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Abstrakt

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je flavoprotein o velikosti 78 kDa, ktery
je spolu s cytochromy P450 souc¢asti monooxygenasového systému vazaného v membrané
endoplasmatického retikula. Monooxygenasovy systém se 0c¢astni metabolizmu Siroké
Skaly organickych latek, vcetné 1é¢iv nebo rtiznych polutanti ptitomnych v Zivotnim
prostiedi (polycyklické aromatické uhlovodiky, aromatické aminy aj.). CPR funguje jako
prenase¢ reduk¢nich ekvivalentd z NADPH na piislusné cytochromy P450. Pro spravnou
interakci s cytochromy P450 je dilezita N-terminalni hydrofobni doména kotvici protein
v membrané. Odstranéni této domény, napf. trypsinovou proteolyzou, ma za néasledek
vznik solubilni CPR (72 kDa) a ztratu katalytické aktivity vici cytochromu P450.
V prubéhu heterologni exprese Vv bakteriich E. coli je proteolyticky labilni misto CPR
(Lys56 — 11e57) cilem pusobeni intracelularnich proteas s trypsinovou aktivitou, coZz mize
negativné ovlivnit vytézky nativniho 78 kDa proteinu.

Piedkladana diplomova prace popisuje heterologni expresi, purifikaci a
charakterizaci dvou forem potkani CPR. Forma wtCPR piedstavuje protein piirozené se
vyskytujici v potkanim organismu (kmen Wistar), zatimco mCPR obsahuje
aminokyselinovou substituci (K56Q) v misté proteolytické degradace. Vysledkem zminéné
substituce je proteolyticky stabilni CPR, odolna vué¢i pusobeni proteas s trypsinovou
aktivitou. Obé formy CPR byly exprimovany v buiikach E. coli BL21(DE3)RIL s vyuZitim
expresniho vektoru pET22b. Rekombinantni proteiny byly purifikovany pomoci ionexove
(DEAE Sepharosa) a afinitni (2°'5"~ ADP Sepharosa) chromatografie. Enzymové aktivity
wtCPR a mCPR byly ovéfeny v rekonstituovaném systému s potkanim CYP1A1l pii
metabolizmu Sudanu | jako markerového substratu. Déale byla testovana i schopnost
jednotlivych forem CPR redukovat lidsky cytochrom bs.

Kli¢ova slova: NADPH:cytochrom P450 reduktasa, heterologni exprese, purifikace,
proteolyticka stabilita.



Abstract

NADPH:cytochrome P450 reductase (CPR) is a 78 kDa flavoprotein, which is
together with cytochrome P450 component of monooxygenase system bound in the
membrane of the endoplasmic reticulum. Monooxygenase system is involved in the
metabolism of a wide range of organic substances, including drugs or various pollutants
present in the environment (polycyclic aromatic hydrocarbons, aromatic amines, etc.). CPR
works as a transporter of reducing equivalents from NADPH to the cytochromes P450. For
proper interaction with cytochromes P450, intact N-terminal hydrophobic domain
anchoring protein in the membrane is needed. Removing this domain, e.g. during trypsin
proteolysis, gives rise a soluble CPR (72 kDa) and cause loss of catalytic activity towards
cytochrome P450. During heterologous expression in E. coli proteolytically sensitive site
of CPR (Lys56 - 1le57) is cleaved by intracellular trypsin-like proteases, that may
negatively affect the yields of native 78 kDa protein.

This thesis describes the heterologous expression, purification and characterization
of two forms of rat CPR. WICPR is a protein naturally occurring in rats (Wistar strain),
while mCPR contains one amino acid substitution (K56Q) in the site of proteolytic
degradation. The result of that substitution is proteolytically stable CPR, resistant to
proteases with trypsin activity. Both forms of CPR were expressed in E. coli BL21 (DE3)
RIL cells using the expression vector pET22b. Recombinant proteins were purified to
homogeneity using ion exchange (DEAE Sepharose) and affinity (2'5" ADP Sepharose)
chromatography. Enzyme activity of wtCPR and mCPR was verified. Rat CYP1Al
reconstituted with wtCPR and mCPR was capable to oxidize Sudan I, a marker substrate of
this CYP. Furthermore, both forms of CPR were capable of reducing human

cytochrome bs.

Keywords: NADPH:cytochrome P450 reductase, heterologous expression,
purification, proteolytic stability.

(In Czech)
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Uvod

1 Uvod

Rust Zivotni drovné, védecky atechnologicky pokrok s sebou piinaseji nejen
pozitiva, ale inegativa. Rozmach pramyslu, dopravy, chemizace prostiedi, hromadéni
odpadu, to vSe pfispiva k rostoucim narokum na Zivotni prostredi a predevsim na Zivé
organismy. Ty jsou exponovany velkému mnoZstvi cizorodych latek, se kterymi se dfive
nesetkaly. Patii sem rizné prumyslové chemikalie a polutanty napt. pesticidy, barviva,
fenolické latky, aromatické aminy, nitroslouceniny, polycyklické aromatické uhlovodiky.
Do skupiny cizorodych latek mizeme zafadit také latky vpravované do organismu védomé,
coz jsou léc¢iva [1]. Mnohé zvySe zminénych slouCenin patii mezi toxické latky
s neblahym vlivem na Zivé systémy i lidskou populaci. V ptipadé ¢lovéka si pak vybiraji
dan v podobé civilizacnich chorob jako je rakovina, diabetes, astma aj. Moznosti jak se
vypoiadat s cizorodymi latkami neni mnoho. Kromé usili o jejich celkovou eliminaci
a nalezeni novych bezpecénéjSich sloucenin, je tady jesté snaha porozumét vzniklym
problémiim na zaklad¢ znalosti mechanismu jejich pisobeni. Pro poznani téchto
mechanismu potiebujeme v prvni fad¢ znat a charakterizovat enzymy, které cizorodé latky

vvvvvv

cytochromy P450.

1.1 Xenobiotika a jejich biotransformace

Jako xenobiotika mtzeme oznacit latky, které se normalné v organismu nevyskytuji
a ani nejsou potiebné pro jeho zdravy vyvoj nebo jako zdroj energie [2]. Xenobiotika patii
nejcastéji do skupiny hydrofobnich (nepolarnich) latek. Na jedné strané jim hydrofobicita
umoznuje snadno prostupovat biologickymi membranami, ale na strané druhé je piekazkou
pfi jejich eliminaci z organismu. Proto je nezbytné molekuly xenobiotik metabolizovat —
biotransformovat na molekuly pol&rnéjsi, snadngji vylucitelné [3].

Za biotransformaci cizorodych latek jsou povazovany procesy, které vedou k jejich
snadnéjSimu vylou¢eni z organismu nebo potlaceni jejich pasobeni [1]. Podstatou
biotransformace je tedy zména fyzikalné-chemickych vlastnosti molekul xenobiotik tak,
aby misto absorpce byla preferovana jejich exkrece. Tuto ulohu pIni v organismech préaveé
biotransformacni enzymy. Vyskytuji se v fisi prokaryot, eukaryot a dokonce i vira [4].

Vyznacuji se Sirokou substratovou specifitou, kde pomérné Uzka skupina enzymut dokéze
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Uvod

metabolizovat velké mnozZstvi substratd. To jim umoznuje pieménovat nejenom latky
cizorodé, ale v pripadé eukaryotnich organismi i endogenni substraty jako jsou steroidni
hormony, vitaminy A a D, Zlu¢ové kyseliny aj. [5].

| kdyZ jsou biotransformacnimi enzymy vybaveny jak bakterie tak Zivocichové,
nakladaji s nimi rozdilné. Zatimco bakterie usiluji cizorodé latky vyuZit pro svuj prospéch
jako zdroj energie nebo uhliku, Zivo¢ichoveé se je naopak snazi eliminovat. Pro tento ucel si
v evoluci vyvinuli skupiny ptislusnych enzymovych systémi [6]. Jejich vyskyt je vazéan
zejména na biotransformac¢ni centra, coZ jsou jatra, plice, ledviny nebo gastrointestinalni
trakt. Spolecné se pak ucastni reakci zabezpecujicich exkreci cizorodych latek
Z organismu.

Tyto reakce mizeme rozdélit do dvou fazi. Prvni faze, tzv. derivatizacni, zahrnuje
pochody, jejichZ cilem je zvysSit polarnost parentalnich molekul a zavést funkéni skupiny
tak, aby byly schopné reakci vdruhé fazi biotransformace. Druhou fazi muzeme
charakterizovat jako souhrn reakci, pii kterych dochadzi ke konjugaci polarizované
molekuly xenobiotika s endogennimi substraty. Kone¢nym produktem téchto reakci je
metabolit mnohem Iépe rozpustny ve vodg, ktery muze byt z organismu vyloucen [7,8].

1.1.1 . faze biotransformace

Prvni faze biotransformace zahrnuje reakce oxidac¢ni, redukéni a hydrolytické. Tyto
reakce zavadi nebo demaskuji funkéni skupiny (-OH, -NH;, -SH, -COOH) a obvykle
vedou jen k ¢astecnému narastu polarity [7]. Funkéni skupiny jsou pozdéji reakénimi
centry v dalSi fazi biotransformace. Nejpocetnéjsi skupinou jsou enzymy, které katalyzuji
reakce oxida¢ni. Patii sem napi. oxygenasy (monooxygenasy, dioxygenasy) nebo
peroxidasy.

Nejdulezitéjsi ulohu sehrévaji monooxygenasy zahrnujici cytochromy P450, které
jsou soucasti mikrosomalniho monooxygenasového systému a flavinové monooxygenasy.
Ke své funkci vyuzivaji molekulu biatomického kysliku a kofaktor schopny tento kyslik
aktivovat (hem, FAD). Vysledkem reakce je inkorporace jednoho atomu kysliku do
molekuly substratu, zatimco druhy je redukovan na vodu [9].

Dioxygenasy pak vnaSeji do molekuly substratu oba dva atomy Kkysliku.

Kofaktorem mohou byt hemové i nehemové vazané ionty Zeleza [10,11].

12



Uvod

Peroxidasy vyuZivaji pro oxidaci xenobiotik nebo endogennich latek soucasnou
redukci peroxidu vodiku. Vyznacuji se Sirokou substratovou specifitou a jako prostheticka
skupina se tu nachazi hemov¢ vazané Zelezo [12].

Redukéni reakce nenabyvaji takového vyznamu jako reakce oxidacni, ale piesto se
podili na metabolizmu mnoha latek mj. nitro-aromatd, azobarviv, ketont, disulfidd.
Zastupci této skupiny enzymu jsou napi. NADPH:cytochrom P450 reduktasa, DT-
diaforasa, xanthinoxidasa [1].

Mezi nejvyznamngjsi hydrolytické enzymy patii karboxylesterasy. Stépi jiz
piitomné funkéni skupiny (estery nebo amidy) za wvzniku karboxylovych kyselin

a prisludnych alkoholu, resp. amina [13].

1.1.2 1l. faze biotransformace

Ve druhe fazi biotransformace reaguje polarni endogenni substrat s funkéni
skupinou xenobiotika, ktera je bud’ ptitomna nebo byla zavedena v prvni fazi. Mezi
acetatem, glutathionem nebo saminokyselinami (glycin, taurin, glutamova kyselina).
Vysledkem je markantni narast polarity aztoho vyplyvajici preference eliminace
z organismu [7].

Nejvétsi  procento  reakci  druhé  faze je  katalyzovdno  UDP-
glukuronosyltransferasou, kde donorem glukuronatu je UDP-glukuronova kyselina.
Vznikly konjugovany metabolit maze byt poté vylouéen moci nebo zlu¢i [14]. Pri
vyluc¢ovani Zluci mohou nastat komplikace v piipadé, Ze je metabolit dobrym substratem
p-glukuronidasy, ktera je hojné piitomna v mikrofloie GIT. Dochazi k rozstépeni
konjugatu a zpétné reabsorpci xenobiotika. Uvedeny jev, oznacovany jako enterohepatalni
cirkulace, maze vést az k vdZznému poskozeni jater [15].

Dalsi vyznamnou reakci je konjugace s glutathionem. Je katalyzovana glutathion-S-
transferasou a zabezpecuje detoxikaci molekul, které obsahuji ve své struktuie elektrofilni
centra. Ty se mohou vazat na pritomné nukleofily, coZz jsou proteiny nebo nukleové
kyseliny a zpusobit tak v&dZné poSkozeni burniky nebo genetického materidlu. Glutathionové
konjugaty mohou byt vylouceny v nezménéné podobé Zluci anebo ve formé

merkapturovych kyselin moc¢i. Vznik merkapturovych kyselin zahrnuje postupné odstépeni
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y-glutamyloveho aglycyloveho zbytku snéslednou acetylaci za vzniku N-
acetylcysteinového konjugatu [16].

Obecné neplati, Ze vSechna xenobiotika podstupuji prvni idruhou fazi
biotransformace. Jako piiklad mohou slouZit zndma analgetika morfin a kodein.
Vyslednym produktem metabolické premény obou latek je morfin-3-glukuronid, avSak
morfin samotny nevstupuje do reakci prvni faze, ale je pfimo konjugovan s glukuronovou
kyselinou. Kodein musi byt nejprve demethylovan pomoci cytochromu P450 a az pak je
schopen néasledné konjugacni reakce s kyselinou glukuronovou [17,18]. Ne¢které
faze, anebo v pripad¢ inertnich hydrofobnich xenobiotik muze dochazet ik jejich

akumulaci v tukové tkani (obr. 1).

XENOBIOTIKUM
Hydrofobni Hydrofilni

>

1 2 3 4 5

Akumulace v organismu

|

|. Faze biotransformace I. Faze biotransformace

| |

I. Faze biotransformace

! b

ELIMINACE XENOBIOTIKA Z ORGANISMU

Obr. 1 Osud cizorodych latek v organismu

V zavislosti na povaze a typu xenobiotika mzze pri jeho eliminaci probihat vylucne prvni
faze (4), druhd faze (3), nebo obé (2). Nekteré hydrofilni latky se metabolickych promén
neucastni a mohou byt vylouceny primo (5). Hydrofobni inertni latky maji tendenci se
akumulovat v tukové tkani a metabolizovat se velmi pomalu (1). Upraveno dle [14].

1.2 Bioaktivace a toxicita cizorodych latek

Krom¢ detoxikace se biotransformacni enzymy podileji i na vzniku biologicky
aktivngjSich derivata. To je ptipad velké skupiny latek exogenniho pavodu — Iéciv. Pro

14



Uvod

vyvolani Zadaneho terapeutickeho ucinku musi byt molekula léciva ve své ,,aktivni forme*,
¢ili ve stavu, ve kterém je schopna interagovat s cilovym enzymem nebo receptorem. Tato
forma castokrat vznikd az v organismu z parentalni molekuly Ié¢iva. Historicky prvnim
Siroce uzivanym lékem byl Salvarsan (Arsphenamin), ktery se pouZival na lécbu sifilitidy.
Pti testech in vivo byl ucinny v 1écbé infikovanych kralikua, ale v podminkach in vitro
nem¢l na bakterialni kolonie vyznamngjsi vliv [19]. Pozdg¢ji se zjistilo, Ze ne Salvarsan, ale
az jeho oxida¢ni produkt, arsenoxid, je tou skute¢né ucinnou formou (obr. 2) [20-22]. Pro
pozadovany ucinek tedy muselo dojit k transformaci neaktivni prekurzorové molekuly na
terapeuticky ucinny metabolit. Tento d¢j se oznacuje jako bioaktivace [23]. Podobn¢ jsou

metabolizovana i mnoha dalSi 1é¢iva napt. terfenadine, klofibrat, pronotosil [24].

HaN As=As OH HoN As=0
HO NH. HO
Arsphenamin Arsenoxid

Obr. 2 Tvorba arsenoxidu z arsphenaminu
Arsenoxid vznika v organismu jako oxidacni produkt metabolizmu arsphenaminu [25].

Aktivovat se vSak mohou i jiné cizorodé latky a to zpusobem, kdy z puvodné
netoxického xenobiotika (protoxikant, prokarcinogen) vzniké vysoce reaktivni metabolit.
Ten, kdyZ neni dostatecné rychle deaktivovan (napt. konjugacnimi reakcemi), se muze
kovalentn¢ vézat na proteiny ¢i DNA a vyvolat tak toxicke, mutagenni nebo karcinogenni
efekty. Do skupiny takto aktivovanych xenobiotik patti napt. polycyklické aromaticke
uhlovodiky, aflatoxiny, aromatické aminy aj. [5,26].

Bioaktivace v pozitivnim i negativnim slova smyslu se mohou ucastnit enzymy
prvni i druhé faze biotransformace. Z hlediska zastoupeni jednotlivych enzyma a mnozstvi
katalyzovanych reakci jsou nejvyznamnéjsi cytochromy P450, které jsou soucasti systému

oxidas a oxygenas se smisenou funkci.

1.3 Systém oxidas a oxygenas se smisenou funkci

V eukaryotické bunce jsou cytochromy P450 lokalizovany zejména na vnéjsi strané
membrany hladkého idrsného endoplasmatického retikula ana wvnitini membrané

mitochondrii. Pro svou fyziologickou funkci vyZaduji jesté piitomnost redoxniho partnera.
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V piipadé mitochondrialnich cytochromii P450 je to FeS protein adrenodoxin, redukovany
NADPH:adrenodoxin reduktasou (obr. 3B) [27]. Cytochromy vazané na endoplasmatické
retikulum vyuZivaji flavinovy enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasu (obr. 3A). Tyto
slozky spolu s fosfolipidovou dvouvrstvou [28] vytvareji tzv. systém oxidas a oxygenas se
smiSenou funkci, oznac¢ovany jako MFO systém (z angl. mixed function oxidases).
Typickou reakci katalyzovanou MFO systémem je monooxygenace, kdy s pomoci
elektronu ziskanych z NADPH dochazi k aktivaci molekuly kysliku a nasledné oxygenaci
substratu (RH) za vzniku hydroxylovaného produktu (ROH). Druhy atom kysliku je

redukovan na vodu [9,29]. Celou reakci muZeme znazornit nasledovné:

RH+ 0, =2 5 ROH+H,0
2H*

MFO systém ptitomny v membrané mitochondrii metabolizuje hlavné endogenni
substrdty, napt. steroidni latky, vitaminy, Zlucové Kkyseliny [30]. Systém
endoplasmatickeho retikula, téZ oznacovany jako mikrosomalni monooxygenasovy systém,
preferuje latky cizorodé povahy aucastni se reakci prvni faze biotransformace [31].
Mikrosomalni monooxygenasovy systém muze vyuZivat i dalSi slozku a to cytochrom bs

s ptislusnou NADH:cytochrom bs reduktasou [32].

R
Ty
A ;B
c &
@
KD X (/‘ NADPH + H*
+

Cytoplasma Matrix

Membrana ER Vnitini mitoch. membrana

Obr. 3 Lokalizace MFO systému v eukaryotické buiice

A Mikrosomalni MFO systém je integrovany do membrany endoplasmatického retikula
a prenadsi elektrony z NADPH na NADPH:cytochrom P450 reduktasu (CPR), kterd je
zodpovedna za redukci cytochromu P450 (P450).

B V mitochondridlnim MFO systému jsou elektrony z NADPH prendseny pomoci
adrenodoxin reduktasy (AdR) na adrenodoxin (Adx), ktery ndsledné redukuje cytochrom
P450. Upraveno dle [33].
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1.4 Cytochromy P450

Pojmem cytochromy P450 se oznacuje velkd rodina hemovych proteint
vyskytujicich se od archaebakterii pies prokaryotické az po vysSi organismy. Nalezeny
byly dokonce i u virt [4]. Jedna se o velmi staré enzymy, které se vyvijely cestou
divergentni evoluce z piedchudce, jehoZ staii se odhaduje az na dvé miliardy let [34].
Vznik tzv. detoxika¢nich cytochromu P450 se datuje do obdobi pied 0,9 mid. let, kdy se
tato skupina odd¢lila od cytochromi metabolizujicich endogenni latky [35]. Pro naslednou
expanzi detoxikacnich cytochromt P450 bylo charakteristické obdobi pred asi 400 miliony
lety oznacované jako ,,chemickd valka“ mezi rostlinnou a Zivog¢iSnou fisi, ve které se
zivoc¢ichové snazili vyporadat s ptitomnosti rostlinnych fytotoxina v ptijimané potravé
[36]. V prubéhu téchto period si eukaryotické organismy vytvorili Sirokou zékladnu
cytochromt P450, v souc¢asnosti ¢itajici nékolik tisic ¢lent.

Cytochromy P450 byly poprvé objeveny v roce 1958 jako mikrosomalni pigmenty,
které v redukované formé v komplexu s oxidem uhelnatym vykazuji absorpéni maximum
pii 450 nm [37,38]. Pozd¢ji byly tyto pigmenty identifikovany jako hemoproteinové
enzymy [39].

1.4.1 Struktura mikrosomélnich cytochromi P450

Mikrosomalni cytochromy P450 jsou
proteiny asociované s fosfolipidovou
dvouvrstvou endoplasmatického retikula a
s molekulovou hmotnosti kolem 50000 Da

[41,42]. Pro zakotveni v membrané jim slouzi

usek N-terminalni hydrofobni domény o velikosti

20 az 25 aminokyselin [36]. C-terminalni 0

Prot-Cys—é

hydrofilni doména je orientovana smérem do Obr. 4 Struktura hemu b cytochromii

cytosolu a je zodpovédna za katalytickou funkci P450

lont Zeleza je ve strukture hemu b
koordinovan pomoci dusiku
hemoproteiny typu b. Obsahuji tedy ve své pyrolovych jader a thiolatove siry
cysteinu [40].

enzymu. Cytochromy P450 patfi mezi

struktufe krom¢ apoproteinu jesté¢ neproteinovou
slozku, Fe-protoporfyrin IX (hem b) [43]. Atom Zeleza je v porfyrinovém skeletu

koordinovan pomoci dusikt tetrapyroloveho jadra a thiolatové siry cysteinu, kterd je
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zaroven patym ligandem (obr. 4, str. 17). Vazba Fe-S je neobvykle silna, s velkou
elektronovou hustotou na atomu Zeleza [40]. Pravé tato vyjimeéna vlastnost je dilezita pro
katalytickou aktivitu cytochromt P450, kdy dochazi k aktivaci molekuly kysliku. Zaroven
je zodpovédna za charakteristické spektrum redukovaného cytochromu P450 v komplexu
s oxidem uhelnatym s maximem absorpce pii 450 nm. Pro uvedené vlastnosti byly
cytochromy P450 v minulosti oznafovany jako hem-thiolatové proteiny [44]. Pti
poSkozeni Fe-S vazby, napi. pfi denaturaci proteinu, ptechazi cytochrom P450
Vv katalyticky neaktivni formu oznacovanou jako P420 [45].

Z hlediska strukturni homologie se jedna o ruznorodé proteiny obsahujici
vSak relativné konzervované oblasti v okoli vazby hemu. Mezi nejvice variabilni ¢asti patii

N-terminalni kotvici doména a oblasti pro rozpoznavani substratu a jeho vazbu [46].

1.4.2 Katalyticky mechanismus cytochromu P450

Cytochromy P450 katalyzuji regio- a stereospecifické hydroxylace Siroké Skaly
substratt. Katalyticky cyklus je diky konzervované hem-thiolatové oblasti podobny pro
vSechny cytochromy P450 (obr. 6, str. 21) a probiha za spolutucasti NADPH:cytochrom
P450 reduktasy [47]. Je zaloZen na heterolytickém $tépeni molekuly kysliku za soucasného

vzniku hydroxylovaného substratu a molekuly vody [9,48].

Spinoveé formy cytochromu P450

Atom Zeleza porfyrinového skeletu cytochromu P450 se vyskytuje ptedevsim
v oxidované ferri form¢ (Fe**) a miZe existovat ve dvou stavech ligicich se celkovym
spinem elektronti v d-orbitalech. V nizkospinovém stavu (spin 1/2) je ion Zeleza
hexakoordinovan a lezi v roviné porfyrinového skeletu (obr. 5A, str. 19). V tomto stavu
interaguje jest¢ sdalSim ligandem, napf. s molekulou vody, hydroxylovou nebo
karboxylovou skupinou postrannich fetézct aminokyselin. Vznikly komplex vykazuje
maximum absorpce piiblizn¢ od 416 do 419 nm. Ve vysokospinovém stavu (spin 5/2) je
ion Zeleza pentakoordinovan, ¢ili jedno koordina¢ni misto je volné nebo obsazené slabym
ligandem (obr. 5B, str. 19). Atom Zeleza leZi mimo rovinu porfyrinového skeletu a

absorp¢ni maximum se pohybuje od 390 do 416 nm [40].
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Obr. 5 Spinové stavy Fe** atomu Zeleza

A Nizkospinovy stav (spin 1/2), ve kterém je atom Zeleza hexakoordinovan. Y ozracuje
Sesty ligand (H,O, -OH skupina aminokyseliny), absorpcni maximum 416 — 419 nm,
redoxni potencial -360 aZ -300 mV.

B Vysokospinovy stav (spin 5/2), atom Zeleza pentakoordinovan, absorpcni maximum 390
— 416 nm, redoxni potencial -170 mV [40].

Oba spinove stavy existuji za klidovych podminek v rovnovaze. Kdyz se do
aktivniho mista navédze substrat, ktery neni ligandem atomu Zeleza, dochazi k vytlaceni
Sesté¢ho ligandu (nejcastéji molekuly vody) a k piechodu nizkospinového stavu na
vysokospinovy. Tato zména se projevi posunem absorpéniho maxima ze 419 na 390 nm a
narustem redoxniho potencidlu z hodnoty piiblizné -300 mV na asi -170 mV, coz

usnadnuje i naslednou redukci [49].

Mechanismus monooxygenace
+ V klidovém stavu na zacatku cyklu (obr. 6, str. 21) je atom Zeleza ve ferri formé (Fe*")

a hexakoordinovan (nizkospinovy stav) (1).

e V prvnim kroku dochéazi k vazbé substratu do aktivniho mista proteinu a k vytlaceni
Sestého ligandu, v tomto ptipadé molekuly vody. Hexakoordinovany atom Zeleza

prechazi na pentakoordinovany, vysokospinovy stav (2).

e Narastem redoxniho potencialu celého komplexu a zménou konformace proteinu je
umoznéna redukce NADPH:cytochrom P450 reduktasou (RED) za vzniku ferro formy
(Fe®) atomu Zeleza (3). V tomto stavu se mize na hem vazat molekula kysliku nebo i

jiny ligand, napft. oxid uhelnaty (4A), ktery vSak reakci inhibuje.

* V piipad¢, Ze se navaze molekula kysliku, vznika ternarni ferri-superoxidovy komplex

a zelezo je opét hexakoordinované (nizkospinovy stav) (4).
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 Komplex je znovu redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou a dochazi
k aktivaci kysliku na peroxidovy anion (5). V zavislosti na typu cytochromu P450 se
mize druhé redukce tcastnit i1 jiny systém, kdy jsou elektrony z NADH pfedavany na
cytochrom P450 za pomoci NADH:cytochrom bs reduktasy (bsRED) a cytochromu bs
(bs). Po druhé redukci je cytochrom P450 v komplexu s molekulou kysliku plné

aktivovanou formou umoziujici §tépeni vazby O-O.

» Zjednoho atomu kysliku se pfijetim dvou protont vytvaii molekula vody, druhy
zUstava vazan na atomu zeleza za vzniku ferrioxenového komplexu (6). Tento
kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly substratu za vzniku
radikalu substratu a hydroxylového radikdlu vdzaného na atom Zzeleza. Kone¢nym
krokem je rekombinace radikalti za vzniku hydroxylovaného produktu (7) a nativni
formy cytochromu P450 (1) [1,46,50].

V piipadé, Ze druhy eclektron neni dorucen dostatecné rychle, se ternarni ferri-
superoxidovy komplex (4) rozpada a uvolfuje se superoxidovy anionradikal. Tato
vlastnost se oznacuje jako oxidasova funkce cytochromii P450 (O, akceptorem elektroni)
a miZze ji vyvolat napf. substrat, ktery se slabé vaze do aktivniho mista, ¢imz destabilizuje
ternarni  ferri-superoxidovy komplex. Superoxidovy anionradikdl je nasledné
superoxiddismutasou (SOD) pifeménén na peroxid vodiku (8) [1,40].

Pro oxygenaci mohou cytochromy P450 vyuZivat i peroxidy nebo peroxokyseliny
(9). V tomto piipadé je zdrojem kysliku i elektronti samotny peroxid. Tato schopnost se

oznacuje jako peroxygenasova aktivita cytochroma P450 [50].
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Obr. 6 Mechanismus monooxygenasové reakce

RED = NADPH:cytochrom P450

reduktasa, bs =

cytochrom bs, bsRED =

NADH:cytochrom bs reduktasa, SOD = superoxiddismutasa, I-helix = oblast, ktera se
ucastni prenosu protonii. Detailni popis celého cyklu je v piredchozim textu. Upraveno dle

[46].

1.4.3 Nomenklatura cytochromi P450

Cytochromy P450 spole¢né tvofi tzv. ,super-rodinu“ proteint, ve které se fadi

jednotlivé ¢leny do rodin nebo podrodin na zakladé aminokyselinové sekvenéni homologie

[51]. Proteiny jedné rodiny maji primarni strukturu identickou z vice nez 40%. Proteiny

stejné podrodiny z vice neZz 55%. Piislusnost k ,super-rodiné* cytochromu P450 se

oznacuje zkratkou CYP (CYtochrome P450). Rodiny jsou znaceny arabskymi Cislicemi,

podrodiny velkymi pismeny a individualni enzymy opét arabskym ¢islem. Cytochrom
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P450, ktery ma oznacCeni CYP2B4, pak patii do rodiny 2, podrodiny B a jeho vlastni

oznaceni je charakterizovano c¢islem 4 [52,53].

1.4.4 Funkce cytochromu P450

Cytochromy P450 se ucéastni mnoha metabolickych a biosynthetickych procest.
Lidsky genom obsahuje 57 genti kddujicich rizné isoformy cytochromti P450. Mezi jejich
substraty patii latky endogenni (mastné kyseliny, vitaminy, eikosanoidy) i exogenni
(IéCiva, karcinogenni a toxické latky) [54]. Rozdéleni cytochromi P450 podle povahy

metabolizovaného substratu zobrazuje tab. 1.

Tab. 1 Rozdéleni lidskych isoforem cytochromii P450 podle druhu metabolizovaného
substratu
Prevzato z [54].

Steroly Xenobiotika xsagﬁrﬁ(; Eikosanoidy  Vitaminy ';'Sﬁg?rrgty
1B1 1A1 232 4F2 2R1 2A7
TAl 1A2 4A11 4F3 24A1 251
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1
11A1 2B6 8A1 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 VAV

21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39A1 2F1 20A1
46A1 3A4 27C1
51A1 3A5

3A7

Cytochromy P450 pattici do skupiny enzymi metabolizujicich endogenni latky
jsou charakteristické uzsi substratovou specifitou a vyrazné nezasahuji do metabolizmu
latek cizorodych [55]. Jsou vazany v mitochondrialni membrané nebo v membrané ER
organt, jako jsou ledviny, jatra, kira nadledvin, pohlavni Zlazy. Ugastni se metabolizmu
cholesterolu a zlucovych kyselin (CYP7A1, 7B1) [56], steroidnich hormont (CYP11Al,
17A1) [57], prostaglandini (CYPSAI1, 8A1) [58], vitaminu A (CYP26A1, 26B1) [59],
vitaminu D (CYP27B1, 24A1) [60]. Mnohé z téchto enzymu jsou kritické pro udrzeni
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homeostazy vnitiniho prostfedi a jejich deficience nebo zmény katalytickych aktivit mohou
byt pii¢inou zavaznych onemocnéni (poruchy srdZeni krve, adrenalni hyperplazie) [56].
Nejvétsi pozornost je nicméné vénovana cytochromiim P450, které metabolizuji
rizné cizorodé latky, environmentalni chemikalie, polutanty a 1é¢iva. Patii sem ¢lenové
rodin CYPL1, 2, 3 vyznacujici se Sirokou a Casto se prekryvajici substratovou specifitou.
Ucastni se eliminace pievazné vétsiny xenobiotik z organismu, ale na druhou stranu jsou
zodpovédné i za aktivaci protoxikanti a prokarcinogent (nitrosaminy, polycyklicke
aromatické uhlovodiky) [61]. Vyskytuji se prakticky ve vSech organech lidského téla, s
nejvyssi koncentraci v jatrech [62]. Jejich katalyticka aktivita a zastoupeni v jednotlivych
tkanich neni absolutni, ale zAvisi napf. na ve€ku, pohlavi, Zivotospravé, pusobeni
podavanych 1é¢iv, pfitomnosti induktort, inhibitort nebo na genetickém polymorfismu
[31]. Geneticky polymorfismus je definovan jako vyskyt uréité varianty alely v populaci,
ktery presahuje 1%. V piipadé cytochromd P450 zahrnuje vrozené modifikace v regulaéni
nebo kodujici Casti genu, které mohou mit za nasledek zmény v expresi, preferenci
substratu ¢i katalytické aktivité vzniklé formy cytochromu P450 [63,64]. Mezi typicky
polymorfni enzymy patii CYP2D6, 2B6, 1B1, 2A6 [64]. Vzhledem k tomu, ze se tyto
isoformy podili krom¢ riznych Skodlivin i na biotransformaci farmak, jsou ¢astou pii¢inou
velkych interindividualnich rozdila v citlivosti na potencionalné toxické latky, resp. mife
odpovédi na podavana lé¢iva [65]. Na metabolizmu 1é¢iv se podili predevsim isoformy
CYP3A4, 2D6, 2C9, 2C19 a 1A2. Spole¢né metabolizuji az 90% zndmych farmak [54].

1.5 NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR)

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je 78 kDa velky protein, ktery byl
poprvé izolovan v roce 1940 z kvasinky Saccharomyces cerevisiae pod jménem NADPH
dependentni cytochrom ¢ reduktasa [66]. Jeji role reduktasy cytochromia P450 byla
objevena az pozdé¢ji, v roce 1968 [67]. Kromé¢ této funkce se CPR v buiice Gcastni i jinych
fyziologickych procest jako je katabolismus hemu (redukuje hem oxygenasu) [68],
desaturace a elongace mastnych kyselin (redukuje cytochrom bs) [69] nebo biosynthesa
sterolu [70].

CPR patii do relativné malé rodiny diflavinovych reduktas, kam fadime napt. sav¢i
enzymy NO synthasu (NOS), reduktasu methionin synthasy (MSR) nebo bakterialni

cytochrom P450 BM3. Proteiny této rodiny obsahuji dvé domény samostatné vazici
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flavinove kofaktory FAD a FMN, které se ucastni pienosu reduk¢nich ekvivalentt z dvou-
elektronového donoru NADPH na pfislusné jedno-elektronové akceptory [71]. Jsou
povazovany za enzymy, které vznikly fazi gent pro ferredoxin reduktasu (FAD protein) a
bakterialni flavodoxin (FMN protein) [72]. VSichni ¢lenové rodiny diflavinovych reduktas
jsou strukturalné piibuzni, avSak kazdy se vyznacuje urCitou odliSnosti. CPR je
charakteristickd membranovou doménou, MSR ma delSi interdomenovy Usek a je to
rozpustny protein [73]. Ke spoleé¢né flavoproteinové doméné mohou byt pfipojené i dalsi
specifické oblasti. Cytochrom P450 BM3 obsahuje cytochrom P450, NO synthasa doménu
s hemem koordinovanym thiolatovou sirou a kalmodulin vazZici doménu, kterd reguluje
aktivitu tohoto proteinu (obr. 7) [74].

flavodoxin (Fid)
FMN |

ferredoxin reductase (FNR)
| FAD [ NADPH |

NADPH-dependent cytochrome P450 reductase (CPR)
- FMN | I | l.inl\cr| FAD l NADPH l

methionine synthase reductase (MSR)

| I I |

nitric oxide synthase (NOS)

| |

P450BM3 (BM3)

1 [ ]

Obr. 7 Schematické zndzornéni struktury nékterych zdstupcit rodiny diflavinovych
reduktas

Diflavinove reduktasy vznikly fiizi genii pro ferredoxin reduktasu (FNR) a flavodoxin (FId).
N-konec proteinii tvori flavodoxinova (FMN) a C-konec ferredoxinovA FAD/NADPH
doména. ,,Linker* znaci spojovaci doménu odpovédnou za spravné usporadani obou
flavinovych domén. CPR obsahuje navic N-koncovou hydrofobni kotvu (ANC), MSR delSi
interdoménovou sekvenci, BM3 cytochrom P450, NOS hem vazajici doménu (heme) a
kalmodulin vazebnou doménu (CAM). Upraveno dle [73].

1.5.1 Struktura NADPH:cytochrom P450 reduktasy

CPR je vramci fylogeneze velmi konzervovany enzym, coZ poukazuje na jeji
dulezitost v pribéhu evoluce. Je tvofena dvéma funkénimi doménami. C-terminalni
katalytickd doména (72 kDa), orientovana do cytosolu, zabezpeCuje vazbu kofaktord
(FAD, FMN, NADPH) a pienos elektroni na pfisluSny akceptorovy protein [75].
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N-terminalni hydrofobni doména (6 kDa) slouZi pro zakotveni proteinu v membrané
endoplasmatického retikula a je dilezita pro interakci s cytochromem P450 [76]. N-konec
zahrnuje hydrofilni (Metl — Asp27) a hydrofobni (Met28 — Phe44) oblast, kterd je
nasledovdna seskupenim Sesti nabitych aminokyselinovych zbytkt (Argd5 — Glu50).
Hydrofilni c¢ast N-konce sméfuje do lumen endoplasmatického retikula, zatimco

hydrofobni a-helix se ucastni interakce s membranovymi fosfolipidy (obr. 8) [77,78].

COOH

CYTOPLASM

LUMEN ER Ac

Obr. 8 Znazornéni topologie CPR v membrané endoplasmatického retikula

Hydrofilni cast N-konce CPR (Metl — Asp27) smeruje do lumen endoplasmatického
retikula, hydrofobni cast (Met28 — Phedd) zabezpecuje interakci s membranou. C-
terminalni katalyticka doména vazici FAD a FMN je orientovana smérem do cytosolu [78].

Pusobenim nékterych proteolytickych enzymi, jako napf. trypsinu nebo steapsinu,
mizZze byt membranové vazana CPR Stépena za vzniku solubilni 72 kDa formy. Vznikla
CPR bez N-terminalni domény dokaze redukovat cytochrom c, ale neni schopna
interagovat s cytochromem P450 pii monooxygenasové reakci [78,79].

V roce 1997 uveiejnili Wang a kol. prvni tfidimenziondlni strukturu katalytické
domény CPR (obr. 9, str. 26), ve které jsou patrné tfi strukturni oblasti:

* FMN vazebna doména
* spojovaci doména
* FAD/NADPH vazebna doména [75]

FMN vazebnd doména ma velikost pfiblizné 170 AK a je homologni

k bakterialnimu flavodoxinu. Proteinovy fetézec obsahujer -p-o motiv, kde se za sebou

stfidaji a-helixy a B-skladané listy. Jadro FMN domény tvoii seskupeni péti paralelnich
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B-listi, kolem kterych jsou po obou stranach uspoiadané piislusnéa -helixy [80]. V této
struktufe jsou kladné a zaporné aminokyseliny rozd€leny tak, Ze FMN doména vytvaii
dipdl snegativnim nabojem rozprostienym v oblasti vazby FMN a elektronového
akceptoru. Tato skute¢nost hraje dulezitou roli ptedevsim v interakci CPR s cytochromy
P450 [80]. Samotny isoaloxazinovy kruh FMN je vazan v oblasti na C-konci B-listi
pomoci tii aromatickych aminokyselin Tyr140, Tyr178, Phe181 [75,81].

Obr. 9 Struktura potkani C-terminalni katalytické domény CPR

A 3D zobrazeni struktury C-terminalni domény CPR. FMN vazebna doména s
navazanym FMN (bile) je zobrazena tmavé modre, spojujici doména cervené, FAD a
NADPH vazebna doména svétle modire (FAD-zluté, NADPH oranzové). ,,Hinge* (bile)
reprezentuje vysoce flexibilni isek mezi FMN a spojovaci doménou.

B Topologie jednotlivych strukturnich domén CPR zobrazujici i oblasti zodpovédné za
vazbu kofaktori. o -helixy jsou reprezentovany obdelniky (znacené pismeny), p-skladane
listy cernymi Sipkami (znacené cisly), neusporadané struktury plnymi c¢arami. Mensi cisla
znaci poradi AK zbytkii od N po C konec. | — FMN vazebna doména, Il — spojovaci
doména, Il — FAD vazebné doména, IV — NADPH vazebna doména.

C Schematicka reprezentace struktury CPR Vv rdmci polypeptidového retézce. Cisla znact
poradi AK zbytki. Upraveno dle [75].

Spojovaci doména s vysokym podilema -helixti hraje dulezitou roli ve vzajemné
orientaci flavinovych kofaktora [73].

Mezi FMN a spojovaci doménou se nachazi 13 aminokyselin dlouhy (AK 232 —
244), vysoce flexibilni Gsek (ozna¢. ,hinge“, obr. 9A). Uvedeny Usek je dilezity pro

mobilitu FMN vazebné domény viéi zbytku molekuly béhem pienosu elektront [82].
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Doména na C-konci proteinu, sekven¢né pfipominajici ferredoxin reduktasu, vaze
kofaktor FAD a zprostiedkovava interakci proteinu s NADPH [75]. FAD vazebnd ¢ast je
tvofena seskupenim antiparalelnich B-list, které vytvareji zplostény B-barel [83]. Kofaktor
FAD je vazan pomoci peptidovych fragment “°YYSIAS a **ICAVAV na hranici FAD a
NADPH vazebné domény [75]. NADPH se vaze do oblasti tvofené paralelnimi B-listy,
kolem kterych jsou uspotadané a-helixy. Nekovalentni vazba NADPH je zabezpecena
elektrostatickymi interakcemi mezi zaporné nabitou fosfo-AMP ¢asti a pozitivné nabitymi
aminokyselinami na povrchu proteinu. Po navdzani NADPH se nikotinamidovy kruh
nachazi v blizkosti kofaktoru FAD, v oblasti vyznacujici se pfitomnosti aromatické
aminokyseliny tryptofanu [71]. CPR preferuyje  NADPH s vysokou selektivitou
(v porovnani s NADH), ktera je dusledkem interakce zapornych naboju 2-fosfatové
skupiny NADPH s bazickymi aminokyselinami (arginin, lysin) v pfislusnych oblastech
proteinu [83].

Celkova architektura CPR dovoluje vazbu kofaktoru NADPH v blizkosti FAD a
zaroven je isoaloxazinovy kruh FAD v tésném kontaktu s FMN, ¢imz je zabezpeceny

rychly a pfimy pienos elektrontt z NADPH na FMN [71].

1.5.2 Mechanismus prenosu elektroniit NADPH:cytochrom P450 reduktasou

Hlavni funkci CPR je pfenos redukénich ekvivalentt z dvou-elektronového donoru
NADPH na jedno-elektronovy akceptor za pomoci dvou flavinovych kofaktori FAD a
FMN. Akceptorem elektront je ve vétSiné pripadd cytochrom P450 [71]. Dva redukéni
ekvivalenty z NADPH jsou transportovany ve formé hydridového iontu (H) na FAD.
Redukovany FAD pak pienasi jednotlivé elektrony na FMN, ktery nasledné redukuje hem
prislusného cytochromu P450. Pti katalytickém cyklu cytochromu P450 (viz kap. 1.4.2, str.
18) tedy CPR funguje jako déli¢ elektronového paru [76]. Cely proces mizeme znazornit

nasledovné:

e’ e’ e’
NADPH —— FAD —— FMN —— CYP

Pi‘enos elektronii z NADPH na NADPH:cytochrom P450 reduktasu
Dutlezitou tlohu pii vazbé NADPH a pii ptenosu hydridového iontu na FAD hraje
aminokyselina Trp677 [84]. Trp677 je nezbytny i pro specifitu CPR vici NADPH a

nasledné uvolnéni oxidovaného NADP*. Mutovany protein, ve kterém je nahrazen Trp677
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za Ala (W677A), je schopen vazat NADH s tisickrat vyssi afinitou nez pivodni protein.
V tomto konkrétnim piipadé navic NADPH pusobi jako inhibitor mutantu W677A pii
NADH dependentni redukci cytochromu c. Oxidovany kofaktor NADP® se uvoliuje
mnohem pomaleji a zabranuje tak vazbé NADH [85,86].

Ve stavu, kdy neni NADPH navazan na protein, se indolovy kruh Trp677 nachazi v
tésné blizkosti kofaktoru FAD a stericky stini jeho isoaloxazinovy kruh. Vazba NADPH
indukuje v molekule CPR konformaé¢ni zmény majici za nasledek odstoupeni indolového
kruhu Trp677 a ustaveni vhodného vzdjemného uspoifadani NADPH a FAD (obr. 10A)
[48]. Na tomto procesu se podileji i dalsi aminokyseliny napi. Ser457, Cys630, Asp675.
Serd57 a Asp675 se ucastni interakce s nikotinamidovou skupinou NADPH a
spoluzodpovidaji za jeji spravnou orientaci. Cys630 podporuje hydridovy transfer
stabilizaci karbokationtu vzniklého po odstépeni H'. Hydridovy ion je pak pfenasen z C4
uhliku NADPH na N5 dusik isoaloxazinového kruhu za vzniku FADH, (obr. 10B).
Vzdalenost mezi C4 a N5 atomy je piiblizné 3.5 a umoZituje piimy prenos H °, ktery neni

zprostiedkovan Zadnou aminokyselinou [87].

Trp677

FAD-NADP(H)

Obr. 10 Pienos elektronii z NADPH na FAD

A Pred navazanim NADPH se indolovy kruh Trp677 nachdzi v tésné blizkosti kofaktoru
FAD a stericky stini jeho isoaloxazinovy kruh. Vazba NADPH zpiisobi v molekule CPR
konformacni zmeény, majici za nasledek odstoupeni indolového kruhu a ustaveni vhodného
vzajemného usporadani NADPH a FAD.

B Detailni pohled na vzdjemnou orientaci NADPH a FAD pri prenosu elektronii.
Hydridovy iont je prendsen z C4 uhliku nikotinamidového kruhu NADPH (vanickova
konformace) na N5 dusik FAD. Upraveno dle [71,88].

Prenos elektronit mezi FAD a FMN
PIn¢ oxidovana CPR (FAD/FMN) se po piijeti dvou elektronit od NADPH nachazi
ve stavu s redukovanym FADH, (hydrochinon) a oxidovanym FMN (FADH,/FMN). Z

FADH; jsou postupné pienaseny elektrony na FMN za vzniku piechodné disemichinoidni
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formy CPR (FADH/FMNH’) a nasledné formy s redukovanym FMNH, (FAD/FMNH,).
Neni-li pfitomen elektronovy akceptor, mize se enzym dostat po vazbé druhé molekuly
NADPH a pfenosu eclektront aZz do stavu Sobéma  redukovanymi
kofaktory FADH,/FMNH, [89,90].

Pienos elektroni mezi flavinovymi prosthetickymi skupinami probihd na zaklad¢
rozdilnych hodnot jejich redoxnich potenciali. Hnaci silou je relativné vysoky redoxni
potencial paru FMN/FMNH®, ktery ma hodnotu -66 mV (lidska CPR) [91,92].

Za fyziologickych podminek se sav¢i CPR vyskytuje ve formé tzv. ,stabilniho
semichinonu“ (FAD/FMNH") [76,93]. Po jeho redukci pomoci NADPH vznika 3e” forma
FADH,/FMNH’. Za jednoelektronovou redukci akceptoru (cytochromu P450) je pak
zodpovédny zcela redukovany hydrochinon FMNH;, (obr. 11) [92].

NADPH CYP 4 CYP 4
FMNH*® FMNH"® FMNH, FMNH"® FMNH, FMNH"®
FAD FADH, FADH* FADH* FAD FAD

le 3e 3e 2e 2e” le
NADP* CYP CYP

ox ox

Obr. 11 Elektronovy pienos mezi flaviny

Pred redukci se CPR nachdzi ve formé tzv. ,,stabilniho semichinonu* (FAD/FMNH).
Elektrony z NADPH jsou prendseny na FAD za vzniku stavu FADH,/FMNH'. Za redukci
cytochromu P450 (CYP) je zodpovédny hydrochinon FMINH,. Upraveno dle [94].

Pienos elektronit na cytochrom P450

Ackoli CPR vytvafi s cytochromem P450 funkéni komplex 1:1, v membranach
mikrosomi je pomér cytochromt P450 a reduktasy 10:1 az 20:1 [95,96]. CPR musi tedy
byt schopna redukovat velky nadbytek a navic i rizné isoformy cytochromi P450. Aby
takovyto systém pracoval efektivné, je potieba, aby dochazelo k rychlym asociacim a
disociacim komplextt CYP:CPR [97]. Jejich vzajemnou vazbu mohou dale ovliviiovat
rizné charakteristiky jako napt. isoforma cytochromu P450, navazany substrat nebo
iontova sila roztoku [98,99].

Interakce mezi CPR acytochromy P450 je zaloZzena vprvni fadé na
elektrostatickém ptisobeni mezi zaporné nabitou oblasti FMN vazebné domény a kladné
nabitym povrchem cytochromu P450 [100,101]. FMN vazebnd doména obsahuje dva
klastry negativné nabitych aminokyselinovych zbytkti (Glu, Asp), které se vyznamné

podileji na interakci s cytochromem P450. Zaména aminokyselin v téchto oblastech CPR
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méa vyrazny vliv na intenzitu monooxygenasové reakce [80]. Pozitivné nabité bazické
aminokyseliny cytochromu P450 se nachazeji v misté, kde je hem vazan v blizkosti
povrchu proteinu a ucastni se interakci s kyselymi zbytky FMN domeny [102]. Kromé
elektrostatického pusobeni sehravaji dtilezitou roli i hydrofobni interakce mezi nepolarnimi
aminokyselinami (Val, Trp, Leu) v oblasti vzajemné vazby, nebo membranovych domén
obou enzymu [75,103]. Samotné elektrony pak ptechazeji na hem cytochromu P450
z pyrimidinové strany isoaloxazinového kruhu FMN, ktera se nachazi v blizkosti povrchu

enzymu a je tak snadno ptistupna [75].

1.5.3 Konformaé¢ni zmény CPR v pribéhu pienosu elektroni na cytochrom
P450

Krystalova struktura CPR, kterou publikovali Wang a kol. (obr. 9A, str. 26), je
optimalni pro FAD - FMN elektronovy transfer, ale neni kompatibilni s pfenosem
elektronti na cytochrom P450 [104]. V pribéhu elektronového transferu CPR podstupuje
velké strukturni zmény a nachazi se v rovnovaze mezi dvéma konformacnimi stavy [105].
Tato rovnovaha je zavisla na redoxnim stavu CPR a vazbé NADPH nebo NADP*. Vazbou
kofaktoru NADPH dochazi k preferen¢nimu vzniku tzv. ,kompaktniho* stavu (obr. 12B,
str. 31), ve kterém maji oba flavinové kofaktory vhodnou vzajemnou orientaci a mize dojit
k interflavinovému prenosu elektroni. Vazba NADPH nebo NADP™ ziroveii urychluje
redukci obou flavini [106]. CPR v ,,otevieném® konformacnim stavu (obr. 12A, str. 31) je
schopna interagovat s cytochromem P450 a pienaSet reduk¢ni ekvivalenty z FMN na
hemovou prosthetickou skupinu [48]. Pfechod CPR z kompaktniho do otevieného stavu je
indukovan redukci flavinovych kofaktorti [90]. Pro vzdjemny pohyb obou flavinovych
domen je kriticky vysoce flexibilni Usek (AK 232 — 244, obr. 9A, str. 26, oznac. ,.hinge"),
ktery propojuje FMN vazebnou doménu se zbytkem proteinu. Delece aminokyselin v této
oblasti vede k vyraznym strukturnim zménam a vznikly mutovany protein neni schopny

interflavinového pfenosu [82].
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Obr. 12 Konformacni stavy CPR v priibéhu pienosu elektronii

A ,,Otevieny* konformacni stav s vhodné exponovanym kofaktorom FMN pro pienos
elektronii na cytochrom P450.

B ,,Kompaktni* konformacni stav kompatibilni s interflavinovym transferem elektronii.
FMN vazebnd doména je zobrazena modre, spojovaci doména fialove, FAD/NADPH
doména zelené. Kofaktory: FMN — Zluté, FAD — oranzove, NADPH — modie [105].

1.6 Heterologni exprese

Katalytick4 vSestrannost a substratova riznorodost piredurcuji cytochromy P450 pro
jejich vyuZziti v riznych oblastech mediciny, toxikologie nebo farmaceutického priamyslu.
Vzhledem k tomu, Ze se tyto enzymy podili na biotransformaci mnohych xenobiotik, maji
dulezité postaveni v toxikologickém vyzkumu a pfi vyvoji ¢i testovani novych 1é¢iv [107].
Farmako-toxikologické vlastnosti xenobiotik se primarn€ ovéfuji in vivo na zviratech nebo
vin vitro systémech, sestavajicich ze zivocisnych tkani (jaterni preparaty) nebo
izolovanych enzymut. Vyhodou in vitro analyz je jejich velka robustnost, ekonomicka
efektivnost a odpadaji i etické problémy spojené s testy na zivych zvifatech.

Vhodnym zdrojem biologického materidlu pro in vitro experimenty jsou Vv
soucasnosti rekombinantni proteiny ziskavané heterologni expresi v hostitelskych bunkach.
Metody molekularni biologie umoziuji zaklonovat gen pro zadany protein do vhodného
expresniho vektoru a nasledné jej produkovat v ptislusnych bunécnych systémech. Jako
expresni systémy lze vyuZit bakterie, kvasinky, hmyzi ¢i savéi buniky nebo transgenni
rostliny [108,109].
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1.6.1 Heterologni exprese enzymi MFO systému

Cytochromy P450 byly usp&né exprimovany v bakteriich (E. coli) [110],
kvasink&ch (Saccharomyces cerevisiae) [111], hmyzich i sav¢ich buitkach [112-114].

Porovnani jednotlivych systémi zobrazuje tab. 2.

Tab. 2 Porovndni expresnich systémii pro cytochromy P450.
Upraveno dle [115]

Expresni systém
Charakteristiky Bakterie Hmvzi
. yzi . r
(E.coli) Kvasinky buiiky Sav¢i buiky
Kultivaéni ¢as Hodiny az dny | Dni aZ tyden | Dni aZ tyden Tydny
- - Y . Nizky az
Stupeii exprese Vysoky Stredni Vysoky stfedni
Technicke pozadavky pro Nizké Nizké Stiedni Vysoké
expresi
Finanéni poZadavky Nizké Nizke Vysoké Vysoké
PoZadavek pro pridani
ALA Ano Ne Vétsinou ano Ne
(6-aminolevulova kyselina)
EndogennJ . Ne Ano Ano Ano
MOoN0ooXygenasovy systém
PoZadavek na ko-expresi Yo
CPR s CYP Ano Ano Ano Vétsinou ne
Modifikace N-konce Vétsinou Neni Neni Neni
proteinu potiebna potiebna potiebna potiebna
Post-transla¢ni modifikace Ne Ano Ano Ano

Mezi vyhody exprese Vv kvasinkach patii jednoducha manipulace, ¢asova a
ekonomicka nenaro¢nost a nizka konstitutivni produkce endogennich cytochromti P450
[116]. Dostate¢ného vytézku stabilniho enzymu lze dosahnout bez potieby modifikace
N-konce [108]. Cytochromy P450, produkované v hmyzich buikach infikovanych
bakulovirem, se vyznacuji velkym zastoupenim enzymu v miligramu proteint a vysokou
katalytickou aktivitou na jednotku cytochromi P450. Na druhé strané je tento systém
naro¢ny na optimalizaci a pfipravu bakulovirového expresniho vektoru [117]. Sav¢i bunky
poskytuji niz8i vytézky nativniho proteinu, ale vétSinou neni potfebna ko-exprese s CPR.
Nevyhodou je pracnost a finan¢ni naro¢nost celého procesu [118]. Bakterialni expresni
systémy (E. coli) jsou Siroce pouzivany z divodu celkové nenarocnosti a nizké ceny.

Vysoké vytézky aktivniho proteinu Ize dosadhnout v relativné kratkém case, je vSak
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vétSinou potfebna uprava N-terminalni ¢asti aminokyselinové sekvence [119]. K dispozici

je 1 Siroka Skala expresnich vektort s riizné silnymi promotory (pCW, pET) [117]. Navic

E. coli neobsahuje endogenni cytochromy P450 [120]. Castym problémem je v3ak

ptitomnost $patné sbalenych rekombinantnich proteinii v inkluznich télisk&ch. Tyto

komplikace lze vyftesit ko-expresi s molekularnimi chaperony (GroEL, Hsp40, HsP70),

které pomahaji sbaleni exprimovanych proteinii [121] nebo snizenim teploty exprese [122].
Pro potfeby in vitro experimenti musi byt rekombinantni cytochromy P450 po

izolaci z membran rekonstituovany se svym redoxnim partnerem (CPR, nékdy i cytochrom

bs). Casto se vyuziva i postupti, kdy jsou cytochromy P450 ko-exprimovany spolu s CPR.

V tomto piipadé¢ ma optimdlni funkci jiz membranova frakce a neni tedy potfebnd izolace

jednotlivych slozek [123]. Ko-expresi CYP-CPR lze realizovat ¢tyimi zptsoby:

» exprese CYP-CPR jako jednoho fuzniho proteinu [124]

» exprese CYP, CPR jako samostatnych proteind S pouZitim bi-cistronického expresniho

vektoru [125,126]
» exprese spouzitim plasmidu obsahujiciho dva nezavislé promotory pro kazdy gen
[127]

e exprese s vyuzZitim samostatnych nezavislych plasmidi pro kazdy protein [128]
Uvedenymi postupy se podatilo ko-exprimovat lidskou CPR s riznymi isoformami

lidskych cytochromti P450, napt. 1A1, 1A2, 2C9, 2D6, 3A4 [119]. Casto se vyuZivé i

exprese potkani CPR s lidskymi cytochromy P450 [129,130].

1.6.2 Heterologni exprese potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy v E.

coli

Ve funkci CPR, jako donora elektront pro cytochromy P450, prakticky neexistuji
mezidruhove rozdily. Znamena to, Ze CPR izolovana z jater potkana je schopna pienaset
elektrony i na lidské formy cytochromt P450 nebo na cytochrom bs [123]. Lidska a
potkani CPR jsou homologni z ptiblizné 94% a lisi se ptredevs§im v N-terminalni
hydrofobni doméné¢ [131].

Prvni uspé$nou heterologni expresi potkani CPR uskute¢nili Porter a kol. v roce
1987. Pro produkci CPR byl pouZit expresni vektor pCQV2 nesouci promotor
z bakteriofagu A a gen cI857 pro represorovy protein, ktery umoziiuje teplotné dependentni
indukci exprese. Konstruktem s kddujici sekvenci pro CPR (pCQOR) byly transformovany
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rizné kmeny E. coli, mezi jinymi i kmen C-1A poskytujici za danych podminek nejvyssi
stupen exprese. Zastoupeni CPR v bunéénych lyzatech bylo ptiblizné 0,1% z celkového
mnozstvi  proteint.  Purifikovany  enzym  redukoval  cytochrom ¢ rychlosti
35 umoleye.min™.mg™ proteinii. Pro srovnéani, CPR z jater potkana vykazovala aktivitu
50 umolcytc.min'l.mg'l proteini. CYP1Al v rekonstituovaném systému spolu s
rekombinantni CPR pieménoval benzo(a)pyren s polovi¢ni rychlosti v porovnani s CPR
z jater potkana. Uvedeny vysledek byl zptisoben vysokym zastoupenim stépené solubilni
CPR (cca 90% z celkového mnoZstvi CPR), kterd neni schopnda, na rozdil od nativni
membranove formy, interakce s cytochromy P450. Solubilni forma CPR vznika pisobenim
proteolytickych enzyma s trypsinovou aktivitou, které jsou pfitomné v cytoplasmé bakterii
[132]. Proteolyticky labilni misto se nachazi mezi aminokyselinami Lys56 — lle57 a
vyraznou mérou se podili na nizkych vytézcich nativniho proteinu [78].

Problém proteolytické degradace vytesili Shen a kol. zaklonovanim genu pro
potkani CPR do expresné-sekreéniho vektoru pIN-111-ompA3. Tento plasmid nese silny
Ipp promotor a DNA sekvenci kddujici signélni peptid (spOmpA) proteinu OmpA, ktery
sméruje exprimovany protein do periplasmatického prostoru. Vznikly prekurzorovy
protein spOmpA-CPR je transportovan pies cytoplasmatickou membranu do
periplasmatického prostoru a Stépen peptidasou za vzniku nativni CPR, ktera zistava
vazana v membrané. Takto ziskany protein byl schopny katalyzovat redukci cytochromu c
rychlosti 51 umolcy..min™.mg™ proteint, coZ je hodnota témét identicka s CPR izolovanou
z jater potkana (53 umoleyre.min™.mg™ proteind) [133].

Pro produkci velkého mnoZstvi solubilni formy CPR, postradajici 57 aminokyselin
N-konce, pouZili Hayashi se spolupracovniky expresni systém zaloZeny na vektoru pBAce
a bunkach E. coli HB101. cDNA potkani CPR byla klonovéna do plasmidu pBAce a
obsahovala kodujici sekvenci 172 — 2037 pro aminokyseliny GIn58 — Ser678. Odstranénim
N-terminalni hydrofobni domény byl dosaZzen vysoky stupen exprese, kdy z jednoho litru
média bylo mozné po purifikaci ziskat aZ 47 mg CPR (standardné Ize dosahnout vytézku
kolem 5 mg/l). Ani pfi takto velké produkci nebyla pozorovana inkluzni téliska, ktera jsou
normalné piitomna v bakteriich po expresi nativni CPR. Ziskany flavoprotein je vhodny
pro strukturni a interak¢ni studie CPR se solubilnimi redoxnimi partnery (cytochrom c,
solubilni forma hem oxygenasy [134]), ale nevhodny pro studium interakci s cytochromy
P450 [135].
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Proteolyticky labilni misto Lys56 — Ile57 déla z CPR v pribéhu exprese, purifikace
nebo dlouhodobého skladovani velice nestabilni protein, cozje i pii¢in a1 neusp&$nych
pokusit o studium struktury ¢i funkce nativniho proteinu [78]. V roce 2005 byly
publikovany vysledky prace Boniny a kol., kde je popsana piiprava mutantni formy CPR
s nahrazenym Lys56 za GIn (K56Q). Oproti pavodnimu proteinu je K56Q CPR vyraznym
zpusobem stabilizovina vici proteolyze a Soucasné si zachovava charakteristické
katalytické i spektrélni vlastnosti [77].

Piipravou potkani mutantni (K56Q) a nativni formy (wt) CPR se zabyva i
piedkladana diplomova prace. Oba proteiny byly exprimovany pomoci vektoru pET22b
v buiikach E. coli BL21(DE3)RIL. Plasmid pET22b obsahuje T7 promotor pro RNA
polymerasu bakteriofaga T7 (T7 RNA polymerasa), ktera je velmi specifickd, tudiz
nerozeznava jiné bakterialni promotory. Gen pro T7 RNA polymerasu je integrovan do
genomu bakterie jako lysogen bakteriofaga A-DE3 (odtud oznaceni v ndzvu bakterii) a
nachazi se pod kontrolou lacUV5 promotoru. Ten je za nepfitomnosti induktoru inhibovan
lac represorem (produkt genu lacl). Po indukci exprese (IPTG) dochadzi pomoci RNA
polymerasy E. coli k piepisu genu pro T7 RNA polymerasu a nasledné translaci. Vznikla
T7 RNA polymerasa naseda na T7 promotor plasmidu pET22b a piepisuje gen pro cilovy
protein [136,137].
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2 Cile diplomove prace

NADPH:cytochrom P450 reduktasa je spolu s cytochromy P450 a cytochromem bs
soucasti mikrosomdlniho monooxygenasového systému metabolizujiciho cizorodé latky,
jehoz studiu se na katedie biochemie Ptirodovédecké fakulty UK vénuje zna¢na pozornost.
Piedkladana diplomova préace navazuje na praci Mgr. Rolanda Kubika [138] a zabyva se
heterologni expresi, purifikaci a charakterizaci potkani mutantni (nCPR — mutace K56Q) a
nativni formy (WtCPR) NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Mutace K56Q byla zavedena
do genu pro CPR zdavodu vétSi proteolytické stability finalniho enzymu a vysSich
vytézki nativniho proteinu v prabéhu exprese a purifikace [77]. Pro splnéni zadani

diplomové préce byly stanoveny nasledujici cile:
* Ovefit spravnost sekvenci genti pro potkani mCPR a wtCPR v expresnich plasmidech
PET22b a otestovat podminky exprese v bakteriich E. coli BL21(DE3)RIL navrzené

Mgr. Rolandem Kubikem [138].

e Purifikovat jednotlivé rekombinantni formy potkani CPR (mCPR, wtCPR) pomoci
ionexové (DEAE Sepharosa) a afinitni (2’5" ADP Sepharosa) chromatografie.

» Porovnat proteolytickou stabilitu purifikovanych proteinit mCPR a WtCPR v systému

s trypsinem.

¢ Charakterizovat enzymové aktivity mCPR a wtCPR vici cytochromu ¢, cytochromu bs

a v rekonstituovanem systému s CYP1A1 pii metabolizmu Sudanu I.
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3.1 Pouzité pristroje

Aparatura pro ,,Western blotting“: Fastblot B43 (Biometra)

Autoklav: Varioklav 400E (H+P Labortechnik)

Automatické pipety: mLINE (BIOHIT), NichipetEX

Centrifugy: Centrifuge 5415 R (Eppendorf), Janetzki K70 (MLW), Allegra X-22R
(Beckman Coulter) vykyvny rotor SX4250, ultracentrifuga Optima™ LE-80K (Beckman
Coulter) uhlovy rotor Ti 70, minicentrifuga GmCLab (Gilson), Spectrafuge™ Mini
(Labnet), T-52.2 (MLW)

Elektroforetické aparatury: Hoefer™ miniVE vertical electrophoresis system
(Amersham Biosciences), MSMINI-10 Horizontal Multi Sub Mini (Uvitec)

Inkubéatory: IR 1500 Automatic CO; Incubator (Flow Laboratories), ORBI-SAFE TS
NetWise (Gallenkamp), G24 Environmental Incubator Shaker (New Brunswick Scientific
Edison, N.J. USA)

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

Laminarni box: Biohazard Box BIO 126 (Labox)

Peristaltickd pumpa: PP 05 (Laboratorni pfistroje Praha)

pH metr: model 370 (ATI Orion)

Shérac frakei: MODEL 2128, stojany Rack 1, Rack 2 (BIO-RAD)

Spektrofotometry: Diod Array 8453 (Hewlett Packard), Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena),
Sunrise Absorbance Reader (TECAN), NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare)
Systém HPLC: Dionex pump P580, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS
Detector UVD 170S/340S, termobox pro kolonu COLUMN OVEN LCO 101, Degasys
DG-1210 Dionex, kolona Nucleosil 250/4 100-5 C18 (Macherey-Nagel), program
CHROMELEON™ 6.01

Transiluminator: Dark Reader (Clare Chemical Research)

Trepacka: OS2 Basic (IKA)

Ultrafiltrace: Amicon 8200, membrana PM-30, Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit

Ultracel-30 membrane (Millipore)
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Ultrazvukova lazeii: EImasonic S-30/H (Elma)

Ultrazvukovy homogenizator: SONOPULS HD 3100, sonda KE76 (BANDELIN)
Vakuové odparka: DNA Speed Vac DNA 110 (Savant)

Vodni lazné: Julabo TW2 a Julabo TW8 (JULABO Labortechnik GmbH)

Zdroj pro elektroforézu: EPS 301 (Electrophoresis Power Supply, Amersham Pharmacia
Biotech)

3.2 Pouzity material a chemikalie

Material a chemikalie pouzité pii experimentech pochdzeji z ndsledujicich zdroji:

Fermentas, Kanada: Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (564 — 21226 bp), hmotnostni
standard pro SDS elektroforézu PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder
Fluka, Svycarsko: akrylamid, protaminsulfat, methanol, N,N-methylen-bis-akrylamid
(BIS), dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), 2-merkaptoethanol, dodecylsiran sodny (SDS),
Invitrogen, USA: SYBR Safe™ DNA Gel Stain

Kao Corp., Japonsko: 2-(4-nonylphenoxy)ethanol — emulgen 911 (E-911)

Lachema Brno, Ceska republika: bromfenolova modf, CuSO4.5H,0, MgCl,, EDTANa;
(chelaton 3), CaCl,, HCI, KCI, KH;PO,4, KOH, NaOH, Na;HPO,4, NaH,PO,4, NaCl,
8-hydroxychinolin, methanol, ethanol, glycerol, kyselina octova, octan sodny, vinan sodny
(tartarat sodny), ethylacetat, chloroform, persiran amonny, isopropanol, fenol,
isoamylalkohol, diethyléter, hexan

Linde, Ceska republika: dusik (g), kapalny dusik

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

New England BioLabs, USA: restrik¢ni enzymy Ndel (20000 U/ml), Xhol (20000 U/ml),
pufr NEB4, BSA

Pharmacia, Svédsko: DEAE Sepharosa CL-6B, 2'5" ADP Sepharosa 4B

Reanal Budapest’, Mad’arsko: glycin, glukosa-6-fosfat

Roche, Svycarsko: inhibitory proteas cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

Serva Heidelberg, Némecko: Coomassie Brilliant Blue R-250, N, N, N N'-
tetramethylethylendiimin (TEMED), glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, Triton X-100,
ampicilin, isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
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Sigma, USA: 4,4'-dikarboxy-2,2'-bicinchoninova kyselina (BCA), 5-bromo-4-chloro-3-
indolylfosfat/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT), dithiothreitol (DTT), sodna sul 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonové kyseliny (HEPES), 3-[(3-
cholamidopropyl)dimethylamonium]-1-propansulfonat (CHAPS), cholat sodny, krali¢i
protilatka znacena alkalickou fosfatasou, nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP™), cytochrom c, flavinmononukleotid (FMN),
riboflavin, LB (Luria Broth) médium, Luria Agar, trypsin (TPCK), s6jovy trypsinovy
inhibitor

The British Drug Houses, Velka Britanie: 1-fenylazo-2-naftol (Sudan I)

Thermo Scientific, USA: hovézi sérovy albumin (BSA)

Expresni plasmidy pET22b nesouci geny pro potkani mCPR a wtCPR byly
piipraveny Mgr. Rolandem Kubikem v ramci diplomové prace na katedie biochemie PiF
UK. Burky E. coli BL21(DE3)RIL a DH5a poskytli prof. RNDr. Karel Bezouska, CSc.,
DSc. a RNDr. Marek Ingr, Ph.D. Primarni slepi¢i protilatka proti krali¢i CPR byla
izolovéana prof. RNDr. Petrem Hodkem, CSc. Izolovanou kralici CPR a potkani CYP1A1
poskytly RNDr. Véra Cerna, Ph.D. a RNDr. Dagmar Svéaskova, Ph.D. Rekombinantni
lidsky cytochrom bs poskytla Bc. Marie Kostelanska.
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VesSkery material a roztoky pouZité pii praci s bakterialnimi kulturami (Spicky,
mikrozkumavky, zkumavky Falcon, MQ voda, 50% glycerol atd.) byly piedem
sterilizovany v autoklavu (Varioklav 400E) pii 121 °C po dobu 20 minut. Manipulace byly

provadény v laminarnim boxu (BIO 126).

4.1 Priprava agarovych ploten

Sterilni LB-agar (40 g/l H,0) byl rozehfan v mikrovinné troub&é a potiebné
mnozstvi odlito do zkumavky Falcon (50 ml). Po zchladnuti, tésné pted nalitim tekutého
agaru na plotnu, byl pfidan ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml. Smés byla
jemné promichana a do plastové Petriho misky bylo nalito pfiblizn¢ 10 ml. Agar byl

ponechan ztuhnout na vodorovném stole.

4.2 Priprava kompetentnich bunék

Pii ptipravé kompetentnich bun¢k E. coli BL21(DE3)RIL byla pouzita metoda
vyuZzivajici chlorid vépenaty [139]. VSechny centrifuga¢ni kroky byly provadény na
pristroji Allegra X-22R, s rotorem SX4250.

Ze zmrazenych zasobnich bunék E. coli BL21(DE3)RIL bylo do mikrozkumavky
Spachtli odSkrabnuto patfi¢né mnozstvi a ponechéano roztat. 2 x 50 ml sterilniho LB média
(25 g/l H,0) bez ampicilinu v Erlenmayerovych baikach bylo inokulovano 20 pl bungk a
ponechano rist v orbitalni tiepacce (G24 Environmental incubator shaker) pii teploté
37 °C, 220 RPM do optickeé density ODggo = 0,3 — 0,5. Buné¢né kultury byly pteneseny do
zkumavek Falcon (50 ml) a ulozeny do ledu na 10 minut. Po centrifugaci 10 minut,
4000 RPM, 4 °C, bylo médium odlito a zkumavky ponechany 1 minutu na buni¢iné
v obracené poloze pro odstranéni zbytkd média. Pelety byly resuspendovany v 10 ml
vychlazeného sterilniho roztoku 100 mM CaCl, a znovu uloZeny do ledu na 10 minut.
Nésledovala centrifugace 10 minut, 4000 RPM, 4 °C. Supernatant byl odlit a zkumavky
ponech&ny 1 minutu na bunicin¢ v obrécenée poloze. Pelety byly resuspendovany v 2 ml
vychlazeného roztoku 100 mM CaCl, a ponechany na ledu 1 hodinu. Pak byly do kazdé
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zkumavky piidany 2 ml 50% glycerolu, 200 pl alikvoty pieneseny do mikrozkumavek a
skladovany pii -80 °C.

4.3 Transformace bunék E. coli teplotnim Sokem

Kompetentni bunky E. coli (200 pl) a piislusné vektory byly vyjmuty z mrazéku a
ponechany rozmrazit na ledu. Buiiky byly rozdéleny do dvou novych mikrozkumavek po
100 pl. Do jedné mikrozkumavky bylo ptidano 3 pl (~ 150 ng) plasmidové DNA, do druhé
3 ul MQ vody (kontrolni vzorek). Mikrozkumavky byly jemné promichany a ponechany na
ledu 30 minut. Teplotni Sok byl proveden ponofenim mikrozkumavek na 90 sekund do
vodni lazné (Julabo TW2) s teplotou 42 °C a naslednym ochlazenim na ledu po dobu 1
minuty. Do obou mikrozkumavek bylo dale ptidano trojnasobné mnoZzstvi (300 ul) LB
média (25 g/l H,O) a buiky byly ponechany v inkubatoru (IR 1500 Automatic CO,
incubator) pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Buné¢né suspenze pak byly naneseny na agarové
plotny s ampicilinem (100 pg/ml), rozetieny sterilnimi kulickami nebo mikrobiologickou
hokejkou a inkubovany ptes noc v obracené poloze pti 37 °C (IR 1500 Automatic CO,

incubator).

4.4 Preockovani bakterialnich bunék metodou ,,single-cell*

Z narostlych kultur na agarové plotné po transformaci a O/N inkubaci byla pomoci
vyzihané pinzety a sterilniho pératka vypichnuta jedna kolonie bunck a paratko bylo
vloZzeno do zkumavky Falcon (50 ml) s10 ml LB média (25 g/l H,O) sampicilinem
(100 pg/ml). Zkumavka s povolenym vickem byla inkubovana v orbitalni tfepacce (G24
Environmental incubator shaker) pies noc pii 37 °C a 220 RPM. O/N kultura byla pouZita
pro izolaci plasmidové DNA nebo byly 200 pl alikvoty uchovany pro budouci pouZziti
vV 15% glycerolu pii -80 °C.

4.5 Preofkovani bakterialnich bunék metodou ,,multi-cell*

Na agarové plotny s narostlou kulturou po transformaci a O/N inkubaci bylo
pipetovano 1000 pul LB média (25 g/l H,0) a sterilni hokejkou rozetieno po celém povrchu
agarove plotny. Pipetou bylo odebrano 100 ul bunééné suspenze a timto objemem

inokulovano 500 ml LB média (25 g/l H,0) s ampicilinem (100 pg/ml).

41



Metody

4.6 Exprese rekombinantnich forem mCPR a wtCPR

Pro ucely purifikace byly jednotlivé formy CPR exprimovany V buiikach E. coli
BL21(DE3)RIL obsahujicich  pfislusny expresni plasmid. Exprese probihala
v Erlenmayerovych lahvich (2 L) v4 x 500 ml LB média (25 g/l H,O) s ampicilinem
(100 pg/ml). Kazda lahev se sterilnim LB médiem byla zaotkovana 100 ul buné¢né
suspenze (viz kap. 4.5, str. 41) a kultury ponechany rist v orbitalni tfepacce (ORBI-SAFE
TS NetWise) pii 37 °C, 200 RPM do optické hustoty ODggo = 0,9. K t€émto buiitkdm byl
ptidan riboflavin do vysledné koncentrace 1 ug/ml a exprese proteinu byla indukovana
pomoci IPTG (1 mM findlni koncentrace). Produkce pfislusné formy CPR probihala pfi
27 °C, 200 RPM po dobu 40 hodin. Béhem produkce byla pribézné sledovana opticka
hustota bunék a odebirany 500 ul vzorky, které byly nasledné centrifugovany 2 minuty pfi
7000 RPM a 25 °C (Centrifuge 5415 R). Supernatant byl odlit a peleta resuspendovana
v 100 pl 1x koncentrovaného vzorkoveho pufru na elektroforézu (4x koncentrovany
zasobni roztok: 0,25 M Tris/Cl; 8% SDS (w/v); 40% glycerol (v/v); 20% 2-
merkaptoethanol (v/v); 0,012% bromfenolova modi (w/v); pH 6,8). Ptipravené vzorky

byly skladovény pfi -20 °C.

4.7 lzolace plasmidové DNA z bunék E.coli

Plasmidova DNA z bakterii byla izolovana s vyuZzitim alkalické 1yze bunék a

nasledné fenol-chloroformové extrakce nukleovych kyselin.

4.7.1 Piecisténi fenolu od oxidacnich produkti

Krystalicky fenol (cca 20 ml) byl odebran do zkumavky Falcon (50 ml), rozpustén
v horké Iazni (70 °C), smichan s 8-hydroxychinolinem (vysledna koncentrace 0,1 % (w/v))
a se stejnym objemem 1 M Tris/Cl pufru (pH 8). Smés byla protiepavana 10 — 15 minut a
po ustaleni byla odebrana vrchni vodna faze. Pro dostate¢nou Cistotu fenolu bylo potieba
proces vytifepavani zopakovat. Fenol byl uskladnén ve smési s chloroformem a
isoamylalkoholem (fenol:chloroform:isoamylalkohol = 25:24:1) v tmavé lahvi pti 4 °C a
s hladinou 1 M Tris/ClI pufru nad roztokem fenolu.
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4.7.2 lzolace plasmidové DNA z bunék E. coli

VSechny centrifugaéni kroky probihaly na centrifuze 5415 R, pii 12700 RPM
(15000 g) a 4 °C.

10 ml O/N kultury bunék E. coli DH5a transformovanych pfislusnym plasmidem
bylo centrifugovano 5 minut pii 4500 RPM a 4 °C (Allegra X-22R). Po odliti supernatantu
byla zkumavka Falcon ponechana 1 minutu na buni¢iné v obrécené poloze. Peleta byla
resuspendovana ve 200 ul vychlazeného GTE pufru (50 mM glukosa; 25 mM Tris/Cl; 10
mM EDTANay; pH 7,5), pfenesena do 1,5 ml mikrozkumavky a ponechana 5 minut pfi
laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 300 ul Cerstvé ptipravené¢ho lyzaéniho roztoku
(4,3 ml H,0; 200 ul 5 M NaOH; 500 pl 10% SDS), obsah mikrozkumavky byl promichéan
prevracenim (5 — 6 krat) a inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. K smési pak bylo
piidano 200 ul vychlazeného roztoku K-Ac (15 ml 5 M octan draselny; 3 ml kyselina
octova (99 %); doplnéno vodou do 25 ml), obsah byl promichavan ptevracenim po dobu
10 sekund a 10 minut chlazen v ledu. Smés byla centrifugovana 10 minut a supernatant
(cca 600 pl) byl prenesen do nové 1,5 ml mikrozkumavky. K supernatantu byl ptidan
stejny objem (600 pl) roztoku fenol-chloroformu (fenol:chloroform:isoamylalkohol =
25:24:1), cela smés byla pofadné protiepavana 10 sekund a centrifugovana 5 minut. Vrchni
vodné faze (cca 500 pl) byla ptenesena do nové mikrozkumavky a byl k ni pfidan stejny
objem isopropanolu (500 ul). Po silném protiepani (10 sekund) byla smés ponechana 10
minut na ledu a centrifugovana 10 minut. Supernatant byl odlit a peleta opatrné promyta
500 ul ledového (-20 °C) 75% ethanolu. Ethanol byl opatrné odebran pomoci pipety a
peleta usuena (5 — 10 minut) ve vakuové odparce (DNA Speed Vac DNA 110). Nasledné
byla peleta resuspendovéna ve 100 ul TE pufru (10 mM Tris/Cl; 1 mM EDTANay; pH 8) a
byly piidany 2 ul RNasy A (1 mg/ml v H,0). Smé&s byla ponechana 30 minut pii 37 °C (IR
1500 Automatic CO; incubator). Poté bylo ptidano 60 ul roztoku PEG (2,5 M NaCl; 20%
polyethylenglykol 6000 nebo 8000) a mikrozkumavka byla uloZena do ledu na ptiblizné 3
hodiny. Po 15 minutové centrifugaci byl odlit supernatant a peleta opatrné promyta 200 pl
ledového (-20 °C) 75% ethanolu. Ethanol byl opatrné odebran pomoci pipety a peleta
usuSena ve vakuové odparce (DNA Speed Vac DNA 110). Finalni peleta byla rozpusténa
v 20 pl TE pufru (10 mM Tris/Cl; 1 mM EDTANa;; pH 8) nebo MQ vody (vzorky pro

sekvenaci) a skladovana pii -20 °C.
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4.8 Dvojité stépeni DNA pomoci endonukleas Xhol a Ndel

Reakéni smés byla pipetovana do 200 ul mikrozkumavky a obsahovala nasledujici

slozky:

e 5-7ul plasmidové DNA (cca 0,2 — 0,4 ug DNA)
e 1 pl Xhol

e 1 ul Ndel

e 2 ul pufru NEB4 (10x koncentrovany)
e 2 ul BSA (10x koncentrovany)
» Sterilni H,O do celkového objemu 20 pl
Reakce probihala 4 hodiny pii 37 °C (IR 1500 Automatic CO; incubator). VVzorky
pak byly po smichani se vzorkovym pufrem (40% sacharosa (w/v); 0,1% bromfenolova

modr (w/v)) vyuZity pro horizontalni agarosovou elektroforézu.

4.9 Horizontalni agarosova elektroforéza

Byl ptipraven 1% (w/v) roztok agarosy ve 40 ml 1x koncentrovaného TAE pufru
(0,04 M Tris/acetat; 1 mM EDTANay; pH 8,2). Smés byla zahtivana v mikrovinné troubé
az do uplného rozpusténi agarosy. Po ochlazeni na ptiblizn¢ 40 — 50 °C byly do roztoku
ptidany 4 pl barviva SYBR Safe’ DNA gel Stain (10000x koncentrované), roztok byl
promichan a nalit do elektroforetické vanicky s hiebenem. Po ztuhnuti agarosy byl hieben
vyjmut a vanic¢ka s gelem byla ptenesena do elektroforeticke aparatury (MSMINI-10 Multi
Sub Mini) naplnéné 1x koncentrovanym TAE pufrem. Do jamek byly aplikovany vzorky
DNA smichané s 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem (40% sacharosa (w/v); 0,1%
bromfenolova modf (w/v)) v mnozstvi maximéalné 25 pl na jamku. Elektroforéza probihala
30 minut pii napéti 110 V (zdroj EPS 301). DNA byla vizualizovana v tmavé mistnosti

pomoci transiluminatoru (Dark Reader).

4.10 Urc¢eni koncentrace a Cistoty plasmidové DNA

Koncentrace a cistota plasmidové DNA byla stanovovana spektrofotometrem
NanoVue Plus pfi vlnovych délkach 230, 260, 280, 320 nm, optické draze 0,2 mm a
s pouzitim MQ vody jako slepého vzorku. 2 pl vzorku byly aplikovany na ,kiiz

spektrofotometru a koncentrace DNA byla ur¢ena ze vztahu Ajso — Az = 1 <> ¢ = 50
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ug/ml. Pro ucely sekvenace je potieba, aby se Cistota DNA, tedy poméry Azgo/Azgo a
As0/ Az bliZily co nejvice hodnoté 1,8 [140].

4.11 lzolace bakterialni membranové frakce

Po expresi ptislusného proteinu byly bunétné kultury centrifugovany ve dvou
kyvetach o objemu 1100 ml 20 minut pi#i 3000 RPM a 4 °C (Janetzki K70). Po odliti
supernatanta byly pelety promyty ve 25 ml pufru (50 mM KH,PO4; 134 mM KCI; pH
7,4), pteneseny do dvou zkumavek Falcon (50 ml) a centrifugovany 20 minut pii 4500
RPM a 4 °C (Allegra X-22R). Supernatanty byly znovu odlity a kaZzda peleta
resuspendovéna v 25 ml draselno-fosfatového pufru (100 mM KH,POy4; 0,1 mM DTT;
20% glycerol (v/v); pH 7,6), ve kterém byla sonikaci rozpusténa tableta proteasovych
inhibitord (cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets). Dezintegrace bunék byla
provedena s pouZzitim ultrazvukového homogenizatoru (Sonopuls HD 3100) se sondou
KE76 a probihala 15 x 1 minutu (50% vykon) za stalého chlazeni v ledu. Po homogenizaci
byl roztok centrifugovan 15 minut pii 4500 RPM a 4 °C (Allegra X-22R). Supernatanty
byly dale centrifugovany 70 minut pii 60000 RPM a 4 °C (Optima™ LE-80K, rotor Ti 70).
Pelety po ultracentrifugaci (membranova frakce) byly spojeny a homogenizovany ve 20 ml

prislusného pufru (viz kap. 4.12).

4.12 Solubilizace wtCPR a mCPR z membran E. coli

Pelety (membrénova frakce) s wtCPR po ultracentrifugaci byly spojeny a opétovné
homogenizovany (Sonopuls HD 3100, sonda KE76, 50% vykon) 5 x 1 minutu v 20 ml
solubiliza¢niho pufru (10 mM Tris/Cl; 1 mM EDTANa2; 0,1 mM DTT; 20% glycerol
(vIv); pH 7,4) za stalého chlazeni v ledové lazni. Pelety s mCPR byly homogenizovany
stejnym postupem ale v draselno-fosfatovém pufru (20 mM KH,PO,4; 1 mM EDTANay;
0,1 mM DTT; 20% glycerol (v/v); pH 7,6). Cela smés pak byla fedéna solubilizaénim
(WtCPR) nebo draselno-fosfatovym (mCPR) pufrem na vyslednou koncentraci proteini
4 mg/ml. Ziskana suspenze byla michana pii 4 °C v Erlenmayerové baince na ledu pod
atmosférou dusiku a po kapkach k ni byl pfidavan rychlosti 1 kapka/3s roztok obsahujici
tabletu proteasovych inhibitori (cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
Tablets; 1 tableta na 50 ml roztoku), 15 mg/ml protaminsulfat, 10% cholat sodny (w/v) a
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10% E-911 (w/v) do vysledné koncentrace odpovidajici 0,375 mg/ml protaminsulfatu,
1 mg cholatu sodného/mg proteinit a 1,25 mg E-911/mg proteind vV konecném objemu.
Tato smés byla michdna za uvedenych podminek 60 minut a centrifugovéna 70 minut pfi
60000 RPM a 4 °C (Optima™ LE-80K, rotor Ti 70). Supernatant byl nasledn¢ aplikovan
na ekvilibrovanou kolonu DEAE Sepharosy CL-6B (WtCPR) nebo na kolonu 2°5" ADP
Sepharosy 4B (mCPR).

4.13 Purifikace wtCPR

WtCPR byla purifikovdna s vyuzitim tfi chromatografickych krokiu. Prvni
precisténi probihalo na kolon¢ DEAE Sepharosy CL-6B, nasledn¢ na afinitni koloné
2’5"ADP Sepharosy 4B. Finalni piecisténi bylo provedeno opét na koloné DEAE
Sepharosy CL-6B. lzolace probihala v chlazené mistnosti pii 5 °C a vSechny pouZité

roztoky a néstroje byly pfedem vychlazeny.

4.13.1 Chromatografie na koloné DEAE Sepharosy CL-6B

Potfebné mnozstvi (cca 70 ml) DEAE Sepharosy, uchovavané v 20% ethanolu,
bylo pfed pouzitim promyto 3 x 250 ml destilované vody (pii michani se nedotykat
sklenénou ty¢inkou stén ani dna kadinky), rozmichano v 250 ml cykliza¢niho pufru (1 M
KH,PO,; pH 7,4) a ponechano pifes noc pii 4 °C. Druhy den byl nosi¢ opét promyt
3 x 250 ml destilované vody a rozmichan v adekvatnim objemu pufru pro nalévani kolony
(10 mM KH3POy4; 20% glycerol (v/v); pH 7,4) tak, aby celkovy objem nepievySoval
objem kolony. Po zamichani byla kolona nalita v zastaveném toku a s hladinou pufru na
dné kolony (pted nalitim bylo potieba odplynit fritu proudem pufru). Po sednuti nosice
(cca 5 hodin) byla hladina pufru ponechana klesnout cca 2 cm nad povrch nosi¢e a kolona
byla promyta 400 ml ekvilibraéniho pufru (10 mM KH,PO4; 1 mM EDTANa,; 0,1 mM
DTT; 0,1% E-911 (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,4). Po ekvilibraci byla ovétena vodivost
a pH pufru pted a po vyteceni z kolony. Pokud se hodnoty nelisily, byla kolona pfipravena
k pouZiti.

Na ekvilibrovanou kolonu (2,5 x 20 cm) byl aplikovan supernatant po solubilizaci
rychlosti 1 ml/min a byly jimany frakce po 10 ml (BIO-RAD MODEL 2128, Rack 2). Po
aplikaci supernatantu byla kolona promyta 250 ml ekvilibra¢niho pufru. Pro eluci wtCPR
byl pouZit linearni gradient 2 x 250 ml 0 — 0,5 M KCI v ekvilibra¢nim pufru. Eluce wtCPR
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byla sledovana stanovenim cytochrom c reduktasové aktivity (viz kap. 4.22, str. 53)
v jednotlivych frakcich. Podle reduktasové aktivity a SDS elektroforézy byly spojeny
frakce obsahujici wWtCPR, zahustény na piiblizné¢ 30 ml (cela Amicon 8200, membrana
PM-30) a dialyzovany pies noc proti 2000 ml dialyza¢niho pufru (10 mM KH;PO4; 1 mM
EDTANa; 0,1 mM DTT; 0,1% E-911 (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,0). V dialyzované
frakci bylo upraveno pH na hodnotu 7,0 roztokem 1 M KH,PO, a frakce byla nanesena na
ekvilibrovanou kolonu 2°5” ADP Sepharosy 4B.

Nosi¢ byl regenerovan postupnym promyvanim 250 ml 1 M KCl, 250 ml 1 M
octanu sodného (pH 3,0), 250 ml destilované vody, 250 ml 0,5 M NaOH, 250 ml
destilované vody, 250 ml 1 M octanu sodného (pH 3,0), 3 x 250 ml destilované vody a 2 x
250 ml 20 % cistého ethanolu. Nakonec byl nosi¢ rozmichan ve 200 ml 20% ethanolu a

uchovan piti 4 °C.

4.13.2 Chromatografie na koloné 2"5"ADP Sepharosy 4B

2’5" ADP Sepharosa (7 ml) ve 20% ethanolu byla pied pouzitim promyta 2 x 25 ml
destilované vody (pfi michani se nedotykat sklenénou tycinkou stén ani dna kadinky),
rozmichana v 5 ml destilované vody a nalita do chromatografické kolony (1,2 x 10 cm)
v zastaveném toku s hladinou vody na dn¢ kolony (pied nalitim bylo potieba odplynit fritu
proudem destilované vody). Po sedimentaci nosi¢e (cca 3 hod) byla hladina ponechana
klesnout 1 ¢cm nad povrch nosi¢e a kolona byla promyvana 25 ml destilované vody, poté
50 ml ekvilibra¢niho pufru (50 mM KH,PO,4; 1 mM EDTANaz; 0,1 mM DTT; 0,5%
cholat sodny (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,0).

Na ekvilibrovanou kolonu 2°5° ADP Sepharosy byly naneseny zahusténé frakce
z DEAE Sepharosy obsahujici wtCPR rychlosti 0,5 ml/min. Po naneseni vzorku byla
kolona promyta 50 ml ekvilibra¢niho pufru. Z nandSeni vzorku a promyvani kolony byly
jimany frakce po 4 ml (BIO-RAD MODEL 2128, Rack 1). Pro eluci wtCPR bylo pouzito
100 ml eluéniho pufru (0,5 mM NADP*; 0,2 M KCI; 50 mM KH,PO,4; 1 mM EDTANay;
0,1 mM DTT; 0,5% cholét sodny (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,0). Béhem eluce byly
sbirany frakce po 2 ml. Podle reduktasové aktivity (viz kap. 4.22, str. 53) a SDS
elektroforézy byly spojeny frakce s wtCPR a zahu$tény na objem 25 ml (cela Amicon
8200, membrana PM-30). K zahusténé frakci byl pfidan FMN do vysledné koncentrace 50
uM a frakce byla dialyzovana 12 hodin proti 4000 ml pufru (50 mM KH,PO4; 1 mM
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EDTANay; 0,1 mM DTT; 20% glycerol (v/v); pH 7.5). Dialyzovana frakce byla zahuSténa
pomoci ultracentrifuga¢ni zkumavky (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Ultracel-30
membrane) na centrifuze Allegra X-22R (3000 RPM a 4 °C) na objem 3 ml a aplikovana
na kolonu DEAE Sepharosy.

Po pouziti byl nosi¢ ¢istén promyvanim v 25 ml 0,5 M Tris/Cl + 0,5 M NaCl, pH
8,5; 25 ml destilované vody; 25 ml 0,5 M octan sodny + 0,5 M NaCl, pH 4,5; 25 ml
destilované vody. Cely postup byl zopakovan jesté jednou a pak byl nosi¢ promyt v 25 ml
destilované vody, 2 x 25 ml 20% ethanolu. Nakonec byl rozmichan v 10 ml 20% ethanolu

a uchovavan pii 4 °C.

4.13.3 Rechromatografie na koloné DEAE Sepharosy CL-6B

Pro findlni docisténi byla znovu pouzita chromatografie na kolon¢ DEAE
Sepharosy. Piiprava, ekvilibrace a regenerace nosi¢e byly identické jako v prvnim ptipadé
(viz kap. 4.13.1, str. 46), ale misto 0,1% detergentu E-911 byl vSude pouZit 0,5% cholat
sodny.

Na ekvilibrovanou kolonu (2,5 x 20 cm) byla aplikovana zahusténa frakce
z 2’5" ADP Sepharosy rychlosti 0,5 ml/min. Po aplikaci vzorku byla kolona promyvana
150 ml ekvilibraéniho pufru a pak 150 ml 150 mM KCI v ekvilibra¢nim pufru (prutok
1 ml/min). Byly jimany frakce o objemu 10 ml (BIO-RAD MODEL 2128, Rack 2). Pro
eluci wtCPR byl pouzit linearni gradient 2 x 200 ml 0,15 — 0,5 M KCI v ekvilibra¢nim
pufru. Jimané frakce mély objem 4 ml (BIO-RAD MODEL 2128, Rack 1). Eluce wtCPR
byla sledovana stanovenim reduktasové aktivity (viz kap. 4.22, str. 53) v jednotlivych
frakcich. Podle reduktasové aktivity a SDS elektroforézy byly spojeny frakce obsahujici
WICPR a zahustény na pfiblizné¢ 30 ml (cela Amicon 8200, membrana PM-30). Do
zahusténych frakci byl pfidan FMN do vysledné koncentrace 50 uM a byly dialyzovany
12 hodin proti 4000 ml dialyza¢niho pufru (50 mM KH,PO,4; 1 mM EDTANa;; 0,1 mM
DTT; 20% glycerol (v/v); pH 7,5). Dialyzované frakce byly zahus$tény pomoci
ultracentrifuga¢ni zkumavky (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Ultracel-30
membrane) na centrifuze Allegra X-22R (3000 RPM a 4 °C) na objem pfiblizn¢ 2 ml,
50 ul alikvoty byly zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pii -80 °C.
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4.14 Purifikace mCPR

Pro purifikaci mCPR byl zvolen mirné modifikovany postup Huanga [131]
s vyuzitim jednoho chromatografického kroku na kolon¢ 2°5" ADP Sepharosy 4B. Izolace
probihala v chlazené mistnosti pii 5 °C a v§echny pouzité roztoky a nastroje byly pfedem

vychlazeny.

4.14.1 Chromatografie na koloné 2°5’ADP Sepharosy 4B

Piiprava kolony a regenerace nosice byly identické jako v pifedchozim ptipadé pii
purifikaci WtCPR (viz kap. 4.13.2, str. 47).

2’5" ADP Sepharosa (7 ml) byla promyta 25 ml destilované vody a 50 ml
ekvilibraéniho pufru (50 mM KH,;PO4; 1 mM EDTANa; 0,1 mM DTT; 0,5% cholat
sodny (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,6). Na ekvilibrovanou kolonu byl nanesen
supernatant po solubilizaci rychlosti 0,5 ml/min. Po naneseni vzorku byla kolona promyta
60 ml ekvilibraéniho pufru, 60 ml 1,5 mM adenosinu v ekvilibraénim pufru, 60 ml 200
mM KCI v ekvilibra¢nim pufru a opét 25 ml ekvilibraéniho pufru. Z nanaseni supernatantu
a promyvani kolony byly jimany frakce po 4 ml (BIO-RAD MODEL 2128, Rack 1). Pro
eluci mCPR byl pouzit linearni gradient 2 x 60 ml 0 — 1 mM NADP™ v ekvilibra¢nim
pufru. Po gradientové eluci byla kolona jesté promyta 50 ml pufru s KCl a NADP”
(200 mM KCI; 2 mM NADP"; 50 mM KH,PO4; 1 mM EDTANa;; 0,1 mM DTT; 0,5%
cholat sodny (w/v); 20% glycerol (v/v); pH 7,6). B€hem eluce byly sbirany frakce po 2 ml.
Podle reduktasové aktivity (viz kap. 4.22, str. 53) a SDS elektroforézy byly spojeny frakce
s mCPR a zahus$tény na objem 30 ml (cela Amicon 8200, membrana PM-30). K zahusténé
frakci byl ptidan FMN do vysledné koncentrace 50 uM a frakce byla dialyzovana 12 hodin
proti 4000 ml pufru (50 mM KH,;PO4; 1 mM EDTANa,; 0,1 mM DTT; 20% glycerol
(v/v); pH 7,5). Dialyzovana frakce byla zahu$téna pomoci ultracentrifuga¢ni zkumavky
(Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit Ultracel-30 membrane) na centrifuze Allegra X-
22R (3000 RPM a 4 °C) na objem 3 ml, 50 ul alikvoty byly zamrazeny v tekutém dusiku a
skladovény pti -80 °C.
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4.15 Proteolytické stépeni mCPR a wtCPR pomoci trypsinu

Purifikovand CPR (vyslednd koncentrace proteind 85 ug/ml) nebo membranova
frakce s CPR (vysledna koncentrace proteind 2500 pug/ml) byla inkubovana 3 minuty pii
37 °C a 400 RPM (Thermomixer compact) s takovym mnozstvim 50 mM Tris/Cl pufru
(pH 7,5), aby po piidani roztoku trypsinu byl vysledny objem 500 pl. Po inkubaci byl
ptidan trypsin (TPCK) v poméru protein (ug):trypsin (ug) = 200:1 (purifikovand CPR)
nebo 100:1 (membranova frakce). 40 pl alikvoty byly v ¢asech 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30 minut
pteneseny do  mikrozkumavky s10 ul so6jového  trypsinového inhibitoru
(trypsin (ug):inhibitor (ug) = 1:4). Ktémto vzorkim byl pifidan 4x koncentrovany
vzorkovy redukujici pufr a provedena SDS elektroforéza.

4.16 Piiprava solubilni CPR bez N-terminalni domény (AK 1 — 56)

Do roztoku purifikované wtCPR byl pifidan trypsin (TPCK) v poméru
wtCPR:trypsin = 5:1. Sm¢s byla inkubovana 30 minut pti 37 °C a 400 RPM (Thermomixer
compact) a pak kni byl pfidan sojovy trypsinovy inhibitor v poméru trypsin:inhibitor =
1:4. Uplnost proteolyzy byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy. Solubilni CPR byla
skladovéna piti -80 °C.

4.17 Elektroforéza SDS-PAGE

Diskontinualni elektroforéza v piitomnosti SDS slouzi k dé€leni proteinii na zakladé
jejich molekulové hmotnosti. SDS se vaze na polypeptidové fetézce proteinu (1,4 g SDS/g
proteini) a udé€luje jim uniformni zaporny naboj [141]. Polyakrylamidovy gel vznika
kopolymeraci akrylamidu a sitovaciho ¢inidla BIS. Polymerace je iniciovana radikaly
vznikajicimi z persiranu amonného v ptitomnosti TEMEDu, ktery slouZi jako stabilizator

vzniklych radikalt. Tato metoda byla provadéna dle prace Laemmliho [142].

4.17.1 Ptiprava polyakrylamidového gelu

Mezi ¢ista a odmasténd skla v elektroforetické aparatuie (miniVE Vertical) byl nalit
10% nebo 8% separacni gel nésledujiciho slozeni: (10% gel) 5 ml pufru A (0,375 M
Tris/Cl; 0,1% SDS (w/v); pH 8,8), 2,5 ml polymeraéniho roztoku A (30% akrylamid (w/v);
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0,8% BIS (w/v) v pufru A), 7,5 Wl TEMED a 75 ul persiranu amonného (100 mg/ml),
(8% gel) 5,5 ml pufru A, 2 ml polymera¢niho roztoku A, 7,5 ul TEMED a 75 pl persiranu
amonného. lhned po naliti byl gel pfevrstven destilovanou vodou. Po polymeraci (30 min)
byla voda odlita, povrch gelu vysuSen filtracnim papirem a gel pievrstven 4%
zaostfovacim gelem ptipravenym z 2,6 ml pufru B (0,125 M Tris/Cl; 0,1% SDS (w/v); pH
6,8), 400 ul polymera¢niho roztoku B (30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) v pufru B),
3 ul TEMED a 60 pl persiranu amonného (100 mg/ml). Po pievrstveni byl do gelu zasunut
hieben pro vytvoreni jamek k aplikaci vzorkd. Po polymeraci (30 minut) byl hieben z gelu
vyjmut, desky s gelem umistény do elektroforetické vany a horni i dolni elektrodovy
prostor vyplnén elektrodovym pufrem (0,025 M Tris/Cl; 0,192 M glycin; 0,1% SDS (w/v);
pH 8,3).

4.17.2 Priprava vzorki a vlastni elektroforéza

Vzorky byly fedény v poméru 3:1 4x koncentrovanym vzorkovym redukujicim
pufrem (0,25 M Tris/Cl; 8% SDS (w/v); 40% glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v);
0,012% bromfenolova modi (w/v); pH 6,8) a vafeny 5 minut ve vodni lazni. Do jamek,
zalitych elektrodovym pufrem, bylo pomoci mikrostiikacky Hamilton aplikovano 5 — 20 ul
vzorku.

Elektroforéza probihala ve vertikalnim uspofadani prvnich 30 minut pfi napéti
80 V a poté pti napéti 150 V, dokud celo obsahujici bromfenolovou modi nedosahlo
spodniho okraje gelu.

Separacni gel byl oddélen od zaostiovaciho a pienesen na 1 hodinu do barvici 1dzné
(25% Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v); 9,2% kyselina octova
(v/v)). Po obarveni byl gel odbarvovan pies noc v odbarvovaci 1azni (25% ethanol (v/v);
10% kyselina octova (v/v)).

4.18 Metoda ,,Western blotting*

Polyakrylamidovy gel uréeny pro pienos proteini na PVDF membranu byl po
elektroforéze umistén na 20 minut do ptenosového pufru (0,025 M Tris/Cl; 0,192 M
glycin; pH 8,3) s piidavkem methanolu (10% (v/v) vysledna koncentrace). Podle velikosti
gelu bylo vystiihnuto 6 ks chromatografického papiru (Whatman), tfi z nich byly umistény

do elektropienosového aparatu (Fastblot B43) a navlhéeny pfenosovym pufrem. Na papiry
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byla polozena PVDF membrana, pfedtim smacena v methanolu (10 s), destilované vodée
(3 minuty) a v ptenosovém pufru (5 minut). Nasledujici vrstvu tvofil polyakrylamidovy
gel, ktery byl pievrstven zbylymi tfemi Kusy navlhéeného chromatografickeho papiru.

Elektroptenos byl provadén 50 minut pii proudu 4 mA/cm? gelu.

4.19 Imunochemickéa detekce potkani CPR

PVDF membréana byla pfes noc inkubovana pii 4 °C v blokovacim roztoku (5%
odtuénéné suSene mléko v pufru PBS-Triton X-100 (1.8 mM Na;HPO4; 1mM NaH,POy;
0,134 M NacCl; 0,3% TRITON X-100 (w/v); pH 7,2). Poté byla membrana inkubovana dvé
hodiny se specifickou primarni protilatkou (slepi¢i IgY proti krali¢i CPR) v blokovacim
roztoku o vysledné koncentraci 30 pg/ml. Nenadzana primarni protilatka byla odmyt a
nékolikanasobnym promytim membrany v blokovacim roztoku (5 x 3 minuty). Poté byla
inkubovana jednu hodinu v 10 ml blokovaciho roztoku s pfidavkem 7ul sekundirni
protilatky znacené alkalickou fosfatasou (krali¢i IgG proti slepi¢i IgY). Po inkubaci byla
membréna proplachnuta 5 x 3 minuty v blokovacim roztoku, 2 x 5 minut v 0,3%
TRITONU v PBS a nakonec 5 minut ve vod¢. Cely postup byl provadén pii laboratorni
teploté a za stalého michani.

CPR byla detekovana za pouziti substratu pro alkalickou fosfatasu BCIP/NBT
(tableta rozpusténa v 10 ml destilované vody). Reakce byla zastavena piiblizné po dvou

minutach vloZzenim membrany do destilované vody.

4.20 Priprava vzorku na sekvenaci proteint

Ze vzorkl urCenych na proteinovou sekvenaci byla provedena SDS elektroforéza
(kap. 4.17, str. 50) nésledovand pienosem proteini na PVDF membranu (kap. 4.18,
str. 51). Pfenosovy pufr ve vSech fazich obsahoval navic 0,1 mM DTT. Po pienosu
proteini byla membrana promyta 10 minut na tfepacce v MQ vodé a barvena 1 minutu
v barvici lazni (25% Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v); 9,2%
kyselina octova (v/v)). Odbarvovani probihalo ve smési methanol, voda a kyselina octova
v poméru 50:40:10 po dobu 5 minut. Membrana byla jesté promyvana 15 minut v MQ

vod¢ a nakonec vysusena mezi listy filtraéniho papiru.
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4.21 Stanoveni koncentrace proteinii pomoci BCA

Pfi stanoveni koncentrace proteinit pomoci BCA se vyuziva tvorby fialové
zbarveného komplexu vznikajicich médnych iontd (Cu®) s BCA v alkalickém prostiedi.
Meédné ionty vznikaji ziontt médnatych redukci peptidovou vazbou a funkénimi
skupinami n¢kterych ptitomnych aminokyselin (Cys, Trp, Tyr). Intenzita zabarveni se
nasledné uréuje spektrofotometricky pfi 562 nm a je pfimo umérnd koncentraci proteinii
v roztoku [143].

Cinidlo pro stanoveni proteini bylo pfipraveno rozpusténim BCA v 50 dilech
roztoku A (0,4% NaOH (w/v); 0,95% NaHCO3; (w/v); 2% Na,CO3.10H,0 (w/v); 0,16%
tartat sodny (w/v); pH 11,25) a jednom dilu roztoku B (4% CuSQ4.5H,0 (w/v)) tak, aby
vyslednad koncentrace BCA byla 1 %. Roztok B byl pfidan do roztoku A az po Uplném
rozpuiténi BCA. Cinidlo bylo pfipraveno tésné& pied stanovenim.

Do jamek 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky bylo pipetovadno po 9 pl standardt
nebo vhodné zifedénych stanovovanych vzorkii a 260 upl pripraveného cinidla. Jako
standard pro kalibraci byl pouZit roztok BSA o koncentracich 2,0; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25
a 0,125 mg/ml. Slepé vzorky obsahovali misto roztoku proteint 9 ul destilované vody. Po
inkubaci pfi teplot¢ 37 °C (IR 1500 Automatic CO; incubator) po dobu 30 minut a
zchladnuti byly zméfeny absorbance standardii a vzorkli pii 562 nm na ctecce
mikrotitracnich desticek (Sunrise Absorbance Reader). Naméiena data byla vyhodnocena

v programu Kim32 [144].

4.22 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy vaci

cytochromu c

Aktivita CPR byla urCena spektrofotometricky metodou, ktera je zaloZena na
méteni kinetiky redukce cytochromu c, kde zdrojem redukénich ekvivalenti je NADPH.
PrirGstek mnozstvi redukovaného cytochromu c se urcuje pii vinové délce 550 nm [145].

Celou reakci miizeme zapsat nasledovné:

NADPH + H* + 2 cytochrom ¢ (Fe*") — NADP" + 2 cytochrom ¢ (Fe?")
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Do sklenéné kyvety o optické drdze 1 cm bylo pipetovano 970 ul draselno-
fosfatového pufru (300 mM KH,PO,4; 1 mM EDTANa;; pH 7,5), 10 ul cytochromu c
(zasobni roztok 25 mg/ml) a 10 pl vhodné ziedéného vzorku obsahujiciho CPR. Smés byla
zamichana a pouzita jako slepy vzorek pro méfeni pii 550 nm (spektrofotometr Hewlett
Packard 8453). Po pridavku 10 ul 10 mM NADPH byla sm¢s rychle zamichana ponornym
michadlem a ihned méfen nartst absorbance pii 550 nm po dobu 60 sekund (podminkou

spravneho vyhodnoceni je linearni narGst absorbance). Aktivita CPR pak byla vypoctena

ze vztahu:
Msso o _
Acpr = m -Yedéni [umolgyy - min™' - ml™]
ACPR ceeeene. aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy [pmoleye.min™.ml™]
Eeytc wrrmrnnn molarni absorpéni koeficient cytochromu ¢ (21,01 mmol™.cm™.dm?®)
At . ¢as méfeni (1 min)

opticka délka (1 cm)
AAssg........ rozdil absorbanci Aieo — Ar=o [146]

4.23 Priprava rekonstituovaného systému CYP1A1 s CPR

Pro spravnou funkci izolovaného cytochromu P450 je potieba vytvorit
rekonstituovany systém s CPR a DLPC, ktery vytvaii liposomy a simuluje tak prostiedi
membréany endoplasmatického retikula.

Ve sklenénych zkumavkach s kénickym dnem bylo odpaieno pomoci dusiku 10 pl
roztoku DLPC (5 mg/ml v chloroformu) tak, aby se na sténach zkumavky vytvotila
vrstvicka tohoto lipidu. Do zkumavek pak bylo pipetovano 5 pl pufru HEPES s
detergentem CHAPS (0,5 mg/ml CHAPS v 500 mM HEPES v H;0), 5 ul glutathionu (30
mM) a takoveé mnozstvi vody, aby po pfidavku 50 pmol CYP1A1 a 50 umolcytc.min'1 CPR
byl vysledny objem roztoku 50 pl. Po pfidani vody byla smés sonikovana 2 x 3 minuty
v ultrazvukové 1azni (EImasonic S-30/H) pro vytvofeni liposomt (po prvnich 3 minutach
byla smés ponechana ochladnout). Nasledné byly pfidany ptislusné objemy CYP1Al, CPR
a smés byla ponechana pii laboratorni teploté¢ 10 minut michat na tfepacce (OS2 Basic).
Rekonstituovane systémy byly pripraveny pro kazdy typ CPR v ,,dubletech* a pouzity pro
inkubace se Sudanem I.
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4.24 Inkubace Sudanu I s rekonstituovanym systéemem

Pro urceni aktivity jednotlivych forem CPR v rekonstituovaném systému byl zvolen
Sudan I, ktery je ,,markerovym* substratem CYP1A1 [147].

K 50 pl rekonstituovaneho systému bylo pfidano 395 ul 100 mM pufru KH,;PO4
(pH 7,4) a 5 ul 5 mM Sudanu | (vysledna koncentrace 50 uM). Zkumavky byly
inkubovany 10 minut ve vodni lazni o teploté 37 °C (Julabo TW8). Reakce byla startovéana
piidavkem 50 ul NADPH generujiciho systému (vyslednd koncentrace: 10 mM MgCly;
10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP*; 1 U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa), pfi¢emz
do kontrolniho vzorku bylo pfidano misto NADPH generujiciho systému 50 ul destilované
vody. Inkubace pak probihala v otevienych zkumavkach 30 minut pii 37 °C a 220 RPM
(G24 Environmental incubator shaker). Reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu
Vv potadi, v jakém byl pfidavan NADPH generujici systém. Jednotlivé vzorky s piidanym
ethylacetatem byly extrahovany intenzivnim tfepanim 1 minutu na vortexu a pro lepsi
oddéleni obou fazi centrifugovany 5 minut pti 3000 RPM (MLW T-52.2). Horni organicka
faze byla odebréana do 1,5 ml mikrozkumavky. Cela extrakce pak byla zopakovana jesté
jednou. Vzorky byly odpateny dosucha pomoci vakuové odparky (DNA Speed Vac DNA
110) a rozpustény v 30 pl methanolu (v ptipad¢ pouziti vzorki pro TLC chromatografii
byly tyto rozpustény v 10 ul methanolu).

4.25 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metabolity Sudanu | (6-hydroxy-Sudan I; 4"-hydroxy-Sudan I; 4°6-dihydroxy-
Sudan 1) vzniklé v inkuba¢ni smési, byly rozdéleny a stanoveny pomoci systému pro
HPLC (Dionex pump P580, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS Detector UVD
170S/340S) a programu CHROMELEON™ 6.01. Sudan | a jeho metabolity byly
detekovany pfti vinové délce 480 nm. Jejich mnozstvi bylo kvantifikovano podle kalibra¢ni

kiivky ziskané za pouziti syntetickych standardt metabolitd Sudanu I [148].

Podminky HPLC byly nésledujici:
» mobilni faze 85% methanol (v/v); 15% 100 mM NH4HCO3; (v/v); pH 8,5 (pfedem
odplynéna v ultrazvukové 1azni)
e pratok mobilni faze 0,7 ml/min

¢ izokraticka eluce metaboliti mobilni fazi
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» kolona NUCLEOSIL 250/4 100-5 C18

» objem vzorku aplikovaného na kolonu 20 pl
* cas analyzy 20 minut

» teplota35°C

* detekce Sudanu I a jeho metabolitti pii 480 nm

4.26 Chromatografie metabolitii Sudanu I na tenké vrstvé (TLC)

Na komercni tenkou vrstvu Silufol (silikagel na hlinikové folii) o rozméru 10 X
15 cm byly aplikovany extrahované vzorky (10 ul) z inkubace rekonstituovaného systému
se Sudanem I. Do sklenéné chromatografické vany s vickem byla nalita mobilni faze
(diethyléther:hexan = 3:1) a po sténadch vany rozlozeny filtratni papiry pro nasyceni
vzduchu parami mobilni faze. Do takto piipravené vany pak byla vloZzena folie Silufol
s nanesenymi vzorky. Chromatografie byla ukonéena v momenté, kdy mobilni faze

doputovala na okraj folie.

4.27 Redukce cytochromu bs NADPH:cytochrom P450 reduktasou

Vv roztoku

Do 1 ml sklenéné kyvety 0 optické draze 1 cm bylo pipetovano takové mnozstvi
pufru (300 mM KH,PO4; 1 mM EDTANa,; pH 7,5) aby po ptidani 150 umolcytc.min'l
CPR, 0,8 nmol membranové nebo 5,5 nmol solubilni formy cytochromu bs (koncentrace
cytochromu bs uréena z absorbance pii 413 nm) a NADPH byl vysledny objem roztoku
700 pl. Po pridani CPR a cytochromu bs bylo proméfeno spektrum oxidovaného
cytochromu bs. Jako slepy vzorek byl pouZity vySe uvedeny pufr. Redukce byla startovana
ptidavkem 10 pul 10 mM NADPH a po 5 minutach bylo zméteno spektrum redukovaného

cytochromu bs.

4.28 Redukce cytochromu bs NADPH:cytochrom P450 reduktasou

Vv prostiedi liposomii

Priprava rekonstituovaného systému probihala podle kap. 4.23 (str. 54) stim
rozdilem, Ze bylo pouzito 20 pl roztoku DLPC, 10 ul pufru HEPES s detergentem CHAPS,
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10 pl glutathionu a 30 pl vody. Po sonikaci 2 X 3min bylo pfidano 150 umolcytc.min'1 CPR,
0,8 nmol membranové nebo 2,75 nmol solubilni formy cytochromu bs. Tato smés byla
ponechana 10 minut michat na tfepacce a nakonec k ni bylo pipetovano takové mnoZstvi
pufru, aby po piidani 10 ul NADPH byl vysledny objem 400 ul. Smés byla pifevedena do
0,5 ml sklenéné kyvety (optickd draha 1 cm) a byl zméfen slepy vzorek. Redukce byla
startovana pfidanim 10 ul 10 mM NADPH a po 5 minutach bylo zméteno spektrum

redukovaného cytochromu bs.
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5 Vysledky a diskuse

Expresni plasmidy pET22b s geny pro potkani mCPR a wWtCPR byly vytvofeny
Mgr. Rolandem Kubikem v ramci diplomové prace na katedie biochemie PiF UK [138].
cDNA, ktera slouzila jako zaklad pro obé formy CPR, byla pfipravena reverzni transkripci
mMRNA izolované z jater potkana (Rattus norvegicus, kmen Wistar). Gen pro mCPR
(mutace K56Q) byl vytvoien pomoci PCR a specifickych primerti nesoucich pozadovanou
mutaci. Sekvenaci klonovaciho plasmidu pUC19-mCPR byly v genu mCPR kromé
ofekavané mutace v poloze 166 (A—C), ktera je zodpovédna za aminokyselinovou
substituci K56Q, odhaleny jesté dvé dalsi, v polohdch 571 (A—C) a 764 (T—C). Posledni
dvé zminéné mutace obsahuje i gen wtCPR, coz znamena, ze byly pfitomny jiz v izolované
potkani mMRNA. V piipadé¢ 571 (A—C) se jedna o tzv. ,tichou” mutaci nezptsobujici
zménu v aminokyselinové sekvenci CPR. AvSak mutace 764 (T—C) se projevi zaménou
Val za Ala (V255A). Val255 je soucasti neuspotadané struktury v oblasti spojovaci
domény (viz obr. 9B, str. 26) a jeho substituce by tedy neméla mit podstatny vliv na
celkovou strukturu nebo funkci CPR. Navic Val i Ala maji podobné fyzikalné-chemicke
vlastnosti a patii do stejné skupiny aminokyselin s nepolarnim postrannim fetézcem. Obé
uvedené mutace (571 (A—C), 764 (T—C)) popsali ve své publikaci i Porter se
spolupracovniky [149]. Vyskytuji se jen u potkana Rattus norvegicus z kmene Wistar,
ktery byl pouZzity i v naSem piipadé pro izolaci mMRNA. Sekvence je piistupna na strankach
EBI (European Bioinformatics Institute) pod oznacenim AAA41683 [150]. Pro
porovndvani jednotlivych genti se vSak pouziva konsensualni sekvence P00388
[151,152], ziskand z potkaniho kmene Sprague Dawley [152], coZ je tedy i pfi¢inou

vzniklych sekvenénich rozdilu.

5.1 Ovéfeni sekvenci genu pro potkani mCPR a wtCPR v
plasmidech pET22b
Pro ovéteni sekvenci genil jednotlivych forem CPR bylo nejdiive potieba ptislusné
plasmidy amplifikovat v bunikach E. coli DH5a a nasledné izolovat. Plasmidova DNA byla

izolovana fenol-chloroformovou extrakci z 10 ml O/N kultury bunék E.coli DH5a (kap.

4.7, str. 42). Izolaci bylo ziskano 20 pl jednotlivych plasmidii o koncentracich 404 pg.ml™
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(PET22b-mCPR) a 434 pg.ml™ (pET22b-wtCPR). Pro ovéfeni pritomnosti genu v
izolovanych plasmidech bylo provedeno kontrolni $tépeni pomoci restrikénich
endonukleas Xhol a Ndel (kap. 4.8, str. 44). Vysledky restrikce 0,4 pg plasmidové DNA

zobrazuje zdznam agarosové elektroforézy na obr. 13.

A-DNA mCPR  wtCPR

5148 bp pPET22b

2027 bp CPR (2037 bp)

Obr. 13 Kontrolni S$tépeni plasmidi pET22b-mCPR a pET22b-wtCPR pomoci
restrikénich endonukleas Xhol a Ndel

Pro Stépeni bylo pouzito 0,4ug plasmidove DNA, 1% gel pro agarosovou elektroforézu,
standard (A-DNA) — Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (564 — 21226 bp)

Na zaznamu agarosového gelu (obr. 13) lze pozorovat v drahach mCPR a wtCPR
ptitomnost ptislusnych genii o velikostech 2037 bp. Prouzky o velikosti ptiblizne 5000 bp
odpovidaji Stépenym plasmidim pET22b. Ovéfené plasmidy byly nasledné pouzity pro
sekvenaci.

Na sekvenacni analyzu bylo odeslano 800 ng DNA z kazdého expresniho plasmidu
(PET22b-WtCPR (Azs0/Azgo = 1,98), pET22b-mCPR (Az0/Azs0 = 2,00)). Analyza byla
provedena stfediskem sekvenace DNA PiF UK [140] v jednom sméru s pouZitim primeru
» T 7promoter”, ktery nasedd na sekvenci T7 promotoru. Vzhledem k tomu, Ze spravnost
sekvence jiz byla potvrzena sekvenaci genit mMCPR a wtCPR v klonovacich plasmidech
pUC19 [138], pro ovéfeni pfitomnosti poZzadované mutace tedy nebylo potieba sekvenovat
ptislusné geny v obou smérech. Vysledky byly porovnany s konsensualni sekvenci pro
potkani CPR [152] v programu Clustal W (obr. 14, str. 60) [153].

Vzajemneé porovnani (obr. 14, str. 60) ukazuje, Ze gen mCPR opravdu nese tfi
mutace v polohach 166 (A—C), 571 (A—C) a 764 (T—C). O¢ekavana mutace v poloze
166 (A—C) se projevi aminokyselinovou substituci K56Q. Gen WtCPR obsahuje dvé
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mutace v polohach 571 (A—C) a 764 (T—C). Mutace 764 (T—C) se pak projevi zaménou
Val za Ala (V255A).

CLUSTAL 2.1 multiple sSequence alignment

CPR ATGGGGGACTCTCACGAAGACACCAGTGCCACCATGCCTGAGGCCETGGCTGAAGALGTG 60 CPR GGAGAGGGCEACCCCACGEACAATGCGCAGGACTTC TATGACTGGC TGCAGGAGACTGAC 450

wtCPR ATGGGGGACTCTCACGAAGACACCAGTGCCACCATGCCTGAGGCCGTGGCTGALGLAGTG 60 WtCPR GGAGAGGGCGACCCCACGGACAATGCGCAGGACTTCTATGACTGGCTGCAGGAGACTGAC 450

mCPR ATGGGGGACTCTCACGARGACACCAGTGCCACCATGCCTGAGGCCGTGGCTGLAGALGTG A0 mCPR GGAGAGGGCGACCCCACGGACRATGCGCAGGACTTCTATGACTGGCTGCAGGAGACTGAL 480
R R R R AR A AR R RS R AR A A SR A RS R T AR AR AR BT AR AR AARA AT R R R R e e e F P TS T L ]

CPR  TCTCTATTCAGCACGACGGACATGGTTCTGTTTTCTCTCATCGTGEGGGTUCTGACCTAL 120 CPR  GTGGACCTCACTGGGGTCAAGTTTGCTGTATTTGGTCTTGGGAACARGACCTATGAGCAC 540
WLCPR TCTCTATTCAGCACGACGGACATGGTTCTGTTTTCTCTCATCGTGGGGGTCCTGACCTAC 120 WECPR GTGGACCTCACTGGGGTCARGTTTGCTGTATTTGGTCTTGGGALCAAGACCTATGAGCAC 540

mCPR - TCTCTATTCAGCACGACGGACATGGTTCTGTTTTC TCTCATCGTGGGGGTCCTGACCTAC 120 wCPR GTGGACCTCACTGGGGTCAAGTTTGCTGTATTTGGTCTTGGGAACAAGACCTATGAGCAC 540
AR AR R R R A AR TR AR AR R AR AR TR ARRAAIAET R AR AR AR AR R RS R AR SRS AR AR AR R AR RRARARS

CPR TGGTTCATCTTTAGAAAGAAGAAAGRAGAGATACCGGAGTTCAGCIMMGATCCARACALCG 180 CPR TTCAATGCCATGGGCAAGTATGTGGACCAGLEGCTEGAGC AGCTTGECGCCCAGCGCATC 600
wtCPR TGGTTCATCTTTAGALAGAAGALAGALGAGATACCGGAGTTCAGCRULGATCCARACALCG 180 wtCPR TTCARTGCCATGGGCALGTATGTGGACCAGEGGCTGGAGC AGCTTGGCGCCCAGCGCATC
nmCPR TGGTTCATCTTTAGLAAGAAGAALGAAGAGATACCGGAGTTCAGOCMGATCCAAACLACG 1580 wCPR  TTCALTGCCATGGGC AAGTATGTGGACCAGCGGCTGGAGCAGCTTGGCGCCCAGCGCATC 600
R AR R ARG R AR AR AR AR AT AR AR TR A v ar AR as s st v e R an TR AN N e e ]
166 571
CPR GCCCCACCCGTCALAGAGAGCAGCTTCGTGGALALGATGALGARARCGGGARGGARCATT 240 CPR TTTGAGTTGGGUCTTGGTEATGATGACGGGAACTTGGAAGAGGATTTCATCACGTGGAGG 660
WLCPR GCCCCACCCGTCAAAGAGRGCAGCTTCGTGGALLAGATGARGALLACGGGAAGGALCATT 240 WCCPR TTTGAGTTGGGCCTTGGTGATGATGACGGGAACTTGGALGAGGATTTCATCACGTGGAGG 660

WCPR GCCCCACCCGTCARAGAGAGCAGCTTCGTGGRARAGATGAAGAARACGGGARGGAACATT 240 wCPR  TTTGAGTTGGGCCTTGGTGATGATOACGGGAACTTGGALGAGGATTTCATCACGTGGAGE 660
B AR AR AR AR R AR AR AR AR AR AR E AR RAR AT R AR AR AR AR R RS R AR SRS AR AR AR R AR RRARARS

-3
=}
=1

CPR ATCGTATTCTATGGCTCCCAGACGGGAACCGCTGAGGAGTTTGCCAACCGGCTGTCCLAG 300 CPR GAGCAGTTCTGGCCAGCTGTETGCGAGTTCTTTGGEGTAGAAGCCACTGGGGAGGAGTCG 720
wtCPR ATCGTATTCTATGGCTCCCAGACGGGAACCGCTGAGGAGTTTGCCAACCGGCTGTCCLAG 300 wtCPR GAGCAGTTCTGGCCAGCTETGTGCGAGTTCTTTGGGGTAGALGCCACTGGGGAGGAGTCG 720

mCPR ATCGTATTCTATGGCTCCCAGACGGGRACCGCTGAGGAGTTTGCCARCCGGCTGTCCAAG 300 wCPR  GRGCAGTTCTGGCCAGCTGTGTGCGAGTTCTTTGGGGTAGAAGCCACTGGGGAGGAGTCG 720
R R R R AR A AR R RS R AR A A SR A RS R T AR AR AR BT AR AR AARA AT R AR AR R AR AT R R ARG ARG AR T E R G AR R AN ER R R ARERAAAL

-1

CPR GATGCCCACCGCTACGGGATGCGGGGCATGTCCGCAGACCCTGAAGAGTATGACTTGGCC J60 CPR AGCATTCGCCAGTATGAGCTCGTGGTCCACGARGACATGGACGTRGCCAAGGTGTACLACG 750
TLCPR GATGCCCACCGCTACGGGATGUGGGGUATGTCCGCAGACCCTGAAGAGTATGACTTGGCC 360 WECPR AGCATTCGCCAGTATGAGCTCGTGGTCCACGAAGACATGGACGCRGCCAAGGTGTACACG 780

nCPR GATGCCCACCGCTACGGGATGCGGGGCATGTCCGUAGACCCTGAAGAGTATGACTTGGCC 360 wWCPR  AGCATTCGCCAGTATGAGCTCGTGGTCCACGARGACATGGACGCAGCCARGGTGTACACG 780
L T L E T B L T T T

764

-1

CPR GACCTGAGCAGCCTGCCTGAGATCGACAAGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCACATAC 420
wtCPR GACCTGAGCAGCCTGCCTGAGATCGACAAGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCACATAC 420

nCPR  GACCTGAGTAGCCTGCCTGAGATCGACARGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCACATAC 420
LR e e e e A T R I R A R L AT

Obr. 14 Porovnani vysledkii sekvenace s konsensualni sekvenci pro CPR

mCPR obsahuje v porovnani s konsensuélni sekvenci pro CPR [152] #+ mutace v polohach
166 (A—~C), 571 (A~C) a 764 (T—-C). wtCPR se lisi v polohach 571 (A~C) a 764
(T—C). Mutace 166 a 764 se projevi Vzdméné aminokyselin K56Q, resp. V255A. Na
obrézku je zobrazeno jen 780 kddujicich nukleotidii z celkového poctu 2037, odliSnosti od
konsensualni sekvence jsou zvyraznény cervenymi obdélniky. Porovnani bylo provedeno
v programu Clustal W [153].

5.2 Ovéfeni podminek exprese pro mCPR a wtCPR

Pied velkoobjemovou produkci CPR bylo potieba ovéfit, zda expresni podminky
navrzené Mgr. Rolandem Kubikem (pro 100 ml LB média) [138] jsou vhodné a
reprodukovatelné i v naSem experimentu. Pokusni exprese probihaly v objemech 20 ml LB
média (25 g/l) a jednotlivé podminky shrnuje tabulka 3.
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Tab. 3 Navrzené a testované podminky pro expresi mCPR a wiCPR

Expresni podminky Nav;z()e;;?ﬁlf;esnl Testované expresni podminky
Kmen E. coli BL21(DE3)RIL BL21(DE3)RIL | BL21(DE3)RIL
Koncentrace ampicilinu 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Indukce exprese pii ODgo 0,6 0,6 0,9

Vysledna koncentrace riboflavinu 1 pg/ml 1 pg/ml 1 pg/ml
Vysledna koncentrace IPTG 1 mM 1 mM 1 mM
Doba exprese 40 hod 40 hod 40 hod

Teplota exprese 27 °C 27 °C 27 °C

Kromé navrzenych expresnich podminek byl dale testovan vliv vy3si opticke
hustoty bun€k (ODgy = 0,9) v momenté indukce na expresi CPR. Testovani uvedené
podminky vychazi z predpokladu, Zze pii vySSi optické hustoté¢ bun€k je pfitomno veEtsi
mnozstvi membran, coZ by mohlo mit v pfipadé CPR, jakoZto membranového proteinu,
pozitivni vliv na jeho inkorporaci. Vzhledem k tomu, Ze produkce CPR nebyla nijak zvlast
vyraznd a z SDS elektroforézy se nedala vhodné kvantifikovat, pro sledovani stupné
exprese byla zvolena imunochemicka detekce CPR pomoci protilatek (viz kap. 4.19, str.
52). Na obr. 15A a 15B je zobrazen prubéh exprese mCPR a wtCPR pfi jednotlivych

testovanych podminkéch.

A Indukece pFi ODgy=0,6 B Indukce pFi ODg,=0,9
rab rab
Oh 1h 2h 3h 24h 30h 40h CPR Oh 1h 2h 3h 24h 30h 40h Oh 1h 2h 3h 24h 30h 40h CPR 0h 1h 2h 3h 24h 30h 40h
CPR -

CPR — - e. -
iy - e.

L ] L ] L 1 L ]

mCPR wtCPR mCPR wtCPR

Obr. 15 Pribéh exprese mCPR a wtCPR pi#i jednotlivych testovanych podminkdch
(imunochemické detekce CPR na PVDF membrané)

A Pribéh produkce mCPR a wtCPR pri navrzenych expresnich podminkach (viz tab. 3).

B Pritbéh produkce mCPR a wtCPR za podminek, kdy indukce exprese byla provedena pri
ODgoo = 0,9. Ostatni navrzené podminky byly zachovany (viz tab. 3).

Pri elektroforéze byl pouzit 10% separacni gel a jako standard CPR izolovana z jater
kralika (rabCPR). Cisla nad obrdzky predstavuji ¢as od indukce exprese.

Zobr. 15 je patrné, Ze exprese probihala v dostate¢né mife za obou uvedenych

podminek a s ptibyvajicim ¢asem rostlo i zastoupeni CPR. Dale bylo mozné pozorovat
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v obou pfipadech vétsi mnozstvi mCPR na konci exprese (40 hod) v porovnani s wtCPR,
coz mohlo byt zptisobeno pravé vyssi proteolytickou stabilitou formy mCPR. Jediny rozdil
byl zaznamenan na konci exprese. Bakterialni kultury indukované pti ODgoo = 0,6 mély na
konci produkce ODgyp = 1,6 a kultury indukované pii ODgy = 0,9 mély na konci
ODsoo = 1,1. KdyZ ale porovndme mnoZzstvi napi. mCPR na obr. 15A a 15B v ¢ase 40 hod,
vidime, Ze jsou pfiblizné stejna. To znamena, Ze V ptipadé indukce pii vyssi optické
hustoté probihala exprese ucinngji a zastoupeni CPR v celkovém mnozstvi bunéénych
proteind je vyss§i (vétsi mnozstvi mCPR v mensim poctu bunék). Pro velkoobjemovou
produkci CPR byla tedy zvolena varianta s indukci exprese pii ODgoo = 0,9. Uvedené
podminky byly pted samotnou produkci jesté ovefeny kontrolni expresi v 500 ml LB

média (vysledky neuvedeny).

5.3 Exprese a purifikace wtCPR

5.3.1 Exprese wtCPR, izolace membranové frakce, solubilizace

Exprese wtCPR probihala v 4 x 500 ml LB média dle postupu v kap. 4.6 (str. 42)
v burikach E. coli BL21(DE3)RIL. Po 40 hodindch od indukce exprese byly bunééné
kultury sklizeny a dezintegrovany ultrazvukovym homogenizatorem. Bunéény homogenat
0 objemu 54 ml vykazoval reduktasovou aktivitu 567 umolcytc.min'l. Izolace membranové
frakce probihala dle ndvodu v kap. 4.11 (str. 45). Ziskané membrany (peleta po
ultracentrifugaci) s inkorporovanou wtCPR byly homogenizovany v solubiliza¢nim pufru.
Vysledny objem membranové frakce byl 21 ml a aktivita roztoku byla 174 umolcytc.min'l,
coz odpovida vytézku 31 %. Forma wtCPR byla z membranové frakce, nafedéné na
koncentraci proteini 4 mg/ml, solubilizovana (kap. 4.12, str. 45) pomoci detergentt (cholat
sodny, E-911). Ziskany supernatant po solubilizaci (96 ml) obsahoval 164 umolcytc.min'1

reduktasove aktivity (vytézek 29 %).

5.3.2 Chromatografie na koloné DEAE Sepharosy CL-6B

Chromatografie na koloné DEAE Sepharosy probihala podle navodu v kap. 4.13.1
(str. 46). Na ekvilibrovanou kolonu DEAE Sepharosy byl aplikovan supernatant po
solubilizaci rychlosti 1 ml/min (sbirané frakce 10 ml). Za danych podminek (pH 7,4) je
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CPR nabita zaporné (teoretické plcpr=5,30 [154]) a vaze se tudiz na kladné nabity nosic.
Pro nésledujici eluci wtCPR byl pouzit gradient iontové sily 0 — 0,5 M KCI. Shirané frakce
béhem eluce mély objem piiblizné¢ 7 ml. Pribéh chromatografie byl sledovan méfenim
enzymové aktivity WtCPR v jednotlivych frakcich a je zobrazen na obr. 16. Béhem
chromatografie nebylo mozné sledovat eluci proteinti pii 280 nm, protoze v této oblasti
siln€ absorbuje i pouZity detergent E-911 [155] a vyrazn¢ tak zkresluje namétené hodnoty.
Piitomnost CPR lze sledovat i spektrofotometricky pii 456 nm, kdy je mnoZstvi CPR
uréovano zobsahu flavini (extinkéni koeficient 21,4 mM™.cm™) [132]. Uvedena
spektrofotometrickd metoda je vSak relativné malo citliva a proto bylo upfednostnéno

stanovovani enzymoveé aktivity CPR v jednotlivych frakcich.

Gradient 0 — 0,5 M KCI v ekv. pufru
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Obr. 16 Pribéh chromatografie na koloné DEAE Sepharosy (WtCPR)

Pribeh  chromatografie byl sledovan stanovovanim enzymové aktivity WtCPR
v jednotlivych frakcich a je zndzornén modrou kiivkou. Cerné tecky znaci vzorky, které
byly pouzity pri SDS elektroforéze. Cisla u frakci reprezentuji prislusny elucni objem (jen u
vzorki s reduktasovou aktivitou). Krivka oranzové barvy predstavuje koncentraci KCI.

V grafu jsou uvedeny i pouZité roztoky v jednotlivych fazich chromatografie (prresné slozeni
v kap. 4.13.1, str. 46).

Z chromatogramu na obr. 16 je patrné, Ze se WICPR véazala na nosi¢ a nebyla
eluovana pii nanaseni supernatantu po solubilizaci ani béhem promyvani kolony
ekvilibra¢nim pufrem. K eluci wtCPR dochazelo az pti vyssi iontové sile (cca 0,4 M KCI)
v rozmezi eluénich objemt 688 — 788 ml, s maximem aktivity pfi 745 ml. Z jednotlivych
frakci ziskanych v pribéhu chromatografie byla provedena SDS elektroforéza (obr. 17, str.
64).
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Supernat. po

solubilizaci Ekv. pufr Gradient0- 0,5 M KCl v ekv. pufru
Eluéni T 1 l 1 rab I l rab —
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Obr. 17 SDS elektroforéza frakci z pritbéhu chromatografie na koloné DEAE Sepharosy
(WtCPR)

Cisla vyjadiuji prislusné elucni objemy frakci v pritbéhu chromatografie. Nad cisly jsou
ramecky vyznaceny fize chromatografie i s prislusnymi pouzitymi roztoky. Cervend cdra
znadi frakce obsahujici wtCPR (elucni objemy 688 — 788), které byly spojeny a pouzity pri
dalsi préaci. Pro elektroforézu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR
z jater kralika (rabCPR).

SDS elektroforéza z prubéhu chromatografie na DEAE Sepharose (obr. 17)
ukazuje, Ze wtCPR byla eluovana ve frakcich odpovidajicich elu¢nim objemim 688 —
788 ml, coz odpovida i vysledkim z mé&feni enzymovych aktivit. Zminéné frakce byly
spojeny, zahustény na objem 30 ml a dialyzovany 12 hodin proti 2000 ml dialyzaéniho
pufru. Reduktasova aktivita ve vzorku po dialyze byla 138 umolcytc.min'l (vytézek 24 %).
Jelikoz je z SDS elektroforézy patrné, ze frakce obsahujici wtCPR jsou do zna¢né miry
kontaminované dalSimi proteiny, byla v dalSi fazi purifikace pouzita chromatografie na
koloné 2’5" ADP Sepharosy.
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5.3.3 Chromatografie na koloné 2°5” ADP Sepharosy 4B

Afinitni chromatografie na koloné¢ 2°5" ADP Sepharosy probihala podle navodu
v kap. 4.13.2 (str. 47). 2’5" ADP, ktery je pomoci 1,6-diaminohexanu navdzan na molekuly
Sepharosy, je analogem NADP" a specificky vaze NADP" dependentni enzymy (nevaze
NAD" dependentni enzymy) [156]. JelikoZ tyto proteiny maji vaci NADP" vy3si afinitu
nez vuci 2’5" ADP, pro jejich vyvazani z nosi¢e a naslednou eluci se vyuZivd pufr
s ptidavkem NADP" nebo né&kdy i s piidavkem 2~ AMP [131,157] (2"-AMP — kompetitivni
inhibitor CPR [158]). Pti purifikaci CPR slouZi tento chromatograficky krok i k odstranéni
neiontového detergentu E-911 ze vzorku a k jeho nahrazeni cholatem sodnym.

Dialyzovana frakce (30 ml) po DEAE Sepharose, obsahujici wtCPR, byla po
upravé pH na hodnotu 7,0 nanesena na kolonu 2’5" ADP Sepharosy rychlosti 0,5 ml/min.
Po naneseni vzorku byla kolona promyta 50 ml ekvilibra¢niho pufru a zaroven byly
shirany frakce po 2 — 3 ml. Pro uvolnéni WtCPR z kolony byl pouzit elu¢ni pufr s vyssi
iontovou silou (200 mM KCI) a 0,5 mM NADP®. | po ukonéeni eluce v3ak stale
pietrvavala reduktasova aktivita v pfislusnych frakcich a proto byla kolona jesté promyta
40 ml pufru s 1,5 mM koncentraci NADP* a 200 mM KCI. Cely priibéh chromatografie
zobrazuje obr. 18 (str. 66).
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Obr. 18 Pritbéh chromatografie na koloné 2’5 ADP Sepharosy (WtCPR)

Priibéh  chromatografie byl sledovin stanovovanim enzymové aktivity wtCPR
v jednotlivych frakcich a je zndzornén modrou kifivkou. Cerné tecky znaci vzorky, které
byly pouzity pii SDS elektroforéze. Cisla u vybranych frakci s reduktasovou aktivitou
reprezentuji prislusny elucni objem. Krivka oranzové barvy predstavuje koncentraci
NADP*. V grafu jsou uvedeny i pouzité roztoky v jednotlivych fazich chromatografie
(presné slozeni v kap. 4.13.2, str. 47).

Zobr. 18 je ziejmé, Ze WtCPR byla eluovana uz kratce po aplikaci pufru s
0,5 mM NADP" ve frakcich odpovidajicich objemtim 87 — 192 ml, s maximem aktivity pfi
89 ml. Po strmém naristu aktivity dochazelo k jejimu pozvolnému poklesu na minimalni
hodnoty. Zbytek wtCPR se podafilo z kolony vymyt pomoci pufru s 1,5 mM NADP" a
200 mM KCI. Pro ovéfeni cistoty WtCPR v jednotlivych frakcich byla provedena SDS
elektroforéza (obr. 19, str. 67).
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Vzorek z DEAE 200 mM KCI, 0,5 mM NADP+
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Obr. 19 SDS elektroforéza frakci z priibéhu chromatografie na koloné 2°5° ADP
Sepharosy (WtCPR)

Cisla vyjadiwji prislusné elucni objemy frakci v priibéhu chromatografie. Nad Cisly jsou
ramecky vyznaceny faze chromatografie i s prislusnymi pouzitymi roztoky. Cervena cara
znaci frakce obsahujici wtCPR (elucni objemy 85 — 192), které byly spojeny a pouZity pri
dalsi préaci. Pro elektroforézu byl pouzit 10% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR
z jater kralika (rabCPR).

Na obrazku z SDS elektroforézy Ize pozorovat, Ze velka ¢ast balastnich proteint
byla odstranéna uz béhem nanaseni vzorku a promyvani kolony. Doslo tedy k vyraznému
nacisténi wtCPR, ale stile byly pfitomné i jiné proteinové kontaminanty. Z SDS
elektroforézy frakci odpovidajicich eluénim objemtim 87 nebo 89 ml je vidét, Ze tésné pod
zonou kde se nachdzi wtCPR se vyskytuje i jiny, vysoce zastoupeny protein. V tomto
ptipadé by se mohlo jednat o CPR Sté€penou v proteolyticky senzitivnim misté (Lys56 —
I1e57). Podle SDS elektroforézy a enzymovych aktivit byly spojeny frakce odpovidajici
eluénim objemum 85 — 192 ml. Po zahusténi na 25 ml byl vzorek dialyzovan 12 hodin

proti 4000 ml dialyza¢niho pufru a poté byl zahustén na objem 2,9 ml. Zahusténa frakce

vykazovala aktivitu 103 pmoleye.min™, coz piedstavuje vytézek 18 %. Vzhledem
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Kk pfitomnosti balastnich proteini bylo zvoleno jest¢ finalni piedisténi na koloné DEAE

Sepharosy.

5.3.4 Rechromatografie na koloné DEAE Sepharosy CL-6B

Na ekvilibrovanou kolonu DEAE Sepharosy byl nanesen zahu$tény vzorek po
2’5" ADP Sepharose (cca 3 ml), promyt 150 ml ekvilibraéniho pufru a 150 ml 0,15 M KClI
Vv ekvilibraénim pufru. ZvySenou iontovou silou by mélo dojit K vyplaveni Ccasti
kontaminujicich proteinti ptitomnych ve vzorku. Proeluci wtCPR byl pouzit linearni
gradient 0,15 - 0,5 M KCI v ekvilibra¢nim pufru. Z promyvani kolony a eluce wtCPR byly

sbirany frakce o objemu 10, resp. 3 — 4 ml. Pribéh chromatografie znazortiuje obr. 20.
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Obr. 20 Pritbéh rechromatografie na koloné DEAE Sepharosy (wtCPR)

Pritbeh  chromatografie byl sledovan stanovovanim enzymové aktivity wtCPR
v jednotlivych frakcich a je zndzornén modrou kifivkou. Cerné tecky znaci vzorky, které
byly pouzity pii SDS elektroforéze. Cisla u frakci reprezentuji prislusny elucni objem (jen u
vzorkit s reduktasovou aktivitou). Krivka oranzové barvy predstavuje koncentraci KCI.
Naneseni vzorku z ADP Sepharosy (3 ml) je oznaceno Sipkou. V grafu jsou uvedeny i
pouZité roztoky Vv jednotlivych fazich chromatografie (presné slozeni v kap. 4.13.3, str. 48).

Na chromatogramu (obr. 20) je moZné pozorovat, Ze WtCPR byla eluovéana
z kolony ve frakcich odpovidajicich elu¢nim objemum 444 — 655 ml, s maximy aktivit pfi
480 a 566 ml. Dvé maxima reduktasovych aktivit v pribéhu gradientu by mohly
poukazovat na jemnou odliSnost wtCPR v pfislusnych stadiich eluce. Z jednotlivych frakci

z prub&hu chromatografie byla dale provedena SDS elektroforéza (obr. 21, str. 69).
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Obr. 21 SDS elektroforéza frakci z pribéhu rechromatografie na koloné DEAE
Sepharosy (WtCPR)

Cisla vyjadruji prislusné elucni objemy frakci v pritbéhu chromatografie. Nad cisly jsou
ramecky vyznaceny fize chromatografie i s piislusnymi pouzitymi roztoky. Cervend cdra
znacdi frakce obsahujici wtCPR (elucni objemy 544 — 644 ml), které byly spojeny a pouZity
pri dalsi praci. Vz = vzorkovy redukujici pufr pro elektroforézu, K = nejvic zastoupeny
kontaminantni protein. Pro elektroforézu byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel a jako
standard CPR z jater kralika (rabCPR).

I kdyz méteni enzymove aktivity ukazalo, Ze wtCPR byla pfitomna jiz od elu¢niho
objemu 444 ml, na SDS elektroforéze je patrnd az od 480 ml. Pufrem s vysSi iontovou
silou (0,15 M KCl) se nepodatilo odstranit vyznamng&jsi podil balastnich proteind, ty byly
eluovany az v prabéhu gradientu v rozmezi 360 — 513 ml (iontova sila 0,2 — 0,32 M KCI).
V nasledujicich frakcich jiz bylo eluovano i1 vétSi mnozstvi wtCPR. Pretrvavala vSak
ptitomnost kontaminanty s vys$si molekulovou hmotnosti (ozna¢. K na obr. 21), kterad
ptiblizné odpovida i proteinu ve vzorku standardu CPR. Ur¢ite mnozstvi této kontaminanty
se podafilo odstranit ve frakcich 360 — 513 ml. | kdyZ uvedené frakce vykazovaly
reduktasovou aktivitu, kvili jejich znacnému znecisténi nebyly pouzity pii dalsi praci.
Relativné nejCistéjsi byly frakce odpovidajici elu¢nim objemim 544 — 644 ml, které byly
spojeny, zahustény na objem 30 ml a spolu s pridanym FMN (150 pl) dialyzovany 12
hodin proti 4000 ml pufru. Dialyzovany vzorek byl zahustén na 1,8 ml, zamraZen v 50 pl
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alikvotech v tekutém dusiku a skladovan pii -80°C. Aktivita finalniho preparatu byla

23 umoleye.min™, coz piedstavuje vytézek 4 %.

5.3.5 Shrnuti purifikace wtCPR

Za ucelem vzajemného porovnani obsahu a ¢istoty wtCPR v jednotlivych fazich

exprese a purifikace byla provedena SDS elektroforéza, ktera je zobrazena na obr. 22.
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Obr. 22 SDS elektroforéza frakci z pritbéhu exprese a purifikace WiICPR
Pro elektroforézu byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR z jater kralika
(rabCPR). Detailnéjsi popis obrazku v textu.

Na obr. 22 l1ze pozorovat, Ze bunky na konci exprese (po 40 hodinach od indukce)
obsahovaly v porovnani s buiikami pted indukci znatelny nartist wtCPR. Dalsi daleZitou
podminkou pro ziskani nativniho proteinu a naslednou purifikaci, je jeho pfitomnost
v bakterialnich membranach. Zaznam 2z SDS elektroforézy (membranova frakce)
potvrzuje, ze wtCPR byla uspé$né inkorporovana do membran a mohla tedy byt
solubilizovana pomoci detergent. Solubilizaci a néslednou chromatografii na DEAE
Sepharose se podafilo oddélit zna¢nou ¢ast proteinti (Vzorek po 1. DEAE Sephar.), oviem
podle ocekavani, nejvétsi nacisténi prob&hlo na afinitni kolon€ 2°5" ADP Sepharosy. | po
tomto chromatografickém kroku v3sak ptetrvavaly ve vzorku proteinové kontaminanty
(Vzorek po ADP Sephar.). JelikoZz 2’5" ADP Sepharosa nevaZe pouze CPR, ale také jiné
proteiny vyuZivajici jako kofaktor NADP*, mohou se tyto vazat na kolonu a nasledné se

eluovat spolu s CPR. Dalsi pti¢inou mize byt i nespecifickd vazba nékterych proteinti na

70



Vysledky a diskuse

nosi¢. Nejvice zastoupenou kontaminantou po ADP Sepharose byl protein o molekulové
hmotnosti ptiblizné 100 kDa. Ten se podafilo ¢aste¢né odstranit opétovnym piecisténim na
koloné DEAE Sepharosy (Vzorek po 2. DEAE Sephar.). Spolu s uvedenym proteinem se
povedlo do ur¢ité miry oddélit i kontaminanty s niZsi molekulovou hmotnosti. Béhem
purifikace byly méfeny i prislusné charakteristiky jednotlivych preparati (enzymova

aktivita, koncentrace proteint), které shrnuje tab. 4.

Tab. 4 Celkovy pribéh purifikace wtCPR

RF Specificka Celkova
. Koncentrace Aktivita _ e
Objem i [1MOlyse aktivita aktl_V|ta Vytézek
[mi] [mg.ml] min.mi] [umoleyte v objemu
: : ' min".mg"] | [umoley.min]
homogerkt 54 243 105 04 567 100 %
Membranova Il 21 16,8 8.3 05 174 31%
Superngtant o 1l g6 113 1,7 15 164 29 %
\éZE‘KeEkSepphoar L[ =0 12 46 38 138 24 %
ecbolaladl| IEE 23 35,3 153 103 18 %
\L;ZEO/:eEKSepphoar “ e 08 12,7 16,5 23 4%

Cistota jednotlivych preparati obsahujicich wtCPR je charakterizovana hodnotou
specifické aktivity (umoleye.min™.mg™), &ili aktivity (umoleye.min™.ml™) vztaZené na
koncentraci proteind v daném vzorku. Ztab. 4 mizeme vidét, Zze hodnota této
charakteristiky rostla po kazdém purifikatnim kroku z hodnoty 0,4 umolcytc.min'l.mg'l
Vv bun&éném homogenatu aZ po 16,5 umoleye.min™.mg™ ve finlnim preparéatu (faktor
nacisténi — 41). Nejvétsi nacisténi probéhlo podle ocekavani na koloné¢ 2°5° ADP
Sepharosy, kdy se specificka aktivita zvysila z 3,8 na 15,3 pmoley..min™.mg™. Pii finalnim
procisténi na koloné DEAE Sepharosy byl zaznamenan nartst specifické aktivity jen o 8 %
(z 15,3 na 16,5 umoleyee.min™.mg™).

Hodnota celkové aktivity predstavuje vytézek izolace, to znamena mnoZstvi
funkéni wtCPR (schopné redukovat cytochrom c) v piislusném objemu vzorku. V ptipadé

bunééného homogenatu (vzorek po ultrazvukové lyzi bunék) mizeme tuto hodnotu
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povazovat i za stupen exprese dané formy CPR. Jeji klesajici hodnota v prubéhu izolace
predstavuje ztraty wtCPR v jednotlivych krocich purifikace nebo postupnou denaturaci
funkéniho proteinu. Z tab. 4 (str. 71) je vidét, ze vyrazné jsou piedevsim ztraty pfi izolaci
membrénové frakce nebo pii rechromatografii na koloné DEAE Sepharosy. V prvnim
zminéném piipadé bylo ,,ztraceno” az 69 % (393 umolcytc.min'l) WtCPR schopné redukovat
cytochrom c¢. Do zminénych 69 % patii predevsim ty formy wWtCPR, které bud’ nebyly
viibec inkorporovany do membrany, nebo ty, které byly inkorporovany do membrany, ale
nasledné Stépeny proteolytickymi enzymy za vzniku solubilni formy wtCPR [132]. Ob¢
formy jsou schopné redukovat cytochrom ¢ a vyrazné tak piispivaly k celkové aktivité
bunécného homogenatu. Jejich oddéleni v cytosolické frakci (386 ].Lmolcym.min'l)
Vv prub&hu izolace membran se podilelo z 98 % na uvedené ztraté. | kdyZ cytosolicka frakce
obsahovala velkou cast (68 %) celkové reduktasové aktivity pritomné v bunécném
homogenatu, z obr. 23 (str. 73) je patrne, Ze zastoupeni proteinu 0 molekulové hmotnosti
odpovidajici standardu (rabCPR) je minimalni. To znamena, Ze zminéna vysoka aktivita
cytosolické frakce byla zplisobena predevsim proteolytickymi $tépy o niz§i molekulové
hmotnosti a ne nativni 78 kDa formou. V ptipadé rechromatografic na kolon¢ DEAE
finalniho preparatu nebyly zahrnuty frakce obsahujici vétsi mnozstvi kontaminujicich
proteint. V piipadé, Ze mirné zastoupeni kontaminujicich proteinti nevadi pii dalich
provadénych studiich, lze tento purifikacni krok vynechat. Oba uvedené piipady
spoluzodpovidaly za ztratu 83 % celkové reduktasové aktivity. Za zminku stoji i relativné
vysoka ucinnost solubilizace, kdy bylo ziskano az 94 % wtCPR pfitomné v bakterialnich
membrénach. Celkové se tedy z ptivodniho mnoZstvi aktivni WtCPR (567 pmoley..min™)
podafilo ziskat 23 pmolee.min™ o specifické aktivité 16,5 pmoleye.mint.mg?, coz

predstavuje vytézek 4 %.
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CPR
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Obr. 23 SDS elektroforéza membranové a cytosolické frakce z purifikace wtCPR
Pro elektroforézu byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR z jater kralika
(rabCPR). Detailnéjsi popis obradzku v predchozim textu.

5.4 Exprese a purifikace mCPR

5.4.1 Exprese mCPR, izolace membranové frakce, solubilizace

Exprese mCPR probihala v 4 x 500 ml LB média dle postupu v kap. 4.6 (str. 42)
v bunikach E. coli BL21(DE3)RIL. Po 40 hodindch od indukce exprese byly bunééné
kultury sklizeny a dezintegrovany ultrazvukovym homogenizatorem. Bunéény homogenat
0 objemu 54 ml vykazoval reduktasovou aktivitu 625 umolcytc.min'l. Izolace membranové
frakce probihala dle ndvodu v kap. 4.11 (str. 45). Ziskané membrany (peleta po
ultracentrifugaci) s inkorporovanou mCPR byly homogenizovany v piislusném pufru.
Vysledny objem membranové frakce byl 21 ml a aktivita tohoto roztoku byla
187 umoleye.min™, coz odpovidd vytézku 30 %. Forma mCPR byla solubilizovéna
(kap. 4.12, str. 45) z membran pomoci detergentti (cholat sodny, E-911). Supernatant po
solubilizaci (78 ml) obsahoval 179 umolcytc.min'1 reduktasové aktivity (vytézek 29 %).

5.4.2 Chromatografie na koloné 2°5” ADP Sepharosy 4B

Vzhledem k ¢asové narocnosti piedchozi izolace wtCPR a nizkym vytézkim byl
pro purifikaci mMCPR zvolen mirn¢ modifikovany postup Huanga [131] s vyuzitim jednoho
chromatografického kroku na afinitni kolon¢ 2’5" ADP Sepharosy (kap. 4.14.1, str. 49).
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Supernatant po solubilizaci (78 ml) byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu 2°5° ADP
Sepharosy rychlosti 0,5 ml/min a postupné promyvan ekvilibraénim pufrem, pufrem se
zvysSenou iontovou silou (200 mM KCI v ekv. pufru), pufrem s 1,5 mM adenosinem a
nakonec opét ekvilibraénim pufrem. Pufr se zvySenou iontovou silou nebo s pfidanym
adenosinem by mély pomoct pfi eluci proteinii nespecificky navazanych na kolonu.
Z nanaSeni supernatantu a promyvani kolony byly shirany frakce po 4 — 5 ml. Pro eluci
mCPR byl pouZit linearni gradient 0 — 1 mM NADP™ v ekvilibraénim pufru. Na zavér byla
kolona je$té promyta pufrem s 200 mM KCl a 2 mM NADP" (sbirany frakce po 2 — 3 ml).

Pribéh chromatografie je zobrazen na obr. 24.

200 mMKCI
Gradient0 —1mM 2mM NADP+
NADP+v ekv. pufru vekv. pufru

25 s
27 -2
: t
E 15 |5 £
o = 2
o
E E E
=E 1,5 mM adenosin , Z
3z = EKv. pufr v ekv. pufru 3
. e
é E Supernatant 200 mM KCI 328 ‘E
5 0.5 - po solubilizaci v ekv. pufru Ekv.pufr 55,/ - - o5 g
N | | | :
T 1" T 1" T 1 El:'
0 e . T . a
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
02 - L5

Eluéni objem [ml]

Obr. 24 Pribéh chromatografie na koloné 2°5° ADP Sepharosy (mCPR)

Priibéh chromatografie byl sledovan stanovovanim enzymove aktivity mCPR v jednotlivych
frakcich a je zndzornén modrou kiivkou. Cerné tecky znact vzorky, které byly pouzity pri
SDS elektroforéze. Cisla u vybranych frakci s reduktasovou aktivitou reprezentuji prislusny
elucni objem. K¥ivka oranzové barvy predstavuje koncentraci NADP®. V grafu jsou
uvedeny i pouzité roztoky Vv jednotlivych fazich chromatografie (presné sloZeni v kap.
4.14.1, str. 49).

Z obr. 24 je vidét, Ze béhem nanaseni supernatantu po solubilizaci a promyvani
kolony nedochézelo k uvoliiovani mCPR, ale vSechna se vazala na nosi¢. K eluci mCPR
dochézelo v rozmezi elu¢nich objemi 298 — 450 ml, s maximy aktivit pii 349 a 412 ml.
Maximum pii 412 ml bylo zplisobeno aplikaci pufru se zvySenou iontovou silou (200 mM

Vv

KCI) a také s vy3si koncentraci NADP* (2 mM), coz vedlo ke skokové eluci reduktasové
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aktivity navazané na nosi¢. Uvedena skuteCnost zaroven poukazuje na odliSnost mCPR
eluované pii maximech 349 a 412 ml. Pro ovéfeni Cistoty mCPR v jednotlivych frakcich

z prub¢hu chromatografie byla provedena elektroforéza (obr. 25).

Supernat. po 200 mM KCI 1,5 mM adenosin Gradient0—1 mM
solubilizaci Ekv. pufr v ekv. pufru vekv. pufru Ekv. pufr NADP+ v ekv. pufru
Eluéni l 17 l rab i ‘ 1T l ll l 11— rab l
objem 12 24 36 48 60 72 84 96 CPR108120 132144 156 168 180 192204 218232 246 260 274 CPR 282 290 298 301 304 307

CPR
il - -
-
B B B B
- e .
C - -

Gradient0—1 mM 200 mM KCI, 2 mM NADP+
NADP+ v ekv. pufru v ekv. pufru

Eluéni rab 1T | 1rab
objem 314 321 328 335 342 349 356 363 CPR 370 377 384 391 398 405 412 419 425 431 437 444 450 CPRVz Vz Vz Vz Vz Vz Vz

CPR
e

Obr. 25 SDS elektroforéza frakci z pribéhu chromatografie na koloné 2’5~ ADP

Sepharosy (MCPR)

Cisla vyjadiuji jednotlivé elucni objemy frakci v pritbéhu chromatografie. Nad ¢isly jsou
ramecky vyznaceny faze chromatografie i s prislusnymi pouZitymi roztoky. Cervend cara
znaci frakce obsahujici mCPR (elucni objemy 321 — 405 ml), které byly spojeny a pouZity
pri dalsi praci. Vz = vzorkovy redukujici pufr pro elektroforézu. Pro elektroforézu byl
pouZit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR z jater kralika (rabCPR).

Z obr. 25 je patrné, ze béhem nanaseni supernatantu po solubilizaci a promyvani
kolony byla odd¢lena velkd cast balastnich proteinti. Formu mCPR lze pozorovat ve
frakcich odpovidajicich objemim 307 — 450 ml. Frakce 412 — 450 ml sice obsahovaly
zna¢né mnozstvi reduktasové aktivity, ale byly znecistény proteinem o niz8i molekulové
hmotnosti neZ samotna MCPR. Vzhledem k vysoké aktivité téchto frakci miize zminény
protein piedstavovat proteolyticky pozménénou mCPR. S nejvétsi pravdépodobnosti se

v8ak nejedna o 72 kDa formu §tépenou V proteolyticky labilnim misté (Lys56 — 11e57),
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protoze jak se ukdzalo pozdéji, béhem trypsinové proteolyzy, tato forma CPR putuje na
SDS elektroforéze o néco nize (viz kap. 5.6, str. 81). Nejcist&jsi protein byl eluovan
V rozmezi objemi 321 — 405 ml, tedy v priibéhu linearniho gradientu 0 — 1 mM NADP”,
| tady se ale zd4, Ze jsou ve vzorcich minoritné pfitomné jiné balastni proteiny. Stejné
proteiny jsou vSak vidét i v ¢astech gelu, které obsahovaly jen Cisty vzorkovy redukujici
pufr pro SDS elektroforézu (ozna¢. Vz, obr. 25, str. 75). To znamena, Ze uvedené
zneCisténi bylo zplsobeno pravé pouzitym vzorkovym pufrem. Pfi pouziti jiného
vzorkového pufru pro SDS elektroforézu jiz nebyly uvedené necistoty pozorovany (viz
napi. kap. 5.5, obr. 27, str. 78). Spojené frakce odpovidajici elu¢nim objemim 321 —
405 ml byly zahustény na objem 35 ml a po piidani FMN dialyzovany 12 hodin proti 4000
ml pufru. Vzorek byl zahustén na objem 3 ml, 50 pl alikvoty byly zamraZeny v tekutém
dusiku a skladovany pii -80 °C. Finalni vzorek obsahoval 57 pmoley.min™ reduktasové

aktivity, coz predstavuje vytézek 9 %.

5.4.3 Shrnuti purifikace mCPR

Pro vizualizaci prabéhu exprese a purifikace mCPR byla provedena SDS
elektroforéza (obr. 26), ze které lze porovnat ¢istotu a zastoupeni mCPR v jednotlivych

fazich izolace.

CPR

'

thhn

e

=
Obr. 26 SDS elektroforéza frakci z prithéhu exprese a purifikace mCPR

Pro elektroforézu byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR z jater kralika
(rabCPR). Detailnéjsi popis v textu.

:
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Podobné jako v ptipadé wtCPR, i tady lze pozorovat znatelny narast mCPR v
buné¢nych kulturdch na konci exprese a takeé jeji pritomnost v bakteridlnich membranach
(membranova frakce). Obr. 26 (str. 76) dokumentuje i vysokou t¢innost solubilizace, kdy
prakticky vSechna mCPR byla z membran solubilizovana pomoci detergentii, coz dokazuje
jeji vysoke zastoupeni v supernatantu po solubilizaci a naopak, téméf nepiitomnost
Vv peleté. Zaroven se solubilizaci podaftilo odd¢lit i zna¢nou cast balastnich proteini. Forma
mCPR byla purifikovana jednim chromatografickym krokem na kolon¢ 2°5'ADP
Sepharosy, kterym se podafilo ziskat elektroforeticky téméf ¢Cisty protein. Z SDS
elektroforézy lze odhadnout Cistotu proteinu na 95 %. Prabéh purifikace byl sledovan
méfenim enzymové aktivity mCPR a stanovenim koncentrace proteinti. Ptislusné hodnoty

jsou shrnuty v tab. 5.

Tab. 5 Celkovy pribéh purifikace mCPR

AF Specificka Celkovéa
Objem | Oncentrace | Aktivita | =2, a0 aktivita "~
proteinu [umolcyse . Vytézek
[ml] [mg ml-l] .min-l.ml-l] [umolcm Vv Objemu
: min".mg"] | [umoley.min]
h'gr‘]‘q‘;zce‘r‘]ét 54 228 116 0,51 625 100 %
Merfrlz Ligo"a 21 10,9 8.9 0,82 187 30 %
Susrt))ell:rkl?lﬁigzipo 8 1,12 23 2.1 179 29 %
\S/:g;g‘; po ADPI 4 0,01 19,1 210 57 9%

Specificka aktivita, charakterizujici Cistotu mCPR, béhem purifikace vzrostla
z hodnoty 0,51 umoleyee.min™.mg™ v bun&éném homogenatu az na 21,0 pmoleye.min™*.mg™
ve finalnim preparatu (faktor nacisténi — 42). Z puvodniho mnozstvi 625 umolcytc.min'1
mCPR se podatilo ziskat 57 pmolcytc.min'l o specifické aktivite 21 pmolcytc.min'l.mg'l, coz
predstavuje vytézek 9 %. Pii purifikaci byl preferovan zisk co mozna nejcistéjsi a
predevS§im nativni formy CPR pied celkovym vytézkem. Jednotlivé kroky a pficiny
nejvetSich ztrat v prabehu izolace jsou totozné s wtCPR a byly diskutovany vyse v kapitole
5.3.5 (str. 70).
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5.5 Porovnani purifikace wtCPR a mCPR

Cistota jednotlivych findlnich preparati a vybrané charakteristiky z purifikace
wtCPR a mCPR jsou porovnany na obr. 27 a v tab. 6 (str. 79).

Q..
F&L
& & E
10-FDH
y
CPR
— | -

Obr. 27 Porovnadni ¢istoty purifikovanych forem wtCPR a mCPR

Cistota purifikovanych proteinii wtCPR a mCPR byla porovnéna se standardem izolované
kralici reduktasy (rabCPR). 10-FDH = 10-formyltetrahydrofolat dehydrogenasa.
Detailnéjsi popis v textu.

Porovnani jednotlivych finalnich preparati na obr. 27 ukazuje, ze ¢istota mCPR je
vysSi nez je tomu u WtCPR. Ve vzorku mCPR je pfitomno jen velmi malé mnoZstvi
kontaminant s niz§i molekulovou hmotnosti a jedna se tedy o elektroforeticky témét Cisty
protein. Preparat wtCPR obsahuje jednu vyrazngjsi kontaminantu (100 kDa, viz i obr. 22,
str. 70), kterda mé& podobnou molekulovou hmotnost jako protein ve vzorku standardu
(rabCPR). Zminéna kontaminanta ve standardu byla charakterizovana hmotnostni
spektrometrii jako 10-formyltetrahydrofolat dehydrogenasa [159]. Jedna se o protein
vyuzivajici ke své funkci kofaktor NADP®, coz znamena, Ze se stejné jako rabCPR véze na
nosi¢ 25" ADP Sepharosy a Vv pribéhu eluce vytékaji z kolony spole¢né. Zminény protein
se vSak nevyskytuje v prokaryotickych organismech [160], zc&ehoz vyplyva, ze
kontaminanta o vysS§i molekulové hmotnosti ve vzorku wtCPR nepfedstavuje 10-
formyltetrahydrofolat dehydrogenasu nebo jeji jinak pozménénou formu. Pravdépodobné i
z tohoto divodu se doty¢nou kontaminantu v preparatu mCPR podafilo eluovat z kolony

2’5" ADP Sepharosy pomoci pufru s vyssi iontovou silou (viz obr. 25, str. 75).
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Tab. 6 Vybrané charakteristiky z prithéhu purifikace wtCPR a mCPR

wtCPR mCPR
Specificka aktivita [ SOV | specificka aktivita [ SO LKV
[umolcy.min™.mg™] [umol e min™] [umOleyee.min™.mg™] ol min®]
h]os:wlézcelrl])z’éit 0.4 567 0,51 625
Merz’zLi:ova 0,5 174 0,82 187
Supernz_it_ant_ 15 164 2 s
po solubilizaci
Vzorek po 1.
DEAE Sephar. 3.8 138
Vzorek po
ADP Sephar. 15,3 103 21,0 57
Vzorek po 2.
DEAE Sephar. 165 23

Pro porovnani finalnich preparata byly zvoleny vybrané charakteristiky jako
specifickd (umoleye.min.mg™) a celkova aktivita (umoley.min™). Z tab. 6 je vidét, ze
celkova aktivita piitomna v bunéénych homogenatech je prakticky stejna v obou
ptipadech. To znamend, Ze vnesena mutace K56Q neméla vyrazngjsi vliv na celkovy
stupenl exprese mutované formy v porovnani s WtCPR. Ani pfi izolaci membranové frakce
se neukazaly vyraznéjsi rozdily mezi jednotlivymi formami, i kdyZz bylo ptedpokladano, ze
forma mCPR by méla mit, vzhledem ke zminéné mutaci a tedy vyss$i odolnosti vici
proteolytickému odstépeni z membrany, vétsi zastoupeni v membréanéch. V obou pfipadech
bylo inkorporovano do membran piiblizné¢ 30 % z aktivity pfitomné v bunécném
homogenatu. To znamena, Ze zastoupeni CPR v bakterialni membrané nezalezi na jeji
proteolytické stabilité¢, ale pravdépodobné na schopnosti bakterii inkorporovat
exprimovany protein do membrany. Uvedenou skutecnost potvrzuji i vysoké enzymové
aktivity cytosolickych frakci, které poukazuji na zna¢né zastoupeni CPR, ktera nebyla
inkorporovana do membrany nebo z ni byla proteolyticky odstépena (viz kap. 5.3.5, str.
70).

Forma wtCPR byla purifikovana pomoci tfi chromatografickych krokti na DEAE,
2’5" ADP a opét na DEAE Sepharose podle nadvodu standardné pouZivaného v laboratofi
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pro purifikaci CPR z jaternich mikrosomu pokusnych zvifat. Z poétu pouzitych kroku
a Casové ndroc¢nosti celého procesu vyplyvaji 1 vétsi ztraty aktivniho proteinu a tedy nizsi
celkovy vytézek v porovnani s mCPR. Ani po tfech purifika¢nich krocich se nepodafilo
ziskat stejné Cisty protein jako v piipadé mCPR, ktera byla proc¢isténa jen na koloné 2°5
ADP Sepharosy podle modifikovaného navodu Huanga [131]. Je to dano ptedevSim
odlidnostmi v postupu, kdy mCPR byla eluovana gradientem NADP™ (bez zvy3ené iontové
sily), v prubéhu kterého se uvolnila z nosi¢e jen mCPR (viz obr. 25, str. 75) a ostatni
proteiny zustaly vdzané na kolon¢. Béhem chromatografie wtCPR na koloné¢ 2°5"ADP
Sepharosy byla pouzita izokraticka eluce pomoci pufru s NADP* a zaroveii se zvysenou
iontovou silou, cozZ zpusobilo eluci prakticky vSech proteinli navazanych na kolonu a tedy i
pritomné zneciSténi.

DalSi charakteristikou, ve které se liSily findlni preparaty, byla specifickd aktivita.
Jeji vy3si hodnota v pripadé mCPR (21,0 pumole.min™.mg™) v porovnani s wtCPR
dokazuje, Ze zdména aminokyseliny K56Q nema pozorovatelny vliv na reduktasovou
aktivitu vac¢i cytochromu c. NiZ8i hodnota specifické aktivity u wtCPR
pravdépodobné i vy$§im zastoupenim neaktivni denaturované formy, na jejiz mnoZstvi
mohla mit vliv pravé celkova délka purifikace. Ztratu aktivity CPR b&éhem purifikace mize
zaprti€init iuvolnéni kofaktoru FMN, ktery je vazan mnohem slabé&ji nez FAD [76].
Néaslednym ptidanim ¢isttho FMN do roztoku s CPR lze jeji aktivitu opét obnovit.
V nasem piipadé piidaini FMN k jednotlivym preparatim (mCPR nebo WtCPR) pied
findlni dialyzou nezpusobilo prakticky Zadny nartst reduktasové aktivity (vysledky
neuvedeny), coz mize znamenat, ze Vv prubéhu purifikace bud’ nedoSlo k
vyraznému uvolnéni FMN z CPR nebo byla ztrata aktivity zptisobena jinou pti¢inou, napf.
nevratnym poskozenim enzymu.

Pouziti jednoho purifikacniho kroku na koloné¢ 2’5" ADP Sepharosy V piipadé
mCPR bylo zvoleno z davodu piedchazejici zdlouhavé izolace wtCPR. Z vysledki
uvedenych vySe vyplyva, Ze se tento postup osvédcil z hlediska ¢istoty finalniho preparatu
MCPR, mensi ¢asové naro¢nosti celého procesu, vyssich vytézka reduktasové aktivity a

take nizsiho zastoupeni denaturovaného proteinu (vyssi specifické aktivity).
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5.6 Porovnani proteolyticke stability wtCPR a mCPR

5.6.1 Porovnani proteolytickeé stability purifikovanych forem wtCPR a mCPR

Proteolyza wtCPR a mCPR probihala za podminek popsanych v kap. 4.15 (str. 50).
Po ptidani trypsinu k purifikovanym proteinum byly v ¢asech 0, 1, 2, 5, 10, 20 a 30 minut
odebirany vzorky (proteolyza zastavena trypsinovym inhibitorem), z kterych byla nasledné

provedena elektroforéza zobrazena na obr. 28.

Omin 1 min 2 min 5min 10min 20 min 30 min
| | | | L 1 1 rab

[ 1 T [ 1 T
wtm wtm wtm wt m wtm wt m wt m CPR

78 kDa @
-— —

Obr. 28 SDS elektroforéza 7 proteolytického Stépeni wtCPR a mCPR trypsinem

Vzorky pro SDS elektroforézu byly odebirany v casech vyznacenych nad obrdzkem. wt =
WtCPR, m = mCPR. Pro elektroforézu byl pouzit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard
CPR z jater kralika (rabCPR).

V ptipadé¢ wtCPR miZeme na obr. 28 pozorovat ptirtstek stépené (72 kDa) formy
v ¢ase. Uz po jedné minuté je patrné vyrazné zastoupeni 72 kDa formy a v desaté minut¢ je
uz prakticky vSechna wtCPR proteolyticky degradovana. Ovéfeni aminokyselinové
sekvence pomoci proteinove sekvenace ukazalo, ze se skuteéné jedna o formu 72 kDa, ¢ili
$tdpenou V proteolyticky labilnim mist& Lys56 — 1le57 (sekvence > IQTTAP...). Tento
experiment dale potvrdil stabilitu mCPR vuc¢i degradaci trypsinem, kdy pfitomnost
proteolytickych produkti byla vyraznéji pfitomna aZ v desaté minuté a ani na konci
experimentu nebyla mCPR zcela degradovana. 72 kDa forma v tomto ptipadé nebyla
viibec pozorovana, coz dokazuje neptitomnost proteolyticky senzitivniho mista pro trypsin
a zaroven i uspé&$nou substituci aminokyseliny Lys56. U mCPR lze pozorovat v tficaté
minuté dva proteolytické produkty o niz8i molekulové hmotnosti nez mCPR. Ty se
vzhledem k jejich nizkému zastoupeni a nedostateénému rozdéleni na SDS elektroforéze

nepodafilo sekvenovat. Pravdépodobné se jednd o produkty vzniklé trypsinovou
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proteolyzou v dalii piitomné oblasti “RKKK, ktera ptedstavuje klastr pozitivng nabitych
aminokyselin, patrné nesoucich informaci o topologii CPR v membrané [77,161]. Tato
oblast je v piipadé CPR solubilizované z membrany lépe dostupna pro proteolyticke

Stépeni trypsinem [77].

5.6.2 Porovnani proteolytickeé stability forem wtCPR a mCPR vazanych

V membrané

Pro pochopeni toho jak membrana ovliviiuje stabilitu jednotlivych forem CPR
(WtCPR, mCPR) v pribéhu trypsinové proteolyzy byl proveden experiment podobny jako
v pfedchazejicim piipadé (kap. 5.6.1, str. 81, metoda popsana v kap. 4.15, str. 50). Pro
Stépeni vSak byly pouzity membranové frakce ziskané v prubéhu purifikace wtCPR nebo
mCPR. Vzorky pro elektroforézu byly odebirany v ¢asech 0, 1, 5, 10, 20 a 30 minut od
piidani trypsinu. Vysledky proteolyzy zobrazuje obr. 29.

mCPR wtCPR

Cas T l T l 1 rab

B 1
(mn) o 14 5 10 203 0 1 5 10 20 30 C¢CPR
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-~ = =
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Obr. 29 SDS elektroforéza 7 proteolytického $tépeni forem wtCPR a mCPR vdzanych
V membrané

Vzorky pro SDS elektroforézu byly odebirany v casech vyznacenych nad obrdazkem. Pro
elektroforézu byl pouZit 8% polyakrylamidovy gel a jako standard CPR z jater kralika
(rabCPR). Detailnéjsi popis v textu.

Vysledky experimentu (obr. 29) ukazuji, Ze membranova WtCPR je v prubéhu
proteolyzy vyraznym zptisobem degradovana za vzniku 72 kDa formy. Uz po prvni minuté
je Stépena témét vSechna wtCPR pfitomna v membrané. V ptipadé mCPR nebyl pozorovan
prakticky zadny pokles 78 kDa formy v Case, coZ dokazuje absolutni stabilitu mCPR

vazané v membrané¢ vici pusobeni trypsinu. Proteolytické S§tépy pfitomné na konci
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proteolyzy (30 min) u purifikované mCPR (obr. 28, str. 81) v tomto pfipadé nebyly
zaznamenany. Uvedena skute¢nost odpovida predpokladu, ze se druha proteolyticky
senzitivni oblast ®RKKK nachézi v t&sné blizkosti povrchu membréany a je tak pro trypsin

mnohem hiife dostupna.

5.7 Ovéreni enzymové aktivity wtCPR a mCPR
v rekonstituovaném systému s CYP1A1 pii metabolizmu

Sudanu |

Piiprava rekonstituovaného systému purifikovanych forem wtCPR a mCPR s

rekombinantnim potkanim CYP1A1l byla provedena dle navodu v kap. 4.23 (str. 54).

V tab. 7 jsou uvedeny piislusné objemy a vysledné koncentrace jednotlivych slozek.

Tab. 7 Piiprava rekonstituovaného systému CPR s CYP1Al
Pro pripravu rekonstituovaného systému byla pouzita rekombinantni potkani CYPIAI o
koncentraci 12,4 uM a riizné formy CPR.

DLPC l;ElPAE’SS/ Glutathion | H,0O CYPl1Al CPR Vysl.
[u1] 0] [u] [u1] [u1] [u1] objem
Zasobni 1| oy 500 mM 30mM | 124uM Al
roztok
;/ysledna 1 mg/ml 50 mM 3mM 50 pmol 50 A%*
oncentr.
wtCPR 10,0 50 50 32,0 4,0 4,0 50 ul
mCPR 10,0 50 5,0 33,4 4,0 2,6 50 pl
rabCPR 10,0 50 50 33,0 40 3,0 50 pl
$tépCPR 10,0 50 50 30,5 40 55 50 pl

%A — Hodnoty aktivit jednotlivych preparati CPR (umoley.min™.ml?): wtCPR — 12,7; mCPR - 19,1;
§tépCPR - 9,1; rabCPR - 16,5. Forma bez N-terminalni domény (3t€pCPR) byla piipravena podle navodu
v kap. 4.16 (str. 50)

%A — hodnota aktivity CPR V umoley,.min™
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Inkubace Sudanu | srekonstituovanymi systémy byla provedena ve dvou
paralelnich vzorcich podle navodu v kap. 4.24 (str. 55). Vysledné koncentrace metaboliti
Sudanu | (6-hydroxy-Sudan I; 4"-hydroxy-Sudan I; 4" 6-dihydroxy-Sudan ) v inkuba¢nich
smésich byly stanoveny pomoci systtmu pro HPLC svyuZitim programu
CHROMELEON™ 6.01 nebo byly vzorky pouzity pro chromatografii na tenké vrstvé
(obr. 30B). Sudan I a jeho metabolity byly detekovany pii vinové délce 480 nm a jejich
koncentrace v reakéni smési byla kvantifikovana podle kalibraéni kiivky ziskané za pouziti

syntetickych standardi metaboliti Sudanu I [148]. Vysledky stanoveni zobrazuje obr. 30A.

A B
26 UM 34 uM 36 uM 0 M
5 | | | |
E 30 1 T 1 T 1 T 1
3 .
w Sud |
= —
£ 20
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% E 15
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o 3 4°-0H
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—
©
.E 5 6-OH
@
(%]
c i ; . ; ; ; ; ; ; ) 4°6-diOH
Q —
&O‘b ,OQ‘ . .OQ\ 69‘2\ . ,0% &O‘b ,0‘2\ -.OQ\ 69‘?\ * .,0\%
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WtCPR rabCPR mCPR §tépCPR WwtCPR rabCPR mCPR £tépCPR Sud |

Obr. 30 Vysledky inkubace Sudanu I s rekonstituovanym systémem CPR — CYP1A1

A Stanoveni metabolitii Sudanu I pomoci systému pro HPLC. Cisla nad prislusnymi grafy
Jjsou souctem koncentraci jednotlivych metabolitii (6-hydroxy-Sudan I; 4"-hydroxy-Sudan I;
4”6-dihydroxy-Sudan 1) v inkubacnich smésich. Hodnoty v grafu predstavuji priimér dvou
nezavislych meéreni.

B Chromatografie na tenké vrstvé vzorkii zinkubace Sudanu | s rekonstituovanym
systémem CPR — CYP1A1.

Forma bez N-termindlni domény (stepCPR) byla pripravena podle ndavodu v kap. 4.16 (str.
50).

Z piitomnosti jednotlivych metabolitd Sudanu | v inkubac¢nich smésich (obr. 30A)
vyplyva, ze jak wtCPR, tak i mCPR jsou schopny interakce a pifenosu elektroni na
CYP1Al vpribéhu monooxygenasové reakce. Z celkového mnozZstvi vzniklych
metabolitd muzeme soudit, ze forma mCPR vykazuje témét stejné katalytické vlastnosti
jako CPR izolovana z jater kralika (nCPR — 36 uM, rabCPR — 34 uM). To znamen4, Ze
substituce aminokyseliny Lys56 nema ani vtomto pfipadé pozorovatelny vliv na
katalytickou funkci CPR. Inkuba¢ni smési obsahujici wtCPR, vykazovaly o néco nizsi

vyslednou koncentraci metaboliti Sudanu I (26 uM). Vzhledem k tomu, Ze CPR ma
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odlisna vazebnd mista pro cytochrom P450 a cytochrom c (Casteéné se ale piekryvaji)
[162], mlize byt uvedena skute¢nost zpisobena i urcitym zastoupenim formy WtCPR s
poSkozenym vazebnym mistem pro cytochrom P450 (poSkozeni v prabéhu purifikace).
Zminéna forma dokaze pienaset elektrony na cytochrom c, ale neni schopna redukovat
cytochrom P450, coz se nasledné projevi na nizS§im obsahu metabolitd. Pfitomnost
metaboliti v inkuba¢nich smésich, které obsahovaly CPR bez N-terminédlni domény
(5tepCPR), nebyla pozorovéana, coz dokazuje dilezitost této domény pii interakci
s cytochromy P450 v prostiedi fosfolipidové dvouvrstvy [163].

Chromatografie na tenké vrstvé byla pouzita jako rychla metoda pro orientacni
stanoveni metaboliti Sudanu I a pro ovéteni katalytické funkce purifikovanych forem
WtCPR a mCPR. Zaznam z chromatografie na obr. 30B (str. 84) dokazuje pifitomnost tii
metabolitd Sudanu I vzniklych v inkubaénich smésich. Na obrdzku je mozné vidét, Ze
stejné jako v pripadé HPLC, i tady je metabolitem s nejvétsim zastoupenim 4°-hydroxy-
4°6-dihydroxy-Sudan I. V priabéhu inkubace Sudanu | spotkanim CYP1Al vzniké ve
velmi malém mnoZstvi jesté metabolit 3"4"-dihydroxy-Sudan | [148], ten vSak v naSem

piipad¢ nebyl detekovan ani pii HPLC ani pti TLC.

5.8 Redukce cytochromu bs NADPH:cytochrom P450 reduktasou

V tomto experimentu byla ovéfena schopnost jednotlivych purifikovanych forem
CPR (WtCPR, mCPR) redukovat rekombinantni lidsky cytochrom bs (solubilni
erytrocytarni nebo mikrosomalni membranovou formu) v roztoku nebo v piitomnosti

fosfolipidove dvouvrstvy (liposomu).

5.8.1 Redukce cytochromu bs NADPH:cytochrom P450 reduktasou v roztoku

Redukce probihala v pufru se zvySenou iontovou silou (0,3 M KH,POy; pH 7,5)
podle ndvodu v kap. 4.27 (str. 56). Po pfidani piislusnych objemu reduktasy a cytochromu
bs byla redukce startovana ptidavkem NADPH. Vybrana spektra jsou znazornéna na

obr. 31 (str. 86). Tab. 8 (str. 86) shrnuje vysledky redukce.
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Obr. 31 Redukce solubilni a membranové formy cytochromu bs v roztoku

A Spektra oxidovaného a redukovaného stavu solubilni erytrocytarni formy lidského
cytochromu bs

B Spektra oxidovaného a redukovaného stavu membréanové mikrosomalni formy lidského
cytochromu bs

Cisla 413 a 424 nm reprezentuji absorpcéni maximum pro oxidovany, resp. redukovany stav
cytochromu bs.

Tab. 8 Redukce cytochromu bs rizzrymi formami CPR v roztoku

Schopnost redukovat solubilni Schopnost redukovat membranovou
formu cytochromu bs formu cytochromu bs
mCPR Ano Ano
wtCPR Ano Ano
$téepCPR Ano Ano

Z tab. 8 je patrné, Ze vSechny formy CPR (wtCPR, mCPR, §t¢pCPR) byly schopné
v roztoku redukovat solubilni i membranovou formu cytochromu bs. Situace je podobna
redukci cytochromu c, kdy jsou oba reak¢ni partnefi ptitomni v roztoku a mohou se
vhodné orientovat pro naslednou interakci a pienos elektronti. Na obr. 31 jsou zobrazena
vybrana spektra z redukce (solubilni a membranova forma s mCPR). Oxidovany stav
cytochromu bs vykazuje absorpéni maximum pii 413 nm, zatimco stav redukovany pfi
424 nm [32]. Pouzity preparat s membranovym cytochromem bs byl méné koncentrovany

a proto nemohlo byt dosaZeno absorbance jako v pfipadé¢ solubilni formy.

5.8.2 Redukce cytochromu bs NADPH:cytochrom P450 reduktasou v

prostiredi liposomii

Redukce v prostiedi liposomt probihala podle navodu v kap. 4.28 (str. 56). Po

ptidani reduktasy a cytochromu bs byly vzorky 10 minut tfepany na michacce pro
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spravnou inkorporaci membranovych proteint. Nasledné byl ptidan pufr (0,3 M KH,POy;
pH 7,5) a prométen slepy vzorek. Redukce byla startovana piidavkem NADPH. Vybrana

diferenéni spektra jsou znazornéna na obr. 32. Tab. 9 shrnuje vysledky redukce.

A B
Solubil. bs + mCPR 01 Membr. bs + §tépCPR
0,5
424 nm
0.4 < 0,08
@ @
8 03 2 a0s
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S S
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350 370 39 410/ 430 450 470 490 510
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Obr. 32 Diferenéni spektra (redukovany minus oxidovany cytochrom bs) solubilni a
membranové formy cytochromu bs (redukce v prostitedi liposomit)

A Diferencni spektrum solubilni erytrocytarni formy lidského cytochromu bs

B Diferencni spektrum membranové mikrosomalni formy lidského cytochromu bs (s formou
CPR bez N-terminalni domény)

Cislo 424 nm reprezentuje absorpcni maximum pro redukovany stav cytochromu bs.

Tab. 9 Redukce cytochromu bs riiznymi formami CPR Vv prosti‘edi liposomii

Schopnost redukovat solubilni Schopnost redukovat membranovou
formu cytochromu bs formu cytochromu bs
mCPR Ano Ano
wtCPR Ano Ano
StéepCPR Ano Ne

Obr. 32 piedstavuje diferenéni spektrum cytochromu bs S absorpénim maximem pii
424 nm a poklesem absorpce pfi 409 nm. Diferen¢ni méteni, kdy byl jako slepy vzporek
pouZity rekonstituovany systém, bylo provedeno z divodu vysoké absorpce liposomil
v méfené oblasti spektra. | vtomto pripadé wtCPR a mCPR redukovaly obé formy
cytochromu bs. CPR bez N-terminalni domeény (5t¢pCPR) nebyla schopna redukovat
cytochrom bs inkorporovany v membrané, coz je i ve shod¢ s diive publikovanymi
vysledky [164]. Jednou z pfi¢in muZe byt pravé nedostupnost interakéniho mista
cytochromu bs vazaného v membrané pro solubilni CPR. Nizké hodnoty absorbance pfi
424 nm (obr. 31B — jen 10 % v porovnani se systétmem obsahujicim mCPR) mohly byt

zpusobeny redukci cytochromu bs neinkorporovaného do membrany.
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6 Zavér

Piedkladana diplomova prace je zaméiena na heterologni expresi, purifikaci a

charakterizaci dvou forem potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy (WtCPR, mCPR).

Forma wtCPR predstavuje ptirozené se vyskytujici protein v potkanim kmenu Wistar, do

genu pro formu mCPR byla zavedena bodovd mutace v poloze 166 (A—C), kterad je

zodpovédna za aminokyselinovou substituci K56Q. Lys56 je mistem proteolyticke

degradace CPR, z ¢ehoZ vyplyva, Ze mCPR reprezentuje formu odolnou viéi proteasam

s trypsinovou aktivitou. Vysledky diplomové prace lze shrnout nasledovné:

V expresnich vektorech pET22b, ptipravenych Mgr. Rolandem Kubikem [138], byla
kontrolni restrikci pomoci endonukleas ovéfena piitomnost genti pro wtCPR a mCPR.
Néslednou sekvena¢ni analyzou byla potvrzena i existence mutace 166 (A—C)
v plasmidu pET22b-mCPR. Velkoobjemovou produkci v buikach E. coli
BL21(DE3)RIL se podafilo exprimovat membranové vazané formy wtCPR a mCPR

Vv dostate¢ném mnozstvi pro naslednou purifikaci.

Jednotlivé rekombinantni formy potkani CPR (MCPR, WtCPR) byly uspésné
purifikovany v dostate¢né elektroforetické Cistoté. Forma wtCPR byla purifikovana
pomoci tii chromatografickych krokid na kolonach DEAE Sepharosy, 2°5° ADP
Sepharosy a finalni procisténi bylo provedeno opét na koloné DEAE Sepharosy. lzolaci
bylo zisk&no 23 umolcytc.min'1 reduktasové aktivity, coz ptedstavuje vytézek 4 %.
Finalni preparat vykazoval specifickou aktivitu 16,5 pmoley,.min™.mg™. Forma mCPR
byla purifikovana za pouziti jednoho chromatografického kroku na koloné 2°5~ ADP
Sepharosy s vytézkem 9 %, coz odpovida 57 pmoley.min™ reduktasové aktivity.
Specificka aktivita finalniho preparatu mCPR byla 21,0 umolcytc.min'l.mg'l. Zavedeni
mutace K56Q (MCPR) nemé¢lo, v porovnani swtCPR, vyraznéj$i vliv na stupefi

exprese, ani na zastoupeni proteinu v bakterialni membrang.
Byla studovana stabilita purifikovanych proteint wtCPR a mCPR a proteinti vazanych

vV membrané (membranové frakce wtCPR a mCPR) v priibéhu proteolytického Stépeni

trypsinem. Uvedenymi experimenty byla v obou ptipadech potvrzena stabilita mCPR
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vuci trypsinové proteolyze. Na rozdil od wtCPR, mCPR po s$tépeni nevykazovala

ptitomnost solubilni 72 kDa formy, coz dokazuje i Uspé$nost substituce lysinu v poloze

56.

Enzymové aktivity mCPR a WtCPR byly charakterizovany v rekonstituovaném
systtmu sCYP1Al pii metabolizmu Sudanu 1. Inkubaéni smési obsahujici
rekonstituovany systtm s mCPR vykazovaly o néco vy$$i koncentrace piitomnych
metaboliti Sudanu I (36uM) v porovnani se systémy obsahujicimi wtCPR (26 uM).
Spektrofotometrickym méfenim byla v rekonstituovaném systému ovéfena i schopnost
wtCPR a mCPR pienaset redukéni ekvivalenty na solubilni nebo membranovou formu

lidského cytochromu bs.
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