak pfipravit vzorky k detekci na HPLC.

Tab. 5 Parametry centrifugace vyuzivané pri extrakci Sudanu 1.

centrifuga EBA 270
typ rotoru vykyvny
otacek za minutu (RPM) 3000

¢as centrifugace 10 min
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Do zkumavek bylo pfipraveno nékolik ,,inkubaci* o slozeni 499 pl fosfatovy pufr

(100mM KH2PO4, 0,3%(w/v) CHAPS) a 1 ul Sudanu I (5mM). Nasledné byla provedena

extrakce rtiznymi extrak¢énimi Cinidly, pro kterd byla pfipravena také kontrola, tj. 1 pl

Sudanu I v 99 ul daného rozpoustédla. Jedna z extrakci byla provedena vySe zminénym,

zavedenym postupem. Nasledné byly extrakty, rozpustény odparek v methanolu a standardy

nastiiknuty na HPLC (40 pl) a byla porovnavana relativni plocha pikd vici kontrole pro

dané rozpoustédlo a vici Sudanu I v methanolu (99 pl methanolu a 1 ul Sudanu I). Cely

experiment je popsan v Tab. 6. VSechny roztoky byly pfipraveny v tripletech. Z naméfenych

a statisticky zpracovanych dat byl vytvofen graf a vybrana optimalni metoda pouzivana i

v dal$ich experimentech.

Tab. 6 Optimalizace extrakce Sudanu 1.

Kontroly
methanol [pl] | Sudanu | [pul] | Nasledné zpracovani
Sudan | v methanolu 99 1 40 pl nastriknuto na HPLC
Sudan | v ethyl-acetatu 99 1 40 pl nastriknuto na HPLC
Sudan | v dichlorbenzenu 99 1 40 pl nastfiknuto na HPLC
Sudan | v 1,2-dichlorethanu 99 1 40 pl nastriknuto na HPLC

Rozpis inkubaci a extrakci rGiznymi rozpoustédly, vSechny délany v tripletech

Objem
Sudan | extrakéniho Odebrano
Pufr [ul] | 5mM [ul] | Extrakéni Cinidlo Cinidla [pl] extraktu [pl] Dalsi zpracovani Po zméreni
499 1 Ethyl-acetat 500 100 5
: Nastfiknuto 40 pl na
499 1 dichlorbenzen 200 200 HPLC
499 1 1,2-dichlorethan 500 100 Zapocteno
Y , fedéni
Odpareno na vakuové .
s extrakénim
odparce, rozpusténo &inidle
v 100 pl methanolu,
40 pl nasttiknuto na
499 1 Ethyl-acetat 500 200 HPLC

35




3.4.7. [Eluéni a spektralni prifazeni metaboliti

V ramci optimalizace analytickych metod bylo provedeno elu¢ni a spektralni
pfifazeni pikd ziskanych metodou HPLC pro standardy metabolitd ocekavanych pfi
hydroxylaci Sudanu I zprostiedkovanou CYP. Do vialky s 98 ul methanolu bylo ptfidano
2 ul daného standardu o neznamé koncentraci. Nasledné bylo 40 ul této smeési nastiiknuto
na HPLC. Po separaci byl ziskany elu¢ni profil porovnan s informacemi z literatury [67] o
poloze piku pro dany metabolit. Nasledn¢ bylo odecteno ze stejného méefeni UV/VIS
spektrum daného metabolitu. Tyto dvé informace — spektrum a poloha piku na
chromatogramu — byly pouzivany v dalSich experimentech pro pfifazovani piki danych

metabolitu.

3.4.8. Kalibrace metody HPLC pro Sudan I a jeho metabolity

Pro kalibraci bylo nejdfive nutné pfipravit roztoky metaboliti o dané koncentraci.
Zasobni roztok metabolitil byl pipetovan do vysuSené vialky, na kterou byla vynulovéana
analyticka vaha. Poté byl methanol dosucha odpaten a lahvicka opét zvazena. Nasledn¢ byl
pridan 1,0 ml methanolu a smés byla dikladné promichéana. Takto byly pfipraveny zasobni

roztoky o dané koncentraci pro vSechny standardy metaboliti.

Pro kalibraci byl vytvofen kalibrac¢ni roztok o objemu 1,0 ml obsahujici vS§echny
metabolity (4 '+6-dihydroxy Sudan I, 6-hydroxy Sudan I a 4’-hydroxy Sudan I) o koncentraci
0,01mM a Sudan I o koncentraci 0,1mM. Pro sestaveni kalibra¢ni ptfimky byly ptfipraveny
1x, 2x, 3x, 5x, 10x zfedéné roztoky. Tyto kalibra¢ni vzorky byly nastfiknuty na HPLC a
nasledné byly zploch pikli v zavislosti na koncentraci sestrojeny kalibrani grafy

v programu Origin©.
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3.4.9. Inkubace systémi obsahujicich CYP1Al, cyt. bs a
CPR se Sudanem I

Po optimalizaci vsech dil¢ich krokti a stanoveni Cistoty proteini a jejich koncentrace
byl proveden pokus s riznymi molarnimi poméry cyt. bs a CPR vic¢i CYP1AL1. Pfesny rozpis

koncentraci a Casti inkubaci je zobrazen pro zjednodusSeni v souhrnné Tab. 7 na str. 38.

Nejdiive byly pfipraveny liposomy odpafenim dichlormethanu z roztoku s DLPC ve
sklenéné vialce, ¢imz vznikl na dné lipidicky povlak. Byly ptidany dalsi slozky — HEPES,
voda, CHAPS, GSH — a poté byla lahvicka sonifikovana po dobu 5 minut. Poté byl ptidan
dany objem CYP1Al a za stalého michani byl nechén preinkubovat po dobu 10 minut pfi
36 °C. Mezitim bylo do vialek pro premixy pipetovano dané mnozstvi fosfatového pufru. Po
peti minutach byl k premixtim pfidan dany objem rekonstituovaného systému a CPR.
Nasledovala dalsi preinkubace 10 min pfi 36 °C za stdlého michani. Poté byly premixy
pipetovany do inkubacnich vialek, do kazdé z nich byl pfidan dany objem cyt. bs. Posledni
preinkubace trvala za stalého michdni 5 minut pti 36 °C. Nasledovalo pfidani koenzymu
NADPH a celé reakce byla odstartovana pridanim daného objemu Sudanu I. Rozmezi mezi
davkami Sudanu I a mezi jednotlivymi inkubacemi byla 30 s. Inkubace probihala za stalého
michani 20 minut za teploty 36 °C, poté byla zastavena pomoci 100 pl ethyl-acetatu a
dikladného promichani na vortexu. Vialky byly stoceny na centrifuze a byla odebrana dolni
vodna faze. Nasledné byl ethyl-acetat odpaten na vakuové odparce a odparek byl rozpustén
ve 100 pl methanolu. Takto pfipravené vzorky byly nastiiknuty na HPLC (objem nastiiku
byl 75 pl). Piky byly k metabolitim pfifazeny pomoci porovnani elu¢niho profilu
(chromatogramu) a spektra. Naméfend data byla vyhodnocena pomoci software k HPLC,
korigovana na odparovani methanolu béhem HPLC analyzy podle Rov. 7. Data byla

zpracovana pomoci programu Origin©.

Chor = % [uM], Rov. 7

kde ci,, je korigovana koncentrace metabolitu, ¢,,.; je koncentrace metabolitu vypoctena
z plochy piku pomoci kalibrace pro dany metabolit a fje faktor vypocteny jako podil sumy
koncentraci vSech stanovovanych latek metodou HPLC (tfi stanovovanych metabolitli

Sudanu I a zbytkového Sudanu I) a prvotni koncentrace Sudanu I v inkubaci.
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Tab. 7 Rozpis pokusu inkubaci s riiznymi pomery cyt. bs a CPR viici CYPIAI.

Rekonstituce CYP1A1 o celkovém objemu 105 ul, nejdEive odpaieno DL.PC v dichlormethanu, poté pipetovany dané objemy roztokd, pied piidinim CYP sonifikovdno 5 min
DLPC in CHzCl2 HEPES pH 7.4 H20 CHAPS v H20 GSH v H:20 CYP1A1
Zasobni koncentrace 5|mg/ml 500|mM 0.5]mg/ml 30 mg/ml 44.3|uM
Vysledna koncentrace 1|mg/ml 50|mM 0.05{mg/ml 3 mg/ml 2|lum
Rozpis inkubaci, objem inkubace 100 pl, proteiny pfiddvy k danému objemu 100mM KH:POs0 pH=7,4
CPR o zésobni NADPH ve vodé o |Sudan | v
Pomeér proteini v Rekonstituovany |koncentraci Cyt. bs 0 zasobni  |kc aci methanol
inikubacich CYP1Al 20,5uM koncentraci 5,7uM [10mM 6,5mM
Koncentrace v Koncentrace v Koncentrace v Koncentrace v Koncentrace v
oznaceni inkubace |cyPiAl  [CPR cyt. bs |inkubaci [pM] linkubaci [uM]  [inkubaci [uM] inkubaci [uM] linkubaci [uM]
premix A
Al 1 0.1 0 0.05 0.005 0.0 1000 13 €asy inkubaci a preinkubacl
A2 1 0.1 al 0.05 0.005 0.1 1000 13 inkubatn( smésy &as [min]
A3 1 0.1 3 0.05 0.005 0.2 1000 13 Rekonstituovany systém s CYP 10
A4 1 0.1 10 0.05 0.005 0.5 1000 13 Rekonstituovany systém s CYP+CPR 10
A5 1 0.1 30 0.05 0.005 1.5 1000 13 Rekonstituovany systém s CYP+CPR+cyt. bs 5
premix B Celd inkubace po nastartovani Sudanem | 20
B1 1 03 0 0.05 0.015 0.0 1000 13 Rozmezi pfi priddvani Sudanu | 0.5
B2 1 0.3 1 0.05 0.015 0.1 1000 13
B3 1 0.3 3 0.05 0.015 0.2 1000 13
B4 1 0.3 10 0.05 0.015 0.5 1000 13
B1 1 0.3 30 0.05 0.015 1.5 1000 13
premix C
C1 1 1 0 0.05 0.05 0.0 1000 13
cz 1 1 1 0.05 0.05 0.1 1000 13
c3 1 1 3 0.05 0.05 0.2 1000 13
(o3 1 1 10 0.05 0.05 0.5 1000 13
C5 1 1 30 0.05 0.05 1.5 1000 13
premix D
D1 1 3 0 0.05 0.15 0.0 1000 13
D2 1 3 1 0.05 0.15 0.1 1000 13
D3 1 3 3 0.05 0.15 0.2 1000 13
D4 1 3 10 0.05 0.15 0.5 1000 13
D5 1 3 30 0.05 0.15 1.5 1000 13
premix E
E1l 1 10 0 0.05 0.5 0.0 1000 13
E2 1 10 1 0.05 0.5 0.1 1000 13
E3 1 10 3 0.05 0.5 0.2 1000 13
E4 1 10 10 0.05 0.5 0.5 1000 13
ES 1 10 30 0.05 0.5 1.5 1000 13
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3.4.10. Urceni ¢asové zavislosti hydroxylace Sudanu I pomoci
CYP1Al

DalSim krokem bylo popsat kinetiku pro vybrané pomeéry proteini. Pfed méfenim
kinetiky byl proveden pokus pro urceni idealniho Casu inkubace. Pro toto méfeni byl vybran
systém s pomérem CYP1A1:CPR:cyt. bs 1:1:0. Inkubace byla pfipravena stejnym zptisobem
jako v ptedchozi kapitole. Z inkubace o objemu 500 pl bylo odebirano 100 pl v ¢asech 5,
10, 20, 30 a 40 min. Po uplynuti daného inkubacniho €asu byla reakce zastavena ptidanim
100 pl ethyl-acetatu. Promichéno na vortexu a 10 minut sto¢eno za podminek uvedenych v
Tab. 5 na str. 34, kde jsou také uvedeny podminky HPLC (objem néstiiku byl 40 ul), pomoci
kterych byla nasledné provedena analyza metabolitii. Z takto naméfenych dat byl vybran

nejdelsi méfeny Cas, ve kterém byl pozorovan linearni nartist koncentrace metaboliti.
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3.4.11. Kinetika hydroxylace Sudanu I pro vybrané poméry
CPR a cyt. bs vii¢i CYP1A1

Pro méfeni kinetiky byly vybrany poméry CYPIA1:CPR:cyt. bs: 1:0,1:0, 1:0.1:10,
1:3:0, 1:3:10, 1:10:0 a 1:10:10. Vybrané poméry jsou zndzorn€ny na vrstevnicovém grafu
pro sumu vSech metabolitl je zobrazeno Obr. 16 (graf je ptevzat z vysledkl v kapitole 4.5).
Experiment byl proveden jako v pfedchozich kapitolach, celkovy objem inkubace byl 200 pl
a metabolity byly extrahovany 100 pl ethyl-acetatu a nésledn¢ analyzovany pomoci HPLC
(objem nasttiku byl 40 pl). Rozpis inkubaci je zobrazeny v Tab. 8 na str. 42. Experimenty
byly provedeny ve tiech sériich, s konstantnim pomérem CPR viici CYP1AL.

Suma metabolity [uM]
10,02

=y

e 8,898
CYPIAL:CPR:cytbs
s 3 7,775

CYP1AL:CPR:cyt bs 6653
1:3:10 '

= 5,530

4,408
3,285

2,163

S = MWk U N RO o

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
molarni pomér cyt. bg viéi CYP1A1

molarni pomér CPR viéi CYP1A1

1,040

Obr. 16 Vybrané pomery proteinii, u kterych byla stanovena kinetika hydroxylace viivem
CYPIAL

Nésledné byly z namétenych koncentraci 6-hydroxy Sudan I a 4’-hydroxy Sudan I
sestrojeny grafy v programu Origin© a proloZeny Hillovou funkei viz Rov.8, z které byly
odecteny hodnoty pro Ky a Viax.

_ Vyax[SI"

Kreis] Rov. 8

kde v je rychlost vzniku produktu, Visx je maximalni (limitni) rychlost reakce, [S/
je koncentrace substratu, K je konstanta a n je Hilliv koeficient, ktery je pro tento piipad
roven 1. A plati, ze pokud je n=1, tak K=K, kde Kisje Michaelisova konstanta.
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Pro vyhodnocovani aktivity enzymu vici substratu bylo dale pouzito Cislo pfemény

(kcat) resp. jeho pomeér s Kus. keat bylo vypocteno podle nasledujici rovnice:

V
kcat = ?:;X’ Rov .9

kde Vuuxje maximalni (limitni) rychlost reakce a /E] je celkova koncentrace enzymu

v inkubaci.
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Tab. 8 Rozpis pokusii pro stanoveni kinetiky hydroxylace Sudanu I pro riizné pomery CPR a cyt. bs viici CYP1AI.

Rekonstituce CYP1A1 o celkovém obj 3x60 ul, nejdfive gdpafeno DLPC v dichlormethanu, poté pipeteviny dané objemy roztoki, pred pfidinim CYP sonifikovine 5 min
DLPC in CH:Cl2 HEPES pH 7.4 H:0 CHAPS v H.0 GSH v H:0 CYP1Al
Z4sobni koncentrace 5)mg/ml 500|mM D,5|mg{m| 30 mg/ml 44,3JuM
Vyslednd koncentrace 1|mg/ml 50|mm 0,05|mg,’ml 3 mg/mil 2|um
Rozpis inkubaci, objem inkub 200 pl, proteiny pidavy k d bj 100mM KH:PO:0 pH=7,4
CPR o zasobni NADPH ve vodé o |Sudan Iv
Pomér protein( v Rekonstituovany |koncentraci Cyt. bs 0 zdsobni  |koncentraci methanolu
inikubacich CYP1Al 20,5uM koncentraci 5,7uM | 10mM 6,5miM
‘ Koncentrace v Funcentracev Ki ace v K ace v Ki ace v
oznaceni inkubace |cyPiAl CPR cyt. bs |inkubaci [uM] linkubaci [um] i i [uM] inkubaci [pM] |ir i [pv]
Pomér 1:0,1:0
1A 1 0,1 0 0,05 0,005 0,0 1000 4,0 Casy inkubaci a preinkubaci
2A 1 0,1 0 0,05 0,005 0,0 1000 8,0 inkubaéni smésy &as [min]
3A 1 0,1 0 0,05 0,005 0,0 1000 16,0 Rekonstituovany systém s CYP 10
4A 1 0,1 0 0,05 0,005 0,0 1000 32,0 Rekonstituovany systém s CYP+CPR 10
S5A 1 0,1 0 0,05 0,005 0,0 1000 64,0 Rekonstituovany systém s CYP+CPR+cyt. hs 5
Pomér 1:0,1:10 (Celd inkubace po nastartovani Sudanem | 20
1B 1 0,1 10 0,05 0,005 0,5 1000 4,0 R pii pfidévani Sud | 0,5
2B 1 0,1 10 0,05 0,005 0,5 1000 8,0
3B 1 0,1 10 0,05 0,005 0,5 1000 16,0
4B 1 0,1 10 0,05 0,005 0,5 1000 32,0
5B 1 0,1 10 0,05 0,005 0,5 1000 64,0
Pomér 1:3:0
1C 1 3 0 0,05 0,15 0,0 1000 4,0
2C 1 3 0 0,05 0,15 0,0 1000 8,0
3c 1 3 0 0,05 0,15 0,0 1000 16,0
4c 1 3 0 0,05 0,15 0,0 1000 32,0
5C 1 3 0 0,05 0,15 0,0 1000 64,0
Pomér 1:3:10
1D 1 3 10 0,05 0,15 0,5 1000 4,0
2C 1 3 10 0,05 0,15 0,5 1000 8,0
3D 1 3 10 0,05 0,15 0,5 1000 16,0
4D 1 3 10 0,05 0,15 0,5 1000 32,0
5D 1 3 10 0,05 0,15 0,5 1000 64,0
Pomér 1:10:0
1E 1 10 0 0,05 0,5 0,0 1000 4,0
2E 1 10 0 0,05 0,5 0,0 1000 8,0
3E 1 10 0 0,05 0,5 0,0 1000 16,0
4E 1 10 1] 0,05 0,5 0,0 1000 32,0
5E 1 10 0 0,05 0,5 0,0 1000 64,0
Pomér 1:10:10
1F 1 10 10 0,05 0,5 0,5 1000 4,0
2F 1 10 10 0,05 0,5 0,5 1000 8,0
3F 1 10 10 0,05 0,5 0,5 1000 16,0
4F 1 10 10 0,05 0,5 0,5 1000 32,0
5F 1 10 10 0,05 0,5 0,5 1000 64,0
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4. Vysledky

4.1. Charakterizace a purifikace cyt. bs

Vsechny pouzité proteiny musely byt charakterizovany. Jako prvni byl
charakterizovan cyt. bs, ktery se v tomto pfipad€ nevyznacuje vlastni enzymovou aktivitou,
ale v systémech s CYP slouzi jako elektronovy pienase€. K ovéfeni jeho Cistoty byla pouZita

SDS-PAGE, elektroforetogram viz Obr. 17.

M Cyt. bs

100 kDa
75 kDa
50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa
10 kDa

Cyt. bs

Obr. 17 Elektroforetogram zdasobniho preparatu s vyznacenym pasem odpovidajicim cyt. bs.
M znaci marker s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.

Zasobni cyt. bs byl i pfes svou zna¢nou Cistotu purifikovan pomoci iontoveé vyménné
chromatografie, tato metoda potvrdila rovnéZ jeho cistotu, coz je patrné z chromatogramu
na Obr. 18 na str. 44. Spektrum cyt. bs naméfené na spektrofotometru Cary 60 je zobrazeno
na Obr. 19 na str. 44.
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Relativni absorbance [mAU]
—— Konduktivita [mS/cm]
120 - —— Koncentrace pufru B [%]

50 7100 -
40 + - 80

30+ - 60

20+ 04 L 40
-20 4
10440 ] L 20
-60 -
0+ T T T T T 0
0 10 20 30 40 50
Objem [ml] Frakce vybrané k zahusténi a dalsi
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Obr. 18 Chromatogram purifikace cyt. bs s oranzove vyznacenym usekem frakci, které byly
spojeny a zahusteny. Absorbance byla mérena pri vinové délce 280 nm.
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Obr. 19 Spektrum cyt. bs s vyznacenymi pasy pouzitymi k jeho charakterizaci.

Namétené hodnoty, vypoctend koncentrace a RZ podle vzorci v kapitole 3.4.1, viz
Tab. 9 na str. 45. Molarni absorp¢ni koeficient potfebny pro vypocty koncentrace byl
predikovan pomoci programu ProtParam (UniProt kod: P00167) a mél hodnotu

29450 M- '-em’!.
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Tab. 9 UV/VIS charakterizace cyt. bs.

Azso

Aq13

A0

AAzs0

AAq413

Fedéni

Koncentrace [uM]

RZ

0,0182

0,0483

0,0014

0,0167

0,0469

100 x

56,6

2,81

Nésledné byla provedena SDS-PAGE k porovnani vzorku cyt. bs pfed a po FPLC.

Na Obr. 20 je vidét, ze se béhem FPLC a zahustovani protein nefragmentoval a dominantni

zlstava pouze jeden pruh odpovidajici cyt. bs.

M FPLC cyt. bs

100 kDa
15kDa
S0kDa

3TkDa

23kDa
20}kDa

15KDa

Cyt. bs

Obr. 20 Elektroforetogram porovnani zasobniho prepardtu cyt. bs pred purifikaci pomoci
iontové vymenné chromatografie (cyt. bs) a prepardtu po purifikaci (FPLC) s vyznacenym
majoritnim pasem pro cyt. bs. M znaci marker s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.
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4.2. Charakterizace a purifikace CPR

I u CPR byla snaha o jeji purifikaci. U vzorku tohoto enzymu byla purifikace nutna
vzhledem k informacim z elektroforetogramu (zndzornén na Obr. 21), z néhoz je patrna
fragmentace. Jedna se pravdépodobné o formu CPR s kotvou a o formy bez membranové

kotvy.

M CPR

100 kD; / CPR s membranovou kotvou
15kDs —— (nefragmentovana forma)
¥~ Formy CPR bez membranové

kotvy (fragmentovana forma)

D2 -

37kDa

DD —

20kDa

13kDa
10kDa

Obr. 21 Elektroforetogram zdsobniho vzorku CPR (CPR) s vyznacenymi pruhy pro formu
s membranovou kotvou a pro formu bez membranové kotvy. Tato CPR ktera byla nasledné
purifikovana pomoci FPLC. M znaci marker s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.

Vzhledem k vysledku elektroforézy bylo pfistoupeno k iontové vyménné
chromatografii. Predikce pl ocekavanych forem CPR s membranovou kotvou a bez ni,
jejichz ptitomnost byla odhadnuta z elektroforetogramu pomoci programu ProtParam, ¢ini
pro CPR 5,30 a pro CPR bez kotvy cca 5,60. I ptes velmi uzké rozmezi pl se podafilo
majoritni formy od sebe relativné dobte odd¢lit. Chromatogram je zobrazen na Obr. 22 na
str. 47. S frakcemi odpovidajicimi danym majoritnim pikiim byla provedena SDS-PAGE,

elektroforetogram, coZ je zobrazeno na Obr. 23 str. 47.
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Obr. 22 Chromatogram iontové vymeénné chromatografie pro CPR, zelené vyznacena oblast
frakci 1-5, hnede frakce 6-10, které byly dale naneseny na gel. Absorbance byla mérena pri
vinové délce 280 nm.

CPR nefragmentovana (s membranovou kotvou)

100 kDa
T5kDa
50kDa

3TkRa

25kDa
20kDa

15kDa
10kDa

M CPR 1 2 3 4 5 CPR 6 7 8 9 10 CPR

Obr. 23 Elektroforetogram frakci -5 a 6-10 ziskanych pomoci iontové vyménné
chromatografie prepardtu CPR, kde CPR oznacuje piivodni prepardt. Cerné jsou vyznaceny
pruhy pro nefragmentovanou CPR, zelené jsou vyznaceny pruhy pro fragmentovanou CPR
bez membranové kotvy. M znaci marker s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.
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Z vysledku elektroforézy je patrné, ze se povedlo rozdélit dvé majoritni formy CPR.
Déale byly frakce 6-10 ptevedeny do jednoho roztoku a zahustény stejnym principem jako v
pfedchozi kapitole pro cyt. bs. Vzhledem k purifika¢ni naro¢nosti jak ¢asové, tak materialni
byl nakonec déle charakterizovan a k pokusim pouzit jiny zdsobni roztok CPR. Timto
pokusem se vSak povedlo dokazat, ze pomoci iontové vyménné chromatografie je mozné
rozdélit dva proteiny, jejichz rozdil pl je velmi maly. Porovnani preparatu CPR dale
pouzivaného ve vSech pokusech a preparatu, ktery jsme se snazili v této kapitole purifikovat

pomoci FPLC, je zndzornéno na elektroforetogramu na Obr. 24.

M CPR2 CPR 1

nefragmentovana
100D CPR
1 EDA fragmentovana
S0kDa CPR

K0z

25kDa

Obr. 24 Elektroforetogram porovnani nove ziskaného preparatu CPR (CPR2) a prepardtu
CPR, ktery byl purifikovan pomoci iontove vyménné chromatografie (CPRI) a na kterém
Jsou vyznaceny pdsy pro fragmentovanou a nefragmentovanou formu CPR. M znaci marker
s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.

Koncentrace CPR kdal$im pokusim byla stanovena pomoci DeNovix
spektrofotometru a predikovaného extinkéniho koeficientu o hodnoté 97555 M !-cm! a
molekulové hmotnosti 76963 Da (oboji pomoci programu ProtParam, UniProt kod: P0O0388).
Koncentrace CPR byla 20,5uM.
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Po zjisténi koncentrace CPR nésledovalo méfeni aktivity vici cyt. c. Méfena byla

redukce cyt. ¢ po dobu 1 minuty. Z namétenych dat byl pouzit tsek, kde je zavislost linearni,

ve vypoctech se pocitalo tedy s danym rozdilem casii. Piiklad zavislosti absorbance na Case

pro CPR je uveden na Obr. 25.

0,40 4
0,35 —
0,30 —
0,25 —
0,20 —

0,15 4

Absorbance

0,10

0,05

0,0

At

0,00 T e — —_— g T y 1
0,4 0,6 0,8 1,0

0,2
Cas [min]

Obr. 25 Priklad zavislosti absorbance na case pro urceni aktivity CPR po dobu 1 minuty.

Nameétend hodnoty a vypoctena aktivita jsou uvedeny v Tab. 10. Molarni absorp¢ni

koeficient cyt. ¢ mél hodnotu 0,0211 pmol!-cm™-dm?®. Z naméfenych dat vyplyva, Ze je

CPR aktivni, coZ bylo ovéteno redukcei cyt. c.

Tab. 10 Namérené hodnoty, vypocty aktivity a cisla premeény pro nami pouzity vzorek CPR.

Koncentrace t

[pM ] [min]

t At Aktivita

Assoz | [min] | Assoq | AA | [min] | Redéni | [umol-min*-mi]

20,5 0,48

0,03 0 0,23 | 0,1 | 0,48 | 1000x 9,9
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4.3. Charakterizace CYP1A1

Po ptecisténi a charakterizaci cyt. bs a CPR bylo nutno charakterizovat také
CYP1Al. Jako v ptedchozich ptipadech byla zvolena jako prvni metoda SDS-PAGE,
vysledny elektroforetogram viz Obr. 26.

M CYP

100 kDa
T5kDa

S0kRa G CYP

3TkDa

23kDa
20kDa

15Dz
10}D=

Obr. 26 Elektroforetogram zdasobniho preparatu s vyznacenym odpovidajicim pruhem pro
CYPIAI. M znaci marker s vyznacenymi molekulovymi hmotnostmi.

Z elektroforetogramu je patrné, Ze v zdsobnim preparatu neni pouze CYP, ale
mnozstvi kontaminant neni velké a také jejich pritomnost neinterferuje s pomérné selektivni
metodou stanoveni koncentrace CYP. Z ptedchozich zkusenosti vyplyva, Ze tplné precisténi
od ostatnich proteinti je ¢asové 1 materidln€ naro¢né, a proto k nému v tomto piipad€ nebylo
pfikroCeno. Ke stanoveni koncentrace byla pouzita metoda redukce CYP pomoci
dithioni¢itanu a poté probublani CO, pfi kterém se tvoii komplex CYP (Fe?" a CO). Tento

komplex ma typicky posun a nartist absorbance na 450 nm (viz Obr. 27 na str. 51).
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Obr. 27 Spektrum CYP a spektrum komplexu CYP-(Fe’*) s CO, v danych spektrech jsou
vyznaceny typické pasy.

Z diferen¢niho spektra, podle kapitoly 3.4.4, byla stanovena koncentrace CYP.

Namétené hodnoty a vypocty jsou zobrazeny v Tab. 11. Takto ziskana hodnota koncentrace

zasobniho CYP byla pouzita v nasledujicich experimentech.

Tab. 11 Namerené hodnoty absorbance a vypocty koncentrace pro prepardat CYP 1A41.

Moldrni absorpéni
Adso A490 AA Redéni koeficient Koncentrace [uM]
[mmol”-cm™-1]
0,0722 | 0,0039 0,0683 59x 91 44,3
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4.4. Optimalizace metod stanoveni Sudanu I a jeho metabolitii
4.4.1. Optimalizace extrakce Sudanu I

Ke zlepseni reprodukovatelnosti vysledka studii metabolismt, bylo provedeno jesté
nekolik dil¢ich optimalizaci. Prvni z nich se zaméfovala na reprodukovatelnost extrakce
Sudanu I (v inkubacich spolecné se svymi metabolity). Cilem této optimalizace byla snaha
ové&fit, Ze nejlep$i mozny zptisob je zavedena metoda extrakce. Cimz je myslena extrakce
Sudanu I z inkubace do ethyl-acetatu, nasledné odebrani ethyl-acetatu, odpaieni, rozpusténi
v methanolu a poté nastiiknuti na HPLC, kde jako mobilni faze je pouzivan 75% (v/v)

methanol.

Pro vybrana rozpoustédla pouzita k extrakci a jejich kontroly (kapitola 3.4.6) byl
sestrojen graf na Obr. 28 na str. 53.
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Obr. 28 Sloupcovy graf pro jednotliva rozpoustédla pouzita k extrakci a pro jejich kontroly. Data jsou uvadeéna vietne chybovych usecek
ziskanych ze 3 samostatnych méreni. Z grafu vyplyva, ze nejpodobnéjsi mnozstvi viici kontrole v methanolu je u extrakce ethyl-acetitem
s odparenim a rozpustenim v methanolu.
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Z grafu je patrné, Ze nejblize referenénimu Sudanu I v methanolu je opravdu jiz diive
zavedena extrakce ethyl-acetatem, odebrani ethyl-acetatu, jeho odpateni na vakuové odparce
a nasledné rozpuSténi v methanolu. Krom¢ tohoto zjisténi je vidét, Ze u ostatnich
rozpoustédel je velkd smérodatnd odchylka, kterda je v grafech znazornéna chybovymi
useCkami. Tyto velké odchylky jsou pravdépodobné zpiisobovany rychlym vypafovanim
rozpoustédel. Tato metoda extrakce byla jesté mirné upravena v ramci pokusti s CYP a jeho
hydroxylaci Sudanu I. Upravy byly provedeny pro potieby tohoto ovéfovaciho pokusu,
konkrétni postup u pokusu viz kapitola 3.4.9.

4.4.2. Elu¢ni a spektralni prifazeni Sudanu I a jeho
metabolitii pFi metodé HPLC s vyuzitim UV-VIS detekce

V ramci optimalizace a zpfesnéni méfeni bylo provedeno eluéni a spektralni
pfifazeni standard( metaboliti Sudanu I podle informaci z literatury [67]. K tomu byly
vyuzity standardy metabolitti Sudanu I. Byla provedena metoda HPLC, ze které byly ziskany
elu¢ni profily (chromatogramy) a spektra pro jednotlivé metabolity a Sudan I. Tato ziskana
data byla pouzivana v rdmci pfifazovani metabolitl v dalSich experimentech. Spektra pro
jednotlivé metabolity a elu¢ni profily jsou zobrazeny na Obr. 29, str. 55. Pfi téchto pokusech
nebyla znama koncentrace metabolitti, Slo hlavné o uréeni pozice piku a jejich spektra.
V nésledujici kapitole byly pfipraveny roztoky o presné koncentraci metaboliti a byla

sestrojena kalibrace.
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Obr. 29 Elucni profily (vlevo) a spektra (vpravo) od shora pro 4’ +6-dihydroxy Sudan I,
6-hydroxy Sudan I, 4’-hydroxy Sudan I a Sudan I. Solvent pik znacen u Sudanu I je také
pritomen na vsech ostatnich chromatogramech. U chromatogramu i u spekter byla pouzita
relativni absorbance jako jednotka pristroje prakticky vyuZivand pri vyhodnocovani
chromatogramii ziskanych metodou HPLC. Razeno podle poradi eluce.
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Dale byl sestrojen teoreticky chromatogram pro jednotlivé metabolity a Sudan I,

ktery je zobrazen na Obr. 30.
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Obr. 30 Teoreticky chromatogram sestrojeny prekryvem chromatogrami pro jednotlivé
standardy o neznamé koncentraci. K danym pikiim nalezi vzorce, z kterych je patrné, Ze
metabolity vytékaji podle své, od nejpolarnéjsiho k nejméné polarnimu, coz je zpiisobeno
vyuzitim reverzni faze (kolony).
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4.4.3. Kalibrace metody HPLC

Pro kvantifikaci Sudanu I a jeho hydroxyderivati pomoci metody HPLC s detekci ve
viditelném spektru, konkrétné pifi vlnové délce 480 nm, byla pouZzita metoda externi
kalibrace s vyuzitim smésného vzorku vSech stanovovanych latek. To bylo mozné diky jejich
riznému eluc¢nimu Casu (viz kapitola 4.4.2). Pomoci vyhodnocovaciho softwaru k HPLC
byla urcena plocha pikli pro jednotlivé metabolity a Sudan I. Data byla dale zpracovana
v programu Origin© a k samotnému pirepoctu na koncentrace bylo vyuzito smérnice linearni
regrese. Toto vyhodnoceni bylo provedeno samostatné pro kazdou detekovanou latku.

Kalibracni grafy jsou vyznaceny na Obr. 31.

a) 120 b) 1204
4°+6-dihydroxy Sudan I 6-hydroxy Sudan I
feml 100 o 100
=) =)
T < &
E 60 E 80
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5 204 E" 20
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— | 80+ E
é z 5000 -
2 B0+ e
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Obr. 31 Kalibracni grafy pro a) 4 +6-dihydroxy Sudan 1, b) 6-hydroxy Sudan I,
¢) 4’-hydroxy Sudan I, d) Sudan 1. Meéreno pri vinove délce 480 nm.
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4.5. Inkubace systémii obsahujicich CYP1Al, cyt. bs a CPR se

Sudanem I

Po piredchozich ovéienich koncentrace a Cistoty proteinii a optimalizaci metody
HPLC byly provedeny experimenty s riznymi poméry CPR a cyt. bs viici CYP1A1, kde byl
jako markerovy substrat pouzit Sudan I. K vyhodnoceni ti¢innosti systému se vyuZzily plochy
piki detekovanych metabolitti a Sudanu 1. Pfifazeni bylo provedeno podle kapitoly 4.4.2 a
nasledné byly na tyto namétené hodnoty aplikovany kalibrace, které jsou popsany v kapitole
4.4.3. V ramci analytického vyhodnoceni byla vyuzita korekce na mnozstvi piidavaného

Sudanu I, jelikoz se methanol ve vialkach pti dlouhych méteni na HPLC odparoval.

Poté byla data vyhodnocena pomoci softwaru Origin©. Nejdiive byly vytvoreny
3D grafy pro jednotlivé metabolity a pro celkovy soucet metabolitli, ktery je souctem
koncentraci jednotlivych metabolitd, jak je zobrazeno na Obr. 32 na str. 60. Pro lepsi

prehlednost byla data znazornéna také pomoci vrstevnicovych grafii.

Na vrstevnicovém grafu pro sumu metabolitd, Obr. 32 a) na str. 60, je patrna vysoka
ucinnost pii vysokych pomérech CPR a cyt. bs viici CYP1A1. Tato zavislost je viditelna pti
vysokych koncentracich CPR, pfestoze uc¢innost mirné slabne v oblasti s ¢tyfndsobnym
nadbytkem cyt. bs vli¢ci CYP1A1. Od tohoto bodu mizeme pozorovat zvySujici se aktivitu
s pfibyvajicim mnozZstvim cyt. bs. Okolo tfindsobného nadbytku CPR viéi CYP1Al
muzeme sledovat viceméné stagnujici mnozstvi metabolitl pii zvySujici se koncentraci
cyt. bs. Tento pas, jak jiz bylo zminéno, se s rostoucim pomérem cyt. bs shora zmensuje a u
nadbytku cyt. bs je vidét, Ze i1 v oblasti subekvimolarnich zastoupeni CPR reakce probiha
s vys$i u€innosti. Z lokéalnich maxim stoji za zminku maximum okolo poméru CPR:cyt. bs
1,5:1. Vice mén¢ na druhé strané grafu pti poméru 1:30 nalézame lokéalni minimum. Celkové
minimum nachazime pii subekvimolarnich pomérech CPR, kromé& vySe zminéné oblasti
okolo tficetindsobného nadbytku cyt. bs kde je patrné zvySeni Gi€innosti pfemén. U tohoto
pasu globalnich minim stoji za zminku, Ze i pfes subekvimolarni pomér CPR vici CYP1A1
reakce probihd v celém rozsahu métenych poméru cyt. bs, i kdyz v ramci celého grafu

s vyrazné mensi ucinnosti.
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Na grafu na Obr. 32 b) na str. 60 pro 4 -hydroxy Sudan I vidime dvé maxima okolo
poméru CYP1ATL:CPR:cyt. bs 1:10:1 a 1:10:30. Mezi t€émito poméry se tahne pas vysoké
miry piemény, ktery se se zvétSujicim pomeérem cyt. bs a snizujicim se pomérem CPR
rozsifuje. Lokalni maximum vidime pii poméru CPR:cyt. bskolem 1,5:1. Globalni minimum

se nachazi v pasu subekvimolarniho poméru CPR viuci CYPIAL.

Na grafu na Obr. 32 c) na str. 60 pro 6-hydroxy Sudan I vidime globalni maximum
okolo poméru CYP1A1:CPR:cyt. bs 1:5:17. Pozice globalniho maxima muze korespondovat
s pfeménou na 4'+6-dihydroxy Sudan I (viz diskuse). Déle vidime lokalni maximum okolo
poméru CPR:cyt. bs 1,5:1. Dalsi dvé vyrazné mensi lokalni maxima vidime pii poméru 3:2
a 1,5:30. Mezi lokdlnim maximem 1,5:1 a 1,5:30 mizeme vidét pés, kde je mnozZstvi
6-hydroxy Sudanu I prakticky konstantni. Z grafu, hlavné 3D bodového, je vidét, Ze pteména
pfi subekvimoldrnich pomérech CPR vi¢i CYP1Al je relativné vyss§i nez u

4’-hydroxy Sudanu L.

Na grafu na Obr. 32 d) na str. 60 pro 4'+6-dihydroxy Sudan I vidime maximum pfi
maximalnim méfeném nadbytku CPR i cyt. bs. Minimum vidime v pasu subekvimolarniho
poméru CPR vi¢i CYP1Al do cca &tyfnasobného nadbytku CPR. Cerna mista na

vrstevnicovém grafu znamenaji, Ze v inkubacich nebyl dihydroxy derivat detekovany.
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Obr. 32 3D grafy znazornujici tvorbu jednotlivych metabolitii Sudanu I, vlevo 3D bodové a
vpravo vrstevnicové pro: a) Suma koncentraci vsech metabolitii, b) 4’-hydroxy Sudan [

¢) 6-hydroxy Sudan I d) 4" +6-dihydroxy Sudan I.
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V dalsim kroku byl sestrojen graf poméru primarnich metabolit 4-hydroxy Sudanu I
vici 6-hydroxy Sudanu I na Obr. 33. Podle teze, kterd byla popsana v mé bakalarské praci,
by mél byt pomér vzniku téchto metabolith konstantni [3]. Zména tohoto poméru muze
naznaCovat pireménu jednoho nebo druhého metabolitu na sekundarni metabolit
4’+6-hydroxy Sudan I. V grafu na Obr. 33 mlzeme pozorovat tfi lokalni maxima pfii
pomérech CPR:cyt. bs cca 1:0,2 dalsi je pii poméru 10:1 a posledni je pas maxim pfi
desetinasobném nadbytku CPR a pfiblizn€ od ctrnactindsobného nadbytku do

tficetinasobného nadbytku cyt. bs. Minima nachézime pti pomérech 4:11 a 0,1:20.

4’-hydroxySudan | /6-hydroxy Sudan |

G

CPR viéi CYP1A1
= N W A OO N ® © O

pomér

=]
N

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
pomér cyt. bg viici CYP1A1

Obr. 33 Vrstevnicovy graf poméru monohydroxy derivatii (4 '-hydroxy a 6-hydroxy Sudanu I)
pro rizné pomery CPR a cyt. bs viici CYPIAI.

Tendence z tohoto grafu byly porovnavany s grafy pro jednotlivé metabolity na Obr.
32 na str. 60. Pro minimum pfiblizn€ ve stfedu grafu vidime, Ze se nachazi cca v misté
maxima pro 6-hydroxy Sudan I, coz odpovid4d danému sniZeni pomé&ru. Podobny vztah plati
u minima pro subekvimolarni pomér CPR, kdy se zvysuje zastoupeni 6-hydroxy Sudanu I
v inkubaci. Horni pas maxim naopak koreluje s polohou maxima u 4’-hydroxy Sudanu I a
sniZzenim uc¢innosti pfemény na 6-hydroxy Sudanu I. Pro maxima u nizkych pomérii cyt. bs
via¢i CPR nevykazuje pomér primarnich metabolith vztah ke koncentraci
4’+6-hydroxy Sudanu I. Tato maxima mohou byt zplisobena pouze zvysenou aktivitou pfi

téchto pomeérech k tvorbé 4’-hydroxy Sudanu I resp. snizenim tvorby 6-hydroxy Sudanu I.

61



Pro blizsi pochopeni efektu pfi riznych pomérech proteinti byla vytvorena fada fezl
3D grafy z Obr. 32 str. 60. Rezy grafy pii konstantnich hodnotéach cyt. bs jsou zobrazeny na
Obr. 34 na str. 63, fezy pii konstantnich hodnotach CPR jsou zachyceny na Obr. 35 str. 64.

Pti konstantnim poméru cyt. bs pfi pfidavku CPR je vidét, Ze suma koncentrace
metabolitl roste ve vSech ptipadech. U vSech fezil, vyjma Obr. 34 d) na str. 63, je vidét
propad ucinnosti reakce pii pomeéru CYP1A1:CPR 1:3, resp. 1:1 (Obr. 34 ¢) na str. 63). Teno
propad mtiZze byt zplisoben vzajemnymi interakcemi proteint v liposomech ¢i mezi sebou
navzajem. Z grafti na Obr. 34 d) a e) na str. 63 vyplyva, ze 4'+6-dihydroxy Sudanu I ptfibyva
na ukor 6-hydroxy Sudanu 1. Déle je z grafi patrné, ze maximalni ptidavek CPR zvySuje
ucinnost reakce pfiblizn€ desetkrat ve srovnani s 0,1 molarnim pomérem CPR, a ze v§echny

metabolity vykazuji narast koncentrace pii ptidavku CPR do inkubaéni smési.

U druhé série fezii na Obr. 35 na str. 64, s konstantnim pomérem CPR viuci CYP1Al
je mozné pozorovat pii poméru 1:0,1 (Obr. 35 a) na str. 64) zpocatku inhibici, a pfi zvySeni
koncentrace cyt. bs mirny nartst koncentrace metabolitll. Z grafu na Obr. 35 b) na str. 64 pro
pomér CYPIA1:CPR 1:0,3 je patrny nartist metabolitl pfi ptidavku cyt. bs. U grafu na Obr.
35 ¢) na str. 64 pro pomér CYP1AL:CPR 1:1 vidime v celém rozsahu métenych pomért
inhibici ptidavkem cyt. bs.Pro poméry CYP1A1:CPR, ¢iselné¢ znazornéné jako 1:3 a 1:10,
(Obr. 35 d) a e) na str. 64), miZeme pii pohledu na sumu metabolitll fici, Ze se jejich
koncentrace pii pridavku cyt. bs prakticky neméni. Z grafi je také patrné, Ze nejvice

4’+6-dihydroxy Sudanu I vznika pfi poméru CYP1A1:CPR 1:10.
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Obr. 34 Grafy zavislosti koncentrace metabolitii na molarnich pomérech CPR vuci CYPIAI,
pri konstantnich pomeérech cyt. bs viici CYPIAI (uvedeno v grafech).
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Obr. 35 Grafy zavislosti koncentrace metabolitii na molarnich pomérech cyt. bs vuci
CYPI1AI, pri konstantnich pomerech CPR viici CYP1AI (uvedeno v grafech).
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4.6. Optimalizace ¢asu inkubace pro kineticka méreni

Pro stanoveni kinetiky systému CYP1Al s riznymi poméry CPR a cyt. bs bylo
nejdiive nutno urcit ¢asovou zavislost, tedy dobu, po kterou hydroxylace Sudanu I probiha
linearné. Graf zéavislosti koncentrace metaboliti na ¢ase inkubace je zobrazen na Obr. 36.
Z grafu je patrné, Ze z nasich zvolenych casti je narust linearni az do doby 10 min. Tento ¢as
byl pouzit u nasledujiciho méteni enzymovych kinetik. Za téchto podminek nebyl detekovan

zadny 4°+6-dihydroxy Sudan 1.

2,2 Suma metabolity
2,0—-
181
161

] 6-hydroxy Sudan |
1,4 1 K

1,0 ~
i / 4’-hydroxy Sudan |
0,8 1 /

0,64 /

1
02

0!0 T T T T T T T T 1

koncentrace metabolitl [uM]

inkubacni ¢as [min]

Obr. 36 Stanoveni linearity rychlosti hydroxylacni reakce. Pomér proteinii byl
CYPIAI:CPR:cyt.bs 1:1:0.
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4.7. Kinetika hydroxylace Sudanu I p¥i riiznych pomérech CPR a

cyt. bs

O We

vuci

CYP1A1

Po zjisténi idedlniho ¢asu inkubace v ptredchozi kapitole bylo vybrano né¢kolik

pomértt CPR a cyt. bs vici CYP1A1, u kterych byla zméfena kinetika vzniku primarnich

metaboliti. Kinetické grafy pro jednotlivé poméry proteinii a primérni metabolity a jejich

soucet, které¢ byly prolozené Hillovou funkei s nadefinovanym Hillovym koeficientem n=1,

jsou zobrazeny na Obr. 37.
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Obr. 37 Kinetické grafy pro teoreticky soucet metabolitii (nahove), 4 -hydroxy Sudan 1
(uprostied) a 6-hydroxy Sudan I (dole). Vievo jsou zobrazené grafy pro pomery bez cyt. bs,

vpravo s cyt. bs.
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Odectené hodnoty Kara Vuux a jejich chyby a dopoctené kinetické parametry ke.s a

keat/ Ky pro dané poméry proteinti jsou zobrazeny v Tab. 12.

Tab. 12 Hodnoty Vumax a Ku a jejich chyby, kew a pomér keaw/Ku pro vybrané pomery
koncentraci proteinii pro 6-hydroxy Sudan I a 4’-hydroxy Sudan 1.

Suma metabolita
Pomeér koncentrace
proteinii Vmax | Chyba +/- | Ku | Chyba +/- Keat Keat/ K
CYP1A1 | CPR| cytbs [uM/ min] [uM] [min7] [uM-min]
1 0,1 0 0,5 0,2 8,9 8,5 9,6 1,1
1 3 0 4,6 1,3 61 29 92 1,5
1 10 0 2,2 0,3 30 7,9 43 1,5
1 0,1 10 0,6 0,1 7,7 3,0 13 1,7
1 3 10 2,4 0,3 26 7,5 48 1,9
1 10 10 1,9 0,3 14 7,3 38 2,6
4’-hydroxy Sudan |
Pomeér koncentrace
proteini Vmax | Chyba +/- | Ku | Chyba +/- Keat Keat/ K
CYP1A1 | CPR| cytbs [uM/ min] [uM] [min] [uM-min]
1 0,1 0 0,2 0,1 8,6 8,2 7,0 0,8
1 3 0 3,0 0,7 47 21 60 1,3
1 10 0 1,5 0,2 26 6,8 31 1,2
1 0,1 10 0,4 0,1 6,8 3,1 8,6 1,3
1 3 10 2,0 0,3 26 9,3 40 1,5
1 10 | 10 1,3 0,3 13 6,8 27 2,1
6-hydroxy Sudan |
Pomeér koncentrace
proteini Vmax | Chyba +/- | Ku Chyba +/- Keat keat/ Km
CYP1A1 | CPR | cyt bs [uM/ min] [uM] [min] [uM*-min]
1 0,1 0 0,1 0,04 9,9 9,3 2,6 0,3
1 3 0 2,3 1,3 182 133 46 0,3
1 10 0 0,7 0,1 48 14 14 0,3
1 0,1 10 0,2 0,02 9,7 2,6 4,3 0,4
1 3 10 0,5 0,04 23 4,9 9,1 0,4
1 10 10 0,6 0,1 21 9,9 11 0,5
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Z Tab. 12 na str. 67 je patrné, ze zména poméru CPR ku CYP1A1 ma vyrazny vliv
na kinetiku pfemény Sudanu I na jeho primarni metabolity. V nékterych ptipadech jsou vidét
1 fadové rozdily v hodnotach Ky a Vaux. Stejné jako v predchozich experimentech byla

sestrojena kinetika i1 pro teoretickou sumu vSech metabolitii.

Pii pohledu na oba primarni metabolity i jejich sumu pozorujeme, Ze nejnizsi
hodnoty Ky 1 Viax jsou typické pro subekvimolarni poméry CPR. Nejvyssi hodnoty K 1
Vmax byly zaznamenany u pomért s trojnasobnym nadbytkem CPR. Tyto trendy jsou u obou
derivati vice méné totozné. Pricemz v absolutnich ¢islech vykazuje tvorba
6-hydroxy Sudanu I vyssi hodnoty Ky a niz8i Viux, s jedinou vyjimkou, kterou je Kas pii
poméru 1:3:10, jez je zde o néco nizsi nez pro 4’-hydroxy Sudan I. V ¢em se vSak tyto
derivaty lisi, je vliv pfidavku cyt. bs. V pfipadé tvorby 4 -hydroxy Sudanu I ptidavek cyt. bs
ponékud zlepSuje Ky a pti subekvimolarnim poméru CPR zlepsSuje i Vaax. Zato v ptipadé
prakticky Zadny vliv na Ky, ale zvySuje Vumux, a naopak pii nadbytku CPR pak cyt. bs

nckolikandsobné zlepSuje Ky, ale zhorSuje Vizax.

Protoze parametry Ku a Viux Casto vykazovaly opacné trendy, byla snaha zjistit,
ktery z parametri pfevladd. Pro porovnani kinetiky pro jednotlivé pomeéry proteinil
k CYP1AT1 bylo vypocteno ¢islo pfemény ke, @ nasledné€ pomér tohoto ¢isla premény viici
K, ktery vyjadiuje konstantu specifity ¢i téZ katalytické efektivity enzymu (kea/Kar). Cim
je toto ¢islo vyssi, tim 1épe enzym dany substrat preménuje. Z hodnot kc./Ky uvedenych v
Tab. 12 na str. 67 vyplyva, Ze ptidavek cyt. bs zvySuje katalytickou efektivitu hydroxylace

Sudanu I zprostfedkovanou CYP1A1 aZ témét na dvojnasobek.
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5. Diskuse

V prvni ¢asti prace jsem se zaméfil na charakterizaci zdjmovych proteind, které byly
jiz diive na katedfe pfipraveny. Cyt. bs vykazuje pomérné nizkou afinitu k hemu a béhem
heterologni exprese pak muiize byt preparat kontaminovan neaktivni apoformou. Pivodni
preparat cyt. bs pouzity pro dalsi experimenty, jak se ukazalo, apoformu neobsahoval,
pomoci IEX z n¢j vSak byly Gspésné odstranény neznamé kontaminujici proteiny. To bylo
dalezité proto, aby mohla byt co nejpfesné€ji stanovena jeho koncentrace pomoci UV-vis

spektroskopie.

V ramci charakterizace CPR byla nejprve provedena SDS-PAGE, ktera prokazala,
ze v zasobnim roztoku bylo ptfitomno nékolik zon proteinu, z nichz vétSina vykazovala nizsi
molekulovou hmotnost nez nefragmentovana CPR. Vzhledem ke znamé nestabilité tohoto
proteinu, bylo pfedpokléddano, ze se jedna o kontaminaci fragmenty bez membranové kotvy.
Predikovany rozdil isoelektrickych bodl téchto fragmentii byl v fadu desetin pH, piesto se
tyto formy povedlo oddélit pomoci iontové vyménné chromatografie, coz bylo nasledné
ovéieno i na SDS-PAGE. V ramci optimalizace tohoto d€leni bylo vypozorovano, ze je
nezbytné tuto purifikaci provadét v chladové mistnosti. Bohuzel takto purifikovaného
zasobniho vzorku nebyl dostatek na vSechny planované experimenty. Z toho divodu byl
vyuZit jiny, nefragmentovany preparat CPR, u kterého byla urena koncentrace a aktivita

vici cyt. ¢ pomoci UV/VIS spektrofotometrie.

Rekombinantni lidsky CYP1A1l vyuzity dale v praci vykazoval pon€kud vétsi
mnozstvi necistot, které je obtizné¢ bez velkych ztrat odstranit. Jelikoz vSak hostitelsky
organismus (E. coli) Zadné vlastni CYP nema4, lze v tomto ptipadé jeho koncentraci urcit
specificky testem na CYP, pomoci posunu absorpéniho pasu jeho komplexu s CO

v redukovaném stavu.

Pro zptesnéni stanoveni ¢asto jen malého mnozstvi metabolitl, které mohou vznikat
napf. pii nizkych koncentracich substratu béhem kinetickych méfeni, bylo také nutné
optimalizovat n¢které kroky pfipravy a analyzy vzorki. Kroky obnésely ovéfeni ucinnosti
extrakce Sudanul a optimalizaci kvalitativniho a kvantitativniho ureni metabolith

Sudanu I.
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Optimalizace extrakce potvrdila, ze nejlep§i moznosti je extrakce ethyl-acetatem,
jeho odpateni a rozpusténi odparku v methanolu. Ostatni zkousend rozpoustédla, kromé
snizeného mnozstvi Sudanu I vykazovala znamky obsahu jinych latek, které¢ u nékterych
rozpoustédel rozmyvaly piky pro Sudan I, ptfipadné¢ byl detekovéan jiny pik pro dané
rozpoustédlo, tyto piky by pak navySovaly plochy piki pro metabolity v nasledujicich
pokusech. I pro zvolenou metodu piipravy vzorku (extrakce ethyl-acetatem, jeho odpaieni a
nasledné rozpusténi odparku v methanolu) se musi zohlednit moznost vzniku neptesnosti pii
vyhodnocovani vysledki z HPLC. Jedna se hlavné o to, Ze se odparek rozpoustény v malém
objemu (100 pl) ve vialkach o objemu cca 1,5 ml rychle odpatuje, coz se negativné projevuje
hlavn¢ u dlouhych sérii méteni. Proto byla u experimentli zavedena korekce na toto

odparovani.

V ramci pfipravy hlavnich experimentii, mapovani uc¢innosti pomérti proteint
dodévajicim / pienasejicim elektrony pro CYP1A1 a méfeni kinetiky pro vybrané poméry
proteint bylo provedeno pfitazeni pikli podle elu¢nich profili z HPLC a informaci ziskanych
z literatury [61]. Dale bylo provedeno spektralni rozliSeni metaboliti, kde byly pozorovany
spektralni posuny hlavnich piki pro oba monohydroxymetabolity i dihydroxymetabolit.
Tyto poznatky byly dale pouzity v naslednych experimentech pro jasné stanoveni
detekovanych metaboliti. V experimentech byla pouzita externi kalibrace s vyuZitim
navazenych standardi metabolitl. Pro zlepSeni nasledného kvantitativniho vyhodnocovani
by vSak bylo optimalni zjednodusit ziskani kalibrani zavislosti naptiklad zjiSt€nim
odpovidajicich extinkénich koeficienti pro vSechny detekované metabolity a dana

rozpoustédla.

Jednim z hlavnich cili bylo zmapovani aktivity CYP1A1 vici Sudanu I pro rizné
poméry CPR a cyt. bs. Cilem bylo zptesnit a rozsifit soubor predbéznych vysledkii ziskanych
v ramci mé bakalaiské prace [3]. V bakalafské praci jsem se zamétoval na pomeéry do
tficetinasobného nadbytku CPR a cca sedmnactindsobného nadbytku cyt. bs. V diplomové
praci byly proméfeny poméry do desetinasobného nadbytku CPR a tficetindsobného
nadbytku cyt. bs. Oproti bakalafské praci byl navic zafazen jest€¢ jeden subekvimolarni
pomér CPR viici CYP. Zde byly zvoleny niz§i poméry, které pravdépodobné& 1épe popisuji

fyziologicky pomér proteinl v buiikach, resp. na membrané ER. Oc¢ekava se, Ze v buiikach
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bude nadbytek cyt. bs oproti CYP i oproti CPR. Z vysledki jak v této, tak v mé bakalarské
préci, je vidét, ze zmény poméri proteinti ovliviiuji efektivitu hydroxylace Sudanu I. U obou
sérii vysledki je patrné, ze se zvySujicim se pomérem proteinti rychlost reakce roste, avSak
prabéhy vrstevnicovych grafi se 1isi. To muze byt ovlivnéno nékolika faktory. Zaprvé
zménou enzymovych preparatli pouzivanych pro experimenty. Zadruhé u bakalarské prace
byla provedena pouze purifikace a charakterizace cyt. bs, koncentrace ostatnich proteinti
byly pievzaty od kolegt, kteti dané enzymy produkovali, a z tohoto diivodu nebylo mozné
ovefit spravnost jimi stanovené koncentrace. Naptiklad u preparatu CYP1A1 byla stanovena
koncentrace pomoci proteinovych technik, zatimco v této diplomové praci byla pouzita
technika komplexu CYP s CO, kterd je specificka jen pro aktivni formu CYP. Tyto
nejasnosti pravdépodobné zpiisobuji misty odlisné vysledky a jejich porovnani je tedy pouze

orientacni.

Pro popsani vlivu zmény koncentrace CPR byly sestrojeny fezy 3D grafy (z Obr. 32
na str. 60) viz Obr. 34 str. 63. Pfi konstantnich pomé&rech cyt. bs je patrné, Ze se zvySujici se
koncentraci CPR roste mnoZzstvi metabolitli ve vSech ptipadech. Tento vysledek potvrzuje,
ze aktivita CPR je v systému jedinym proteinem ziskavajicim elektrony z NADPH a cyt. bs
jen napomaha ptenosu téchto elektronti dale na CYP1A1. Dominantnim, rychlost uréujicim

krokem je aktivita CPR resp. jeho schopnost dodavat potfebné elektrony CYP.

Naopak pfii konstantnich pomérech CPR na Obr. 35 str. 64 vidime, ze cyt. bs ma pii
riznych koncentracich CPR rizny vliv. Vidime jak inhibici reakce pifi poméru
CYP1AIL:CPR 1:1, tak na druhou stranu stimulaci reakce pfi poméru 1:0,1 a 1:0,3. U
ostatnich pomérli nevykazuje cyt. bs na reakci vyrazny vliv, snad jen u vzniku
4’+6-dihydroxy derivatu stimuluje jeho tvorbu pti vysokém poméru CPR (Obr. 35 e)). Mensi
vliv zmény koncentrace cyt. bs na efektivitu reakce byl o¢ekavan, jelikoz koreluje s vysledky
v mé bakalarské praci. Se vzriistajici koncentraci CPR je vidét, Ze se vytraci vliv pfidavku
cyt. bs. Tento efekt mize byt zplisobeny také tim, Ze se cyt. bs na pfenosu elektronl jiz
nepodili, jelikoZ je CYP v membrané ER asociovany hlavné se svym primarnim donorem
elektrontit CPR. Vysledky také naznacuji, Ze cyt. bs kromé& role pfenasece elektroni, za
urcitych podminek neovlivituje ¢i 1 inhibuje studovanou reakci, coz naznacuje, Ze by mohl

mit na CYP1A1 i vliv alostericky.
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Po tomto popsani vlivu jednotlivych pomérti proteini na preménu Sudanu I si lze
klast otazku, jak ménici se poméry ovliviiuji enzymovou kinetiku reakce. To by také mohlo
prispet k objasnéni piip. alosterického vlivu cyt. bs. Nejdiive bylo nutné zjistit casovou
zavislost premény Sudanu I na jeho metabolity, z které je patrné, Ze tato zavislost vykazuje
linearitu do cca 10 min pii poméru CYPIA1:CPR:cyt. bs 1:1:0. Tento cas je krat$i nez pro
jiné zndmé substraty, jako je napiiklad ellipticin, kde je Casova zavislost linearni az do 30
min [68,69]. AvSak u zminéného experimentu s ellipticinem se jednd o mikrosomalni
enzymy, v pokusech byly pouzivany rekombinantné¢ pfipravené proteiny a také je zde
samoziejmé nutné brat v potaz efekt substratu, protoze kazdy substrat je pfeménovan s jinou

rychlosti.

Se znalosti optimalniho c¢asu inkubace byla provedena kinetickd méfeni.
Z namétenych hodnot byly sestrojeny grafy a prolozeny Hillovou funkei, s Hillovym
koeficientem (n) rovnym jedné, jelikoz vysledky nenaznacovaly alosterickou modulaci
zprostiedkovanou substratem nebo jeho vicendsobnou vazbu do aktivniho centra. Byly
ziskany hlavni kinetické parametry, Viux a Ky viz Tab. 12 na 67. Pfi chronické expozici,
tedy za nizké koncentrace xenobiotika, je za fyziologickych podminek urcujici parametr K.
Cim je hodnota Kjs mensi, tim je pravdépodobné i afinita enzymu k substratu vy$si. Hodnota
K se s rostouci koncentraci CPR né€kdy i fadové zhorSovala, coz by mohlo naznacovat napf.
alostericky vliv CPR na CYP, kdy by napt. jejich delsi protein-protein interakci mohlo dojit
k ovlivnéni afinity k substratu. Zajimavé je, ze ptidavek molarniho nadbytku cyt. bs hodnoty
K pti vySSich koncentracich CPR zase snizuje, a tak ¢astecné kompenzuje jeji negativni
efekt. Pro akutni expozici, kdy je enzym vystaven vysoké koncentraci substratu, je urcujicim
parametrem limitni rychlost reakce Viux. Ta je velmi nizkd pfi subekvimolarni koncentraci
vliv cyt. bs pfi tfindsobném nadbytku CPR, rozdily hodnot vSak nejsou tak vyrazné jako pro

Ku.

Jako dalSi parametr k porovnani ucinnosti hydroxylace Sudanu I pro jednotlivé
pomeéry proteint byl zvolen pomér kc./Ku, neboli katalyticka efektivita enzymu, tento pomér
v sob& zahrnuje vliv obou hlavnich kinetickych parametrii. Cim je tento pomér vyssi, tim je

vy$§i aktivita enzymu k danému substratu. Z Tab. 12 na str. 67 je patrné, ze efekt na zvySeni
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katalytické efektivity ma ptidavek desetindsobného nadbytku cyt. bs, a to ve vSech
ptipadech. V tripletech s nebo bez cyt. bs je vidét, ze tento parametr roste nebo se neméni,
az na vyjimku u 4’-hydroxy Sudanu I pro pomér proteinti 1:3:0. Na zéklad¢ téchto vysledkt
muzeme shrnout, ze piidavek cyt. bs ma na kinetiku znatelny vliv, a tento vliv je vyssi, nez
vliv zvysujici se koncentrace CPR, u které se trendy rostouci Kus a Viux resp. keas prakticky

zcela navzajem kompenzuji.

Trendy pfi kinetickych métenich naznacuji, ze ptidavek cyt. bs ma tendenci snizovat
K ve vSech piipadech. Tento efekt je vyraznéjsi u tvorby 6-hydroxy Sudanu I a pii vyssich
koncentracich reduktasy. Také Vax se pfi piidavku cyt. bs snizuje, a to u vSech poméri
na oxidaci Sudanu I zprostfedkovanou CYP1A1 miiZe pomoci vysvétlit n€které protichiidné
zaveéry ohledné vlivu cyt. bs na oxidaci dalSich substrati CYP1A1 a pfipadné dalSich
ptibuznych cytochromt P450. Vysvétleni spoc¢iva v koncentraci substratu: Je-li studie
provadéna za nizkych koncentraci substratu, kde je jeho efektivita ovlivnéna predevsim
parametrem Ky, bude cyt. bs plsobit stimula¢né v disledku snizovani Ku, zatimco ve
studiich pouzivajicich vysoké koncentrace substratu, pifi nichz je efektivita katalyzy
ovlivnéna predevSim parametrem k..;, se¢ muze jevit cyt. bs inhibi¢né, jelikoz snizuje
maximalni reakéni rychlost. Za urcitych koncentraci substratu také mohou byt tyto
protichlidné efekty v rovnovaze a ptidavek cyt. bs pak nemusi vykazat vyznamny efekt na

efektivitu katalyzy.
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6. Zavér

V prvni fazi feSeni prace se podaiilo charakterizovat a piecistit starsi preparaty CPR
a cyt. bs. U CPR byla navic ovétena aktivita vici cyt. c. U CYP1A1 byla stanovena Cistota

a zpfesnéna koncentrace.

V ramci optimaliza¢nich kroka bylo ovéteno, ze extrakce Sudanu I ethyl-acetatem a
nasledné odpateni a rozpusténi v ethanolu je nejlepsi ze zkousenych postupti ptipravy
vzorkl pro analyzu na HPLC. Byla provedena externi kalibrace pro stanoveni Sudanu I a
jeho derivatl (4'-hydroxy Sudanu I, 6-hydroxy Sudanu I a 4°+6-dihydroxy Sudanu I) na

nové instrumentaci.

Jednim z hlavnich vysledkti pak bylo stanoveni tvorby zminénych hydroxyderivati
Sudanu I katalyzované lidskym CYP1A1l pro rizné poméry CYP1A1:CPR:cyt. bs. Na
zaklade té€chto vysledkil pak byly sestrojeny vrstevnicové grafy (Obr. 32 na str. 60) a jejich
fezy pro konstantni poméry CPR na Obr. 34 na str. 63 a pro cyt. bs na Obr. 35 na str. 64.
Ukazalo se, ze hydroxylaci Sudanu I vyrazné ovlivituje zvysujici se koncentrace CPR, tedy
zvySujici se molarni pomér CYPIA1:CPR. Zatimco zvySujici se koncentrace cyt. bs pro
konstantni pomé&ry CPR vykazuji pro rizné poméry rizné vlivy: kdy mizeme sledovat jak
stimulaci, tak inhibici a u nékterych poméra také to, ze ptidani cyt. bs nema na rychlost

reakce vliv.

V névaznosti na piedchozi pokus byly vybrany né&které poméry proteintl, pro které
byla nésledné provedena kineticka méfeni a stanoveny kinetické parametry (Ku, Vaiux, resp.
kear a jejich pomér kc./Kwu), které jsou zobrazeny v Tab. 12 na str. 67. Na zaklad¢ téchto
méfeni se podafilo dokazat, ze molarni poméry jak CPR, tak i cyt. bs vyrazné ovliviiuji
kinetiku hydroxylace Sudanu I zprostifedkovanou CYP1A1 a to ovlivnénim obou faktort:

Ky 1 Vimax.
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