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ABSTRAKT

Pii metabolismu xenobiotik a endogennich latek se uplatituje monooxygenasovy
systém, jehoz soucasti je i cytochrom bs participujici na katalytické €innosti cytochromi
P450 (CYP). Mechanismus plisobeni cytochromu bs v tomto souboru enzymil v§ak nebyl
doposud zcela objasnén. Predpoklada se, ze se bud piimo podili na ptenosu elektronii
v rdmci monooxygenasového systému, nebo muiize alostericky pusobit na konformaci CYP.
Proto je dilezité ziskat co nejCistsi apoformu cytochromu bs, kterd neni schopna prenosu
elektronii, a dale studovat vliv této nehemové formy cytochromu bs na ¢innost CYP.

Ziskané vysledky pak mohou pfispét k poznani mechanismu ptsobeni cytochromu bs.

V pribéhu této prace byla provedena transformace bakteridlniho kmene bunck
Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold expresnim vektorem pET22b, ktery nesl geny pro

mikrosomalni a erytrocytarni formu cytochromu bs.

Za ucelem produkce vysokého podilu apoproteinové formy byla heterologni exprese

cytochromu bs indukovana vyssim piidavkem IPTG a byla provedena pii 37°C.

Tato bakalarska prace se pak zabyva zejména purifikaci jak mikrosomalni, tak i
erytrocytarni formy cytochromu bs a to hlavné jeho apoformy. JelikoZz vSak pfi expresi
dochazi vzdy ve vétsi ¢i mensi mife i k produkci hemové formy cytochromu bs, byla i ta

1zolovana.

Holo- a apoproteinova forma mikrosomalniho i erytrocytarniho cytochromu bs byla
béhem izolace rozdélena a zpracovana oddélené. K purifikaci byly vyuzity chromatografické
metody na koloné s DEAE-Sepharosou pro mikrosomalni formu a DEAE-Sepharosou a

Sephadexem G-75 pro erytrocytarni formu.

Zachované nativni struktura apo-cytochromu bs byla ovéfena jeho schopnosti znovu

do své molekuly ptijmout hem.

Klic¢ova slova:

cytochrom bs, cytochromy P450, exprese proteint, bakterie E. coli, solubilizace, izolace



ABSTRACT

The metabolism of xenobiotics and endogenous substances is mediated by a mixed
function oxidase system which includes cytochrome bs participating in catalytic activities of
CYP. The mechanism of action of the cytochrome bs has not been fully elucidated yet. But
it is assumed that cytochrome bs is involved either in direct electron transfer within the
mixed function oxidase system or in induction of conformational changes in CYPs. So it is
important to gain the pure form of apo-cytochrome bs, devoid of heme, which is not capable
of electron transfer and further study the effect of this form on CYP-catalyzed reactions.
The obtained results can contribute to understanding the mechanism of cytochrome bs

effects.

The transformation of bacterial cells of Escherichia coli BL-21 (DE3) Gold was
performed by expression vector pET22b which contained genes for microsomal and

erythrocyte cytochrome bs.

In order to produce a high level of apoprotein form, the heterologous expression of
cytochrome bs was induced by addition of higher amount of IPTG. Expression was

performed at 37°C.

This bachelor thesis is primarily engaged in purification of both microsomal and
erythrocyte form of cytotochrom bs, especially in its apo-form. However, the productions of
holo-cytochrome bs form always occur in a greater or lesser extent during the expression,

so this was also isolated.

During isolation, holo- and apoprotein form of microsomal and erythrocyte
cytochrom bs were divided and processed separately. Microsomal apo-cytochrome bs was
purified by chromatography on DEAE-Sepharose and erythrocyte on DEAE-Sepharose and
Sephadex G-75.

The native structure of apo-cytochrome bs was verified by its ability to accept the

heme group in its molecule by titration with hemin.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ax
Amp

apo-cyt bs

BCA

BIS

Brij 35

BSA

Cm

CYP

cyt bs

Da
DEAE-Sepharose
DNA

DTT

E. coli
EDTA
EtOH

FAD

Falcon 50 ml

FMN

absorbance pfi vinové délce x nm

Ampicilin

apoforma cytochromu bs

persiran amonny (z angl. ,,ammonium persulfate®)
4,4’-dikarboxy-2,2 "-bicinchoninova kyselina

N,N-methylen-bisakrylamid
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pocet para bazi (z angl. ,,base pairs*), udava miru délky segmentu DNA

polyethylen glykol dodecyl ether

hovézi sérovy albumin (z angl. ,,bovine serum albumin®)

molarni koncentrace

hmotnostni koncentrace

cytochrom P450

cytochrom bs

dalton, 1 Da =1 g.mol"
diethylaminoethyl-Separation Pharmacia Agarose
deoxyribonukleova kyselina
dithiothreitol

Escherichia coli
ethylendiamintetraoctova kyselina
ethanol

flavinadenindinukleotid

plastova zkumavka o objemu 50 ml

flavinmononukleotid
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HAc
IPTG

kb

[

LB medium
M

M

MFO
MQ voda
NaAc
NAD"
NADP"

NEB4

Oak Ridge

ODs0o

PE lahvicka
rpm

SDS

SDS-PAGE

Sepharosa CL-6B
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kyselina octova
isopropyl-pB-D-thiogalaktopyranosid
kilobéze (z angl. ,kilobase*), 1 kb = 1000 bp
opticka draha

Luria Broth medium

mol.dm™

molekulova hmotnost

oxygenasy se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function oxidases®)
deionizovana voda

octan sodny

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NEBuffer 4 (sloZzeni pro 1x koncentrovany: 50 mM octan draselny,
20 mM Tris-acetat, 10 mM octan hofecnaty, 1 mM DTT, pH 7,9;
25°C)*

polypropylenové uzaviratelné zkumavky o objemu 28 ml urcené

k centrifugaci o vysokych otackach

opticka denzita pfi vinové délce 600 nm
polyethylenova lahvicka

otacky za minutu (z angl. ,,revolutions per minute®)
dodecylsulfat sodny (z angl. ,,sodium dodecyl sulfate*)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu
sodného (z angl. ,sodium dodecyl sulfate polyakrylamide gel

electrophoresis®)
zesitovana (z angl. ,,cross-linked*) agarosa o koncentraci 6 % (w/v)

Tris-acetat EDTA pufr
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TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1 UVOD

S rozvojem civilizace se stale zvySuje 1 podil Skodlivych latek v ovzdusi,
potravinach, pitné vod¢ atd. Rozvoj védnich oborti jako medicina a pfedev§im farmakologie
je doprovazen produkci velkého mnozstvi 1€Civ, jejichz vedlejsi nespecifické ucinky na
lidsky organismus se mnohdy prokéazou az ptili§ pozdé. Nemluvé o individualismu lidského

organismu, kdy dva jedinci na podany preparat mohou reagovat zcela odlisng.”

Nejvice diskutovanymi systémy pro biotransformaci léCiv, endogennich latek a
dalSich xenobiotik jsou katalytické reakce cytochromti P450 (CYP), které spolupracuji
s dalSimi biologickymi jednotkami jako je cytochrom bs a jejich reduktasy. Jejich soucinnosti
dochazi k biologické transformaci nepolarnich latek na polarnéjsi, ¢imz usnadnuji jejich
vylouceni z téla. Touto cestou lze predejit jejich nezddouci akumulaci v tukovych tkanich.
Negativni strdnkou véci zlstava fakt, Ze pii biotransformaci mohou byt substraty

modifikovany i na toxické ¢i karcinogenni produkty.®”!

To je také divodem, pro¢ se do popiedi jiz dlouhd 1éta dostavad snaha mnohych
védeckych pracovist’ objasnit mechanismy biotransformace a U¢inku téchto latek, coz by
v disledku mohlo vést k dosazeni pozadované uCinnosti léCiva za ekonomicky

efektivnéjsich podminek.

1.1 Monooxygenasovy systém

Tento systém je tvofen oxygenasami se smiSenou funkci (z angl. ,,mixed function
oxidases“, MFO), které se uplatiuji napfiklad pifi oxidacich steroidii a metabolismu
prostaglandinu,” ale predeviim v I. fazi biotransformace xenobiotik.”> ™ Cinnost tohoto
souboru enzymi umoziuje inkorporaci jednoho atomu molekuldrniho kysliku do Siroké
Skaly substrati, zatimco druhy kyslik se stavad soudasti molekuly vody.”' Tento d&j se
odehrava v aktivnim centru termindlni oxidasy MFO systému, kterou je CYP. Jeho reakéni

mechanismus je bliZze popséan v kapitole 1.1.1.

Nezbytnymi slozkami monooxygenasového systému jsou CYP, na nichz probihd
katalytickd reakce (oxidace substratu), NADPH:CYP reduktasa (EC 1.6.2.4) jakozto
dvouelektronovy prenase¢ a membrana piislusnych organel, ve které jsou enzymy MFO

systému ukotveny. Vyjimku tvofi bakterie, jejichz MFO systém je solubilni v cytoplasmé
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bun¢k. Enzymy diky spravnému uchyceni v membrané mohou menit svoji konformaci a
vykazovat tak mnohem vysi aktivitu, mohou se vhodn& napojit na spolupracujici enzym® a
udrzet efektivni elektronovy pfenos’. Mnohymi studiemi jiz bylo potvrzeno, Ze katalyticka
¢innost CYP mulze byt ovlivilovana 1 dal§imi aspekty, jako je pfitomnost
jednoelektronového pienasece cytochromubs a jeho NADH:cytochrom bs reduktasy

(EC 1.6.2.2) s kofaktorem FAD, jehoZ donorem elektronii je koenzym NADH.*

Monooxygenasovy systém eukaryot muze byt situovan bud’ na vnéjsi mikrosomalni
membrané, nebo na vnitini mitochondridlni membrang, orientovany do matrixu. Pfi¢emZ
ptenos elektronu v téchto dvou prostfedich na terminalni oxidasu CYP probiha pies odlisné
enzymy.”

Transport elektronti v mitochondridlnim MFO systému zacina pfenosem z koenzymu
NADPH pftes flavinovy enzym NADPH:adrenodoxin reduktasu s FAD kofaktorem na
enzym adrenodoxin obsahujici 2Fe-2S a dale na CYP. U bakterii je mechanismus obdobny
s tim rozdilem, Ze enzymy NADH:putidaredoxin reduktasa, putidaredoxin i CYP se

oy v v ’ s~ 57,70,71
vyskytuji volné v cytoplasmé bez ukotveni v membrané.”” ™

Na mikrosomalnich membranéach je tento elektronovy transport zprostfedkovavan
diflavinovym enzymem NADPH:CYP reduktasou, kterd ma N-termindlni hydrofobni konec
zabudovan v membrang.'"’ Tato reduktasa se kladné nabitymi postrannimi fetézci
aminokyselin FAD-vazebné domény véaze na zbytek kyseliny fosforecné v NADPH v poloze
2’-adenosinové Casti, kterd ma zaporny naboj. To je také divod, pro¢ tato reduktasa
nemuze byt akceptorem elektronii od NADH. Ptenos elektronu v ramci NADPH:CYP
reduktasy z FAD na FMN, které funguji jako déli¢ elektronového paru,”' je pomérné rychly,
nebot’ je zprostiedkovan tésné piiléhajicimi metylovymi skupinami isoalloxazinovych kruhti

kofaktortt FAD a FMN.’¢

Spojeni FMN-vazebné domény a CYP je zprostiedkovano reakci mezi protikladné
nabitymi aminokyselinovymi zbytky, uplatiiuji se i vazby hydrofobniho charakteru. FMN
kofaktor NADPH:CYP reduktasy pak muize piedavat elektron na hem CYP, ale i na

ey, , 10, 57,76
cytochrom bs, cytochrom c a jiné hemové oxydasy. "
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1.1.1 Katalyticka ¢innost CYP
Cinnost MFO systému lze shrnou do rovnice:”
RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP"

Enzym CYP v nativnim stavu obsahuje v protoporfyrinu IX atom Zeleza nachézejici
se v oxidacnim stavu III a vazajici molekulu vody (1). Tento komplex mtize byt stabilizovan
vodikovymi mustky mezi vodiky vazané molekuly vody a dusiky protoporfyrinu IX.
Pravdépodobné;jsi je vSak ptipad, kdy vodiky sméfuji pry¢ od plandrni roviny protoporfyrinu
IX. Atom Zeleza s péti valencnimi elektrony umisténymi v energeticky niZe poloZenych

’ . - ’ . r : 7 52
molekulovych orbitalech se nachazi v nizkospinovém hexakoordinovaném stavu.

=
(=
HaO
Ha T
o
H

_-OH =
RBH o k ELI
s (=]

RS et 1}
Fe & — o — a

Obr. 1. Reakéni cyklus CYP. Obrazek byl prevzat’” a upraven.

Po vstupu substratu do aktivniho centra a jeho vazbé na enzym dochdzi ke

konformac¢nim zméndm a k odstoupeni molekuly vody z axialniho ligandového vazebného
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mista atomu Zeleza (2), ktery prechdzi do vysokospinového pentakoordinovaného stavu.”'
Pfi tom se na zaklad¢ elektrostatickych sil uplatiiuje vliv cysteinu, ktery pfitahuje (z angl.
»push effect”) atom Zeleza zroviny protoporfyrinu IX k sobé. Tim se komplex stava
dobrym elektronovym akceptorem. Pfijmem jednoho elektronu od NADPH:CYP reduktasy
dojde k redukei ferri formy na ferro formu centralniho atomu zeleza za soucasného udrzeni

vysokospinového pentakoordinovaného stavu (3) a ptisobeni push effectu.’

Tento komplex je schopen vézat jako axialni ligand molekulu kysliku, ptipadné oxid
uhelnaty & oxid dusny.” Vazbou molekularniho kysliku na atom Zeleza dojde k jeho
pfechodu na nizkospinovy hexakoordinovany stav s oxidacnim ¢&islem III (4). Tento
superoxidovy komplex je pravdépodobné stabilizovan postrannimi fetézci aminokyselin,

miize viak dojit k disociaci na superoxidovy anionradikal a Fe"-protoporfyrin IX."'

K redukci superoxidového komplexu (4) miize dojit dvéma zpasoby, a to bud’
donaci jednoho elektronu z NADPH:CYP reduktasy nebo z cytochromu bs. Produktem
redukce je peroxokomplex (5) nukleofilni povahy projevujici se jako silnd baze, ktera

podléha protonaci a prechazi na hydroperoxokomplex Fe"-OOH (6).”

Cilenou mutaci u P450cam, pfi které byl Asp251 nahrazen Asn, bylo zjisténo, Ze
prvni protonace prob¢hla pomaleji nez v ptipadé€, kdy byl v P450cam pfitomen Asp. Lze
tedy predpokladat, Ze Asp251 miize byt pii protonaci kli¢ovym donorem vodiku, ktery je
ptes molekuly vody v aktivnim centru CYP pfenasen az k peroxidovému aniontu komplexu

(5).52

Hydroperoxokomplex (6) je slabsim nukleofilem,” piesto jevi zna¢nou afinitu k
vodiku a dochazi tak k druhé protonaci a ndslednému heterolytickému §tépeni vazby O-O za
vzniku molekuly vody a reaktivniho ferrioxenového intermediatu Fe'=0 (7), ktery je
schopen inkorporovat kyslikovy atom do molekuly substratu. Hydroxylovany substrat

opousti aktivni centrum enzymu a ten prechazi do zakladniho stavu.”

1.2 Cytochromy P450 (CYP, EC 1.14.14.1)

Prvni zprava o existenci tehdy zcela nezndmych pigmenti schopnych vazat oxid
uhelnaty se objevuje v roce 1958 od Klingenberga, ktery jej izoloval z mikrosomil krysich

jater.*® Jejich funkce, jakoZto oxygenas, byla zahy objevena Estabrookem, Cooperem,
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Rosenthalem v roce 1963. A v roce 1982 se Fujii-Kuiyamaovi a kolektivu podafilo objasnit

sekvenci aminokyselin krysiho eukaryotického cytochromu P450 2B1."

Predpoklad4d se, Ze mikroorganismy pouzivaly cytochromy P450 k hydroxylaci
organickych latek dale pouzivanych jako energeticky zdroj. V pribéhu vyvoje se jejich
funkce vyrazng rozsitily. Nyni jsou schopny metabolizovat cizorodé latky, mastné kyseliny,
steroidy a dal$i. V soucasnosti se Casto vyskytuji v enzymovych systémech, ve kterych
spolupracuji s dalSimi enzymy na metabolismu substratu. Ptikladem miZe byt spoluprace

cytochrom P450 reduktasy s cytochromem P450 v monooxygenasovém systému.’” "'

Obecné oznaeni cytochrom pro proteiny pochazi z jejich lokalizace v buiice
(z fec. ,,cyto®) a fotochemické vlastnosti (z fec. ,,chrome®). Oznaceni P450 pochdzi ze
spojeni pocate¢niho pismene slova pigment a vlnové délky 450 nm, pifi které vykazuje

redukovana forma hemu saturovana oxidem uhelnatym absorbéni maximum.

Cytochromy P450 se fadi mezi metaloproteiny, nebot prostetickou skupinou je
Fe"-protoporfyrin IX kovalentné vazany na protein pfes thiolatovou siru proximalniho

cysteinového ligandu.™

Sekvence aminokyselin v oblasti mista pro vazbu hemu se i pfes znacnou
substratovou nespecifitu téchto enzymil vyznacuje vysokou mirou konzervovanosti, coz

bylo prokazano rentgenovou krystalografii.’’

Vroce 1987 byla Nebertem a kolektivem navrzena zména nomenklatury
cytochromti P450. V novém néazvoslovi je cytochromu P450 pfidélena zkratka CYP a
jednotlivé izoenzymy, napiiklad cytochrom P450 3A4, budou oznacovany zkratkou CYP,

za niz bude ihned nasledovat oznageni izoenzymu, v uvedeném piikladé CYP3A4.>*

Se stale pfibyvajicim mnoZstvim ¢lend ,,superrodiny* (z angl. ,,superfamily*)
cytochromli P450 se objevila potieba tyto cytochromy systematicky klasifikovat, a to na
zaklad¢ stupné homologie sekvence aminokyselin v jejich proteinové strukture. Maji-li
alespont 40% homologii, fadi se do stejné rodiny, ktera je oznaCovéna Cislici P450 3A4,
CYP3A4. V ptipadé vice jak 60% shody v potadi aminokyselin jsou rozdéleny na podrodiny
oznacované pismenem P450 3A4, CYP3A4. Posledni ¢islice P450 3A4, CYP3A4 oznacuje

. s 56,70
jednotlivé izoenzymy.™
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1.2.1 Rozsireni CYP

Zastupce této superrodiny cytochromli P450 miiZeme nalézt téméf ve vSech forméch
zivota® - zvifatech, rostlindch, houbach a v nékterych prokaryotickych organismech. I
pfesto u nékterych bakterii, jako je Escherichia coli, nebyly v genomu nalezeny geny pro
cytochromy P450.°° Na druhou stranu byly objeveny u prokaryot vyuZzivajicich uhlovodiky
jako zdroj energie. Ty své vysoce specializované cytochromy napt. P450cam vyuzivaji

k hydroxylaci organickych latek.>* >°

Cytochromy P450 jsou pro eukaryotické bunky esencidlni pii biosyntetickych
reakcich®® a derivatiza¢ni fazi biotransformace xenobiotik.”” "' V lidském organismu jiz bylo
objeveno 57 forem cytochromii P450 vyskytujicich se pfevazné v jatrech,
gastrointestindlnim traktu, ledvinach, plicich atd."> ** " Mezi hlavni cytochromy P450
lidskych jater, které jsou schopné rozpoznat a metabolizovat xenobiotika a exogenni latky,

patii CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4.”

CYP jsou veukaryotickych bunkiach ukotveny ve vné€j$i —membrané
endoplasmatického retikula a orientovany do cytoplasmy. Inkorporace CYP do
mikrosomalni membrany vyZaduje pfitomnost ribonukleoproteinu SRP (z angl. ,.signal
recognition particle®), ktery rozeznava signdlni sekvenci aminokyselin na N-terminalnim
konci CYP. Tato sekvence je bohatd na pfitomnost hydrofobnich postrannich fetézcii
aminokyselin a obsahuje také stop sekvenci ukonlujici vklad CYP do membrany.**
Kdezto mitochondridlni CYP, které jsou lokalizované na vnitini membrané mitochondrii,
jsou syntetizovany v cytoplasmé jako rozpustné prekursory s 20-40 aminokyselinovymi
zbytky’® na N-termindlnim konci, které jsou po importu prekursoru do mitochondrie
oditépeny membrinovymi proteasami, a enzym je inkorporovan do membrany.”> ** U

bakterii byly CYP nalezeny v solubilni formé v cytoplasmé.

1.2.2 CYP3A4

Za hlavni centrum metabolismu xenobiotik 1ze povazovat mikrosomy hepatocytii
jater, vjejichz membranach jsou lokalizovany cytochromy P450 jako soucasti
monooxygenasového systému. Nejvice zastoupenym CYP v lidskych jatrech a v tenkém
sttevé je izoenzym CYP3A4. Je dolozeno, ze mnozstvi CYP3A4 z celkového mnozstvi
CYP v jatrech se pohybuje v rozmezi 25 - 30 %.”” CYP3A4 participuje na metabolismu
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az 50 % klinicky vyznamnych 16¢iv.** ** Za identickych podminek se vyznaduje vyssi nebo
srovnatelnou katalytickou aktivitou vii¢i 3A5 a vyrazné vyssi vici 3A7, které jsou taktéz

ptitomny v jatrech.”

Mezi substraty CYP3 A4 patti 1é¢iva, polutanty,”' dihydropyridiny’’, steroidy, jako je
cholesterol metabolizovany na 4B-hydroxycholesterol’, a jaterni karcinogenni aflatoxin bl,

jehoz priibéh modifikace byl sledovan na rekombinantnich CYP3A4.%

V zéavislosti na piislusSném substraitu mize byt katalytickd cinnost CYP3A4
stimulovana cytochromem bs & nikoliv, jako je tomu v pifpadé substratu erytromycinu.”’

Interakce CYP3A4 s cytochromem bs jsou dale ptiblizeny v kapitole 1.3.2.

G helix

Obr. 2. (A) Struktura CYP3A4. (B) Struktura CYP3A4 z pohledu Sedé Sipky na obrazku A
zachycuje  koordinaci  protoporfyrinu IX na Cys442 a fenylalaninovy shluk
(z angl. ,,cluster ), ktery nebyl u jinych CYP detekovan.*’

Atom Zeleza protoporfyrinu IX v lidském CYP3A4 (obr. 2) je koordinovan na
thiolatové sife Cys442 a propionové skupiny interaguji s postrannimi fetézci ArglOS5,
Trp126, Argl130, Arg375 a Arg440. Velikost aktivniho centra se odhaduje na 520 A3 , COZ je
pomérné malo vzhledem k tomu, jak velké substraty miize metabolizovat.*® Mutagenezi
cilenou na aktivni centrum bylo zjiSt€no, ze Phe304 se podili na substratové specifité
CYP3A4.* Leu211 se podili na vazbé substratu a udrzovéani velikosti aktivniho centra.'' P¥i

alaninové nahradé¢ Leu210 a Leu2l1 byl prokdzan vliv na regioselektivitu hydroxylace
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testosteronu, zatimco u aminokyselin 212 az 216 byl tento vliv minimalni. Tento fakt

vypovida o vlivu Leu210 a Leu211 na substratovou specifitu CYP3A4.'"'®

1.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs je maly cylindricky protein o velikosti 16,7 kDa '°, kyselé povahy,
nebot’ jeho struktura je az z25 % tvofena glutamatem a aspartatem, jejichZz postranni

fetézce jsou negativné nabité.* Je tvofen Sesti helixy a péti strukturami sklddaného listu.'* %

Cytochrom bs je membranové vazany protein nachéazejici se na vnéj$i membrané
endoplasmatického retikula anebo v mitochondriich. Erytrocytarni cytochrom bs se nachazi
jako solubilni protein v erytrocytech, kde se podili na redukci methemoglobinu na
hemoglobin. Pfi této redukci je donorem elektronu pro cytbs NADH:cytochrom bs

reduktasa.'®

Obecné je cytochrom bs rozdélen na dvé hlavni domény. Doména hydrofilniho
charakteru obsahujici N-termindlni konec proteinu s hydrofobni oblasti pro vazbu
prostetické skupiny hemu je orientovana do cytoplasmy nebo do matrixu mitochondrie.

Mensi hydrofobni C-termindlni konec je vlozen do membrany.*®

Zpisob, jakym je
C-termindlni konec uspofddan v membran€, neni zatim objasnén. Byly navrzeny dvé
alternativy pro topologii C-terminalniho konce v membrané. Jednou moZnosti je prichod
kotvy celou §itkou membrany az do lumenu retikula ¢i jen ¢aste€né zanotfeni kotvy do
membrany s tim, Ze C-terminalni konec vystupuje opét do cytoplasmy.”* Ob& domény jsou
propojeny kratkou sekvenci aminokyselin, od jejiz délky se odviji mira aktivity
cytochromu bs s CYP. Je-li tento Gsek mensi neZ osm aminokyselin, potom cytochrom bs
s CYP neinteraguje, zatimco srostoucim fetézcem nad patnact aminokyselin nejevi jiz
zvySujici se aktivitu.'” ® V tomto tseku miize byt cytochrom bs §tépen proteasami za
vzniku solubilni formy, kterd viak neovliviiuje katalytickou aktivitu CYP.*® Pouze plné

dlouhy membranové vazany cytochrom bs miize s CYP reagovat."

Cytosolarni doména je déale rozdélena na dvé jadra oddélend péti B-strukturami
skladaného listu. Jadro 1 je vazebnym mistem pro hem a je tvofeno ¢tyfmi Sroubovicemi
H2 — H5. Jadro 2 ma strukturni funkci a je tvofeno $roubovicemi H1 a H6.>’

Hem je lokalizovan v hydrofobni oblasti N-termindlni domény, atom Zeleza

39,66
4.~

protoporfyrinu IX je koordinovan dvéma histidinovymi zbytky His44 a His6 Postranni
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fetézce histidinli vazici se na atom Zeleza protoporfyrinu IX jako ligandy brani reakci hemu
s molekuldrnim kyslikem. Cytochrom bs se pfi reakcich uplatiiuje jako jednoelektronovy
pfenaSec. Jeho donorem elektront mohou byt NADH:cytochrom bs reduktasa ci

NADPH:CYP reduktasa v monooxygenasovém systému.'” *>

1.3.1 Mechanismus piisobeni cytochromu bs v monooxygenasovém systému

V posledni dobé vzrostla snaha zjistit pfi¢iny vlivu cytochromu bs na metabolismus
substratu katalyzovany CYP. Pfitomnost cytochromu bs se miZe projevit stimulaci nebo
inhibici katalyzované reakce ¢i nemusi mit Zadny efekt na metabolismus substratu, zalezi

pfitom na konkrétnim izoenzymu CYP, typu substratu a okolnich podminkéch.>’

Bylo zjisténo, Ze cytochrom bs se v MFO systému vyskytuje témét ve srovnatelném
mnozstvi jako CYP, kdezto jedna molekula NADPH:CYP reduktasy musi spolupracovat
s deseti az dvaceti molekulami CYP.'" Pfesna funkce cytochromu bs v§ak nebyla doposud
zcela objasnéna. Nejenom, ze cytochrom bs moduluje katalytickou ¢innost CYP, ale

participuje i na dalsich reakcich, jako je naptiklad biosyntéza lipidi.™

V monooxygenasovém systému muze byt elektron z NADPH:CYP reduktasy
prenesen také na cytochrom bs, ktery je jinak akceptorem elektronu od elektronového
pfenasee NADH:cytochrom bs reduktasy. Tato reduktasa je uchycena v membrané
endoplasmatického retikula C-termindlnim koncem a jeji kofaktor FAD muiZe byt redukovan
ptenosem elektronu z NADH. Cytochrom bs v tomto systému pracuje jako donor druhého
elektronu pro CYP.'" * Studie ukézaly, ze krokem limitujicim rychlost metabolismu

xenobiotik je druha redukce atomu Zeleza v protoporfyrinu IX enzymu CYP.*

Pienos elektronu pies cytochrom bs pfi prvni redukci CYP je velmi pomalou reakci
neslucujici se s béznou rychlosti redukce. Proto se predpokladd, ze pii prvni redukci je

donorem elektronu pro CYP vyluéné NADPH:CYP reduktasa.”

Dalsi navrzenou alternativou pro vysvétleni ¢innosti cyt bs v MFO systému je rychly
odbér jednoho elektronu z CYP po dvouelektronové donaci od NADPH:CYP reduktasy.
V piipadé, Ze by cyt bs v takto navrzeném mechanismu chyb¢l, by mohlo dojit k odstupu

CYP od reduktasy.®
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Teorie o neredoxni roli cytochromu bs pfi ovliviiovani reakéniho mechanismu CYP
se zacaly rozvijet po experimentu, pii kterém byl atom Zeleza v protoporfyrinu IX nahrazen
atomem manganu, jeZ neni schopen elektronového transportu. Cytochrom bs 1 pfes tento
fakt vykazoval stimulaéni efekt.” V dal§ich studiich se prokazalo, Ze cytochrom bs
nevyzaduje ani pfitomnost molekuly hemu. Tyto experimenty se vSak vazi na druh substratu

a pouzity izoenzym CYP.*

1.3.2 Vliv apo-cytochromu bs na katalytickou ¢innost CYP

Pro blizsi objasnéni funkce cytochromu bs na ¢innost CYP byla navrzena substituce
tohoto proteinu jeho apoproteinovou formou, apo-cytochromem bs, ktery vzhledem

k nepfitomnosti prostetické skupiny hemu neni schopen pienosu elektronu.*’

Bylo prokazéno, Ze pii 6B-hydroxylaci testosteronu v systému NADPH:CYP
reduktasy a CYP3A4 purifikovaného z lidskych jater mé¢l apo-cyt bs téméf stejny stimulacni
ucinek na katalytickou €innost CYP3A4 jako hemovy cyt bs. Zatimco v systému slozeném
z NADH:cytochrom bs reduktasy a CYP3A4 nemohl byt cyt bs substituovan apo-cyt bs,
protoze NADH:cytochrom bs reduktasa nemohla transportovat elektron pifimo na

CYP3A4.%
Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i pii oxidaci substratu nifedipinu.** Kdezto bez
pfitomnosti cyt bs €i apo-cyt bs byla reakce extrémné pomald. Naproti tomu v pfipadé

substratu ethylmorfinu nemé piitomnost cyt bs nebo apo-cyt bs na katalyzu zadny vliv.*

40t A | . “r C
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Obr. 3. Stimulace (A) hydroxylace 6f-testosteronu a (C) oxidace nifedipinu
katalyzované CYP3A4. Katalyza v pritomnosti apo-cyt bs (A), cyt bs (m), bez pritomnosti
apo-cyt bs i cyt bs (0).%”
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Podle studie Guryeva a kolektivu stimuluje apo-cyt bs katalytickou aktivitu CYP3A4
diky pfesunu hemové skupiny z CYP3A4 na apo-cytochrom bs za vzniku cyt bs, ktery
umozni elektronovy pfenos. Vznik hemového cyt bs v reakéni smési byl potvrzen iontovou

chromatografii."*

Neni vSak ovéfeno, zda tento hem inkorporovany do apo-cyt bs pochazi opravdu
z CYP3A4 nebo jde o ¢ast hemu nahodné obsazenou v reakéni smési. Yamazakiho tymu pfi
feSeni tohoto problému poslouzil apomyoglobin, ktery mé vysokou afinitu k hemu
v roztoku a tedy vSechen pfitomny volny hem navaze do své molekuly. Bylo zjisténo, Ze
muze dojit k pfenosu pouhych 3 — 5 % hemu z CYP3A4 na apo-cyt bs. Toto mnozstvi vSak

nemiize zajistit stimulaci aktivity CYP3A4, kterou vykazuje b&zné pfi experimentech.*’

Mnoh¢é studie potvrdily, ze pro stimulaci Cinnosti nékterych CYP (CYP2A6,
CYP2AS, CYP2B6, CYP2C9 atd.) s danym substratem neni nutné zapotiebi pifitomnosti

49, 82, 83, 84
hemu vcytbs.”” ™ ™

Funkce apo-cytochromu bs, jeZ neni schopen elektronového
ptenosu pfi stimulaci systému CYP a NADPH:CYP reduktasy, se tak mize pravdépodobné

odehravat na trovni konformaénich zmén, které by mohl uplatiiovat i cyt bs.*”

1.4 Heterologni exprese

Vzhledem k obtiznosti sledovani mnohych procestt v podminkdch in vivo a
k nedostatku a naro¢nosti ziskani biologického materidlu z zivych organismil, a to
predevsim z lidské populace, byly navrzeny alternativni cesty k dosazeni téchto cilli, kterou

je 1 heterologni exprese.

Jde o metodu vyuZivanou v bunécné biologii a biochemii ke klonovani genil a
produkci proteinli, které se béZné¢ v daném hostiteli (recipientni buiice) nevyskytuji.
Geneticky material nesouci informaci o poZzadovaném proteinu mize byt do recipientni
buniky vnesen ve form¢ rekombinantni molekuly DNA jako plasmid, coz je mala
dvoufetézcova molekula DNA zcela nezavisla na bakteridlnim chromosomu.' Tato
rekombinantni DNA byva oznafovana také jako expresni vektor uréeny k produkci proteinti

¢i klonovaci vektor pro amplifikaci genti.
K tomuto ucelu jsou vyuzivany heterologni expresni systémy, které mohou byt
bakteridlniho, kvasinkového, hmyziho, savéiho ¢ jiného ptivodu.”® V této praci byl vyuzit

bakteridlni expresni systém kmene Escherichia coli. Tato bakterie se bézn¢ vyskytuje
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v lidskych stfevech a lze ji péstovat i v laboratornich podminkach. Replikace DNA a
dekodovani genetické informace v E. coli probihd stejnym zplisobem jako v lidskych
bunkach. Vyhoda expresniho systému E. coli spo¢iva v rychlém bunééném ristu. Pti 37°C
v aerobnich podminkach se béhem 20 — 25 min mnozZstvi bunék zdvojnasobi." > Vyznacuje
se také minimalnimi ndroky na rstové medium a vysokym podilem exprimovaného
proteinu®® v kratkém Gasovém useku. Je vhodny pro expresi prokaryotnich genti a genti
eukaryotnich, které nepodléhaji posttranslacnim Upravam, nebot E. coli nejsou schopny

téchto iprav. Nevyhodou je mozna sekrece proteinti do inkluznich t&lisek.®

1.5 Expresni vektor pET22b

Systém pET byl navrzen pro klonovani a exprese rekombinantnich proteind
v bakteridlnim kmenu E. coli. Plasmid pET22b m4 velikost 5493 bp a k transkripci cilového
genu vyzaduje pfitomnost T7 RNA polymerasy, jejiz gen se na chromosomalni DNA
bakterialnich bun¢k bézné nevyskytuje. Z tohoto diivodu byl do bakteridlniho chromosomu
integrovan lysogen bakteriofdga T7 jako profag DE3, ktery koduje gen pro
T7 RNA polymerasu. Pfed tento gen byl navic vloZen lac promotor, ktery po piidavku
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG) zahdji translaci genu T7 RNA polymerasy na
profagu DE3 hostitelské bunky genomovou E. coli RNA polymerasou. Produkovana
T7 RNA polymerasa zahajuje translaci cilového genu umisténého za T7 promotorem na
plasmidu pET22b. T7 RNA polymerasa je selektivni a vysoce aktivni, v pribéhu nékolika

hodin miize exprimovany protein tvofit vice nez 50 % vsech bilkovin v buiice.®”’

Ve vektoru pET22b je zabudovan i gen pro B-laktamasu, kterd zajist'uje rezistenci

buiiky vii¢i antibiotiku ampicilinu ptidavaného do kultivované kultury bungk.*

1.6 Restrikéni endonukleasy Xhol a Ndel

Pro ovéteni pifitomnosti cilového genu, v nasem ptipadé genu pro cytochrom bs,
v plasmidu pET22b se vyuziva $tépeni endonukleasami a nasledna agarosova elektroforéza.
Vzhledem k sekvenci nukleotidi ohranicujicich inzerty kodujici gen pro mikrosomalni a
erytrocytarni formu cytochromu bs byly pouzity endonukleasy Xhol a Ndel. Jedna se o
enzymy skupiny EC 3.1.21.4 patfici mezi restrikéni endonukleasy II. typu. Tyto

endonukleasy se za jistych podminek (dostatek Mg*" jako kofaktoru) vyznacuji schopnosti
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rozpoznat kratké specifické sekvence 4 — 8 nukleotidli v molekule DNA tzv. restrik¢ni
mista. V misté takovéto sekvence endonukleasa $tépi vazbu mezi fosfatem a deoxyribosou

nukleotidu.

Ndel ma charakteristické restrikéni misto v sekvenci 5°...CAYTATG...3" resp.
3"...GTATYAC...5" ¥

Pro endonukleasu Xhol je typické 3tépeni v sekvenci 5°...CYTCGAG...3" resp.
3"...GAGCT'C...5"*
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2 CILBAKALARSKE PRACE

Cytochrom bs se ve spolupraci s NADH:cytochrom bs reduktasou ¢i NADPH:CYP
reduktasou v organismech uplatiiuje jako jednoelektronovy pienasec, ktery je soucdsti
monooxygenasového systému (MFO systém).® Tento soubor monooxygenas se smi$enou
funkci hraje kliCovou roli pii biotransformaci xenobiotik, nebot’ katalyzuje inkorporaci
atomu kysliku do molekuly substratu ve formé hydroxylové skupiny a umozni tak jeho
snadng&jsi eliminaci z organismu.”' Cinnost cytochromu bs, jakoZto elektrontransferasy,
miZze vyznamné ovlivitovat katalytické reakce MFO, a proto je velmi dilezité se jim pfi

studiu MFO systému zabyvat.

Cilem bakalafské prace byla heterologni exprese lidské mikrosomalni (membranové)
a erytrocytarni (solubilni) formy cytochromubs v bakteridlnim kmenu bunék

Escherichia coli a jeji optimalizace.
V dalsi fazi vypracovani bakalaiské prace mély byt obé formy cytochromu bs
vhodnym postupem purifikovany, a to primarné jako apoprotein (apo-cyt bs) a posléze

holoprotein (cyt bs), ktery byl vedlejsim produktem této prace.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a material

3.1.1 Pristroje

Centrifugy: 5415 R (Eppendorf), Janetzki K70D (MLW), Allegro X-22R (Beckman
Coulter) s vykyvnym rotorem SX4250 a uhlovym rotorem F0630, minicentrifuga GmCLab
(Gilson), minicentrifuga pagnet, ultracentrifuga Optima™ LE-80K (Beckman Coulter)

s thlovym rotorem Ti 70

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

Elektroforetické aparatury: Hoefer™ miniVE vertical electrophoresis system (Amersham

Biosciences), MSMINI-10 Horizontal Multi Sub Mini Electrophoresis

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

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

Spektrofotometry: Diod Array 8453 (Hewllet-Packard), Spekol 11 (Carl Zeiss, Jena),
Spektromom 195D (MOM Budapest), Helios o (Thermo ELECTRON CORPORATION)

Ultrazvukovy homogenizator (sonikator): SONOPULS HD 3100 - slozen z generatoru
GM 3100, konvertoru UW 3100, standardniho rohu SH 70 G a ultrazvukové sondy TE 76
(BANDELIN)™

Vodni lazné: Julabo TW2 (JULABO Labortechnik GmbH), Julabo TW8 (JULABO
Labortechnik GmbH), GFL 1092 (MERCI)

Magnetické michacky: KMO2 basic (IKA-WERKE), HM2A (Laboratorni piistroje Praha)

Magnetickd michacka s ohfevem: Variomag Monotherm (H + P)

Ttepacky: Genius 3 orbital shaker IKA®*VORTEX), MS 2 Minishaker (IKA)

pH metr: model 370 (ATI Orion)
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Transiluminétor: DarkReader (Clare Chemical Research)

Drti¢ ledu: Solid JEGZUZO
Fotoaparaty: PowerShot A590 IS (Canon), DMC-LS65 (Panasonic)
Sbérace frakei: BioLogic BioFrac (BIO-RAD), model 2128 (BIO-RAD)

Peristaltickd pumpa: PP 05 (Laboratorni ptistroje Praha)

Kahan: Gasprofi2 SCS (VLD-TEC)

Laminarni box: Biohazard Box BIO 126 (Labox)

Sonikator: UC 005 AJ1 (Tesla)
Autoklav: Varioklav 400E, (H + P Labortechnik)

Ultrafiltracni cela: Amicon 8200 (Millipore)

Ohftivag blokti: LS1 (VLM GmbH)

Automatické pipety: BIOHIT, NichipetEX, makropipety Acura® 835

3.1.2 Chemikalie a material

Lach-ner s. r. 0., Ceska republika: dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO,), hydroxid
draselny (KOH), glycerol bezvody, kyselina octova 99% (HAc), chlorid draselny (KCI)

Lachema n. p. Brno, Ceska republika: uhli¢itan sodny (Na,COs3), vinan draselno-sodny,
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs), ethanol
(EtOH), pentahydrat siranu méd’natého (CuSO4.5H,0), persiran amonny (APS)

Serva  Electrophoresis, Némecko: N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin (TEMED),

isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), ampicilin (Amp), Coomassie Brilliant Blue
R-250 (CBB)

Sigma-Aldrich®, USA: Luria Agar medium, Luria Broth medium, cholat sodny, Brij® 35,
4,4’ -dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina (BCA), GenElute™ Plasmid MidiPrep Kit

Sevapharma, Ceska republika: hovézi sérovy albumin (BSA)

Fermentas, Kanada: Lambda DNA/EcoRI + HindIII marker 3 (564 — 21226 bp),

2-Log DNA Ladder (0,1 — 10,0 kb)
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New England BioLabs, USA: restrikéni enzymy Ndel (20000 U/ml) a Xhol (20000 U/ml),
pufr NEB4, BSA (100x koncentrovany, zasobni roztok BSA o koncentraci 100 mg/ml)

Roche Applied Science, USA: inhibitory proteas cOmplete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

Frontier Scientific, Inc., USA: chlorid heminu

Penta, Ceska republika: hydroxid sodny (NaOH)

Top-Bio, Ceska republika: DNA marker (155 — 970 bp)

Invitrogen, USA: SYBR® Safe DNA gel stain (10000x koncentrovany)

Fluka, Svycarsko: N,N-methylen-bisakrylamid (BIS), dodecylsulfat sodny (SDS)

Pharmacia, Svédsko: DEAE-Sepharosa CL-6B, Sephadex G-75

AppliChem, Némecko: 6-aminolevulova kyselina (6 -ALA)

Stratagene, USA: bakteridlni kmen E. coli BL-21 (DE3) Gold

Expresni plasmidy pET22b nesouci obé formy cytochromubs byly pfipraveny

Mgr. Terezou Halkovou v ramci jeji diplomové prace na katedfe biochemie PiF UK.

Standard mikrosomalniho cyt bs pro SDS-PAGE poskytla Bc. Monika Koberova a
standard erytrocytarniho cyt bs RNDr. Véra Cerna, Ph.D. V obou ptipadech se jednalo o

krali¢i formy téchto proteint.

3.2 Metody vyuzité pri reSeni bakalarské prace

Plasmidem pET22b uvadéném v nasledujicich kapitolach je minén plasmid, jehoz

soucasti je gen bud’ pro erytrocytarni cytochrom bs nebo mikrosomalni cytochrom bs.

3.2.1 Restrikce plasmidu pET22b endonukleasami Xhol a Ndel

Pied zahdjenim produkce lidského cytochromu bs byla dvoji restrikci plasmidu
pET22b ovéfena piitomnost inzertu s genem mikrosomalni a solubilni formy lidského

cytochromu bs.

Podminky pro Stépeni plasmidu pomoci endonukleas Xhol a Ndel byly pievzaty
z aplikace Double Digest Finder’' spole¢nosti New England BioLabs. Restrikce pET22b
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byla provedena za nasledujicich podminek — bylo pouzito 15 ul plasmidové DNA,
1 ulXhol, 1 plNdel, 2plpufru NEB4  (10x koncentrovany)”, 0,2 ul BSA

(100x koncentrovany). Objem byl dopInén sterilni destilovanou vodou na 20 pl.

Stépeni plasmidis probihalo po dobu 3hodin pii 37°C v inkubatoru
(IR 1500 Automatic CO, Incubator, Flow Laboratories).

Poté byla provedena agarosova elektroforéza pro vizudlni ovefeni piitomnosti

inzertl (viz kap. 3.2.7.1).
3.2.2 Amplifikace expresniho vektoru pET22b

3.2.2.1 Priprava agarovych ploten

Ptiprava agarovych ploten probihala v laminarnim boxu (Biohazard Box BIO 126,
Labox). Zasobni roztok sterilntho agaru, ktery byl pfipraven z20g Luria Agaru
rozpus$téného v 500 ml destilované vody a autoklavovan 20 min pti 121°C (Varioklav 400E,
H + P Labortechnik), byl zkapalnén zahfanim v mikrovlnné troubé. Do zkumavky falcon o
objemu 50 ml bylo odebrano potfebné mnozstvi agaru (tj. cca 10 ml agaru na jednu plotnu)
a po jeho castecném zchladnuti bylo pfiddano antibiotikum ampicilin do vysledné
koncentrace 100 pg/ml. Promichanim se ampicilin rovnomérné rozd¢lil do objemu agaru,
ktery byl po 10 ml nalit na sterilni plastové Petriho misky a zde po Uplném vychladnuti

ztuhnul.

3.2.2.2 Transformace kompetentnich bunék

Pro amplifikaci plasmidi nesoucich inzert s genem pro mikrosomalni a erytrocytarni
formu cytochromu bs byly pouzity buiiky E. coli DH5a. Pro heterologni expresi proteint
(cytochromt bs) byly transformovéany buiiky E. coli BL-21 (DE3) Gold.

Kompetentni buniky uchovavané pii -80°C byly ponechdny pomalu roztat na ledu.
Ke 100 pl bunék byly pfiddny 2 pl plasmidu nesouciho gen pro mikrosomdlni formu
cytochromu bs. Smés byla krouzivymi pohyby jemné promichdna Spickou pipety.
Nésledovala inkubace 30 minut na ledu. Poté byl proveden tepelny Sok
(z angl. ,,heat-shock®), ktery usnadiluje vstup plasmidi pfes membranu bunck do

cytoplasmy.® Pfi tepelném $oku byla smés bun&k a plasmidii vlozena do vodni 1azné (Julabo
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TW2, JULABO Labortechnik GmbH) o teploté 42°C po dobu 90 sekund v ptipad¢ bunck
DH50 a na 27 sekund v pfipadé bunck BL-21 (DE3) Gold. Poté byly buiky opét
inkubovany 2 minuty na ledu. K buitkdm byl pfidan trojnasobek jejich objemu LB media,
smés byla pipetou promichdna a inkubovana 1 hodinu pii37°C v inkubatoru (IR 1500
Automatic CO, Incubator, Flow Laboratories). Nésledn¢ byla smés v mikrozkumavce
centrifugovéana 30 s pti 6000 rpm (5415 R, Eppendorf) a byla odstranéna ¢ast supernatantu,
aby buniky po naneseni na plotny snadnéji pfilnuly k povrchu agaru. Pelety byly
resuspendovany ve zbytku LB media a sterilni mikrobiologickou hokejkou rozetfeny na
Petriho misky s tuhym médiem agarem s ampicilinem. Na miskach byly ponechany bakterie

rast v inkubatoru pii 37°C ptes noc do vytvoreni viditelnych kolonii.

Vzdy byl piipraven i kontrolni negativni vzorek, ktery obsahoval 100 pl

kompetentnich bunék s tim rozdilem, Ze misto plasmidu byly pfidany 2 pl sterilni vody.

Stejnym postupem byly transformovany bakterie plasmidem obsahujicim inzert

s genem pro erytrocytarni formu cytochromu bs.

3.2.2.3 Inokulace bakteridalniho riistovéeho média a kultivace E. coli DH5a

Do 100 ml sterilniho LB media v 500 ml Erlenmayerové baiice byl pfidan ampicilin
do vysledné koncentrace 100 ng/ml. Na agarové plotné pfes noc vyrostly okem patrné
kolonie buné€k, z nichz byla vybrana jedna vhodnéd kolonie, kterd byla pomoci sterilniho
paratka nasledujicim zptisobem pieockovana do LB media s ampicilinem. Do vyzihané
pinzety bylo uchopeno paratko, jehoz Spickou byla opatrné nabrana ¢ast kolonie z agarové
plotny, a celé paratko bylo vhozeno do Erlenmayerovy banky. Hrdlo i zatka banky byly
ozehnuty nad kahanem. Banka uzaviend zatkou z buniCité vaty, aby kultivace bunék
probihala v aerobnim prosttedi, byla umisténa ptes noc do vodni tfepaci lazn¢ (GFL 1092,

MERCI) o teploté 37°C a michana rychlosti 250 rpm.

Plotny byly utésnény parafilmem a uchovany v lednici pii 4°C pro dalsi pouziti.

3.2.3 Purifikace plasmidu pET22b pomoci komeréniho kitu MidiPrep

Pii izolaci plasmidové DNA bylo postupovano podle navodu spolecnosti

Sigma-Aldrich® pro produkt GenElute™ Plasmid MidiPrep Kit, ktery byl k izolaci pouzit.**
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Z namnoZenych bunék o optické denzit€é ODggy blizké hodnoté 2 bylo odebrano
80 ml kultury a rozdeleno do dvou zkumavek falcon o objemu 50 ml. Toto mnozstvi bylo
urcéeno ze vztahu 80/0ODggo. JelikoZ se jedna o plasmid s nizkym poctem kopii, bylo pouzito

dvojnasobné mnozstvi spoctené kultury.

Buiiky byly sklizeny centrifugaci. Béhem centrifugace (Allegro X-22R, Beckman
Coulter, vykyvny rotor SX4250) pti 3901 xg po dobu 10 min se na dn¢ zkumavky usadily
buriky a supernatant tvofeny LB mediem byl odstranén. Zkumavky staly 2 min v pfevracené

poloze, aby odtekly i posledni kapky LB media ulpéné na sténach zkumavek.

Pelety byly rozmichany v 1,2 ml resuspendacniho roztoku obsahujiciho RNAsu A,
50 mM Tris-HCl a 25 mM EDTA az do vzniku homogenniho roztoku, spojeny a preneseny
do centrifugacnich kyvet typu Oak Ridge. Déle bylo do smési ptidano 1,2 ml lyza¢niho
roztoku obsahujictho SDS a NaOH umoznujici otevieni bun¢k a uvolnéni cytosolu do
prostfedi. Roztok byl ihned 8x opatrné promichan pievracenim a po cca 4 min bylo do
kyvet ptidano 1,6 ml roztoku pro neutralizaci, jehoZ slozeni vyrobce neuvadi, a opétovné
jemné promichano prevracenim. Zbytky bunéénych membran, proteiny, lipidy atd. byly po
centrifugaci (Allegro X-22R, Beckman Coulter, thlovy rotor F0630) pii 15000 xg po dobu

15 min obsazeny v peleté. Plasmidova DNA byla sou¢asti supernatantu.

Do zkumavky o objemu 15 ml byla vloZena kolona dodavand vyrobcem pro vazbu
plasmidové DNA. Nosi¢ kolony bylo nutno pfed pouzitim promyt 3 ml roztoku na ptipravu
kolony a tekutinu odstranit centrifugaci (Allegro X-22R, Beckman Coulter, vykyvny rotor
SX4250) pti 3901 xg 2 min.

Supernatant obsahujici plasmidovou DNA byl nanesen na kolonu umisténou v 15 ml
zkumavce a centrifugovan (Allegro X-22R, Beckman Coulter, vykyvny rotor SX4250) pfi
3901 xg 2 min kvili odstranéni pfebytecné kapaliny. Pro odstranéni soli z priibchu izolace
byla kolona promyta 3 ml promyvaciho roztoku obsahujiciho NaCl a Tris-HCI, ktery byl
pfed prvnim pouzitim izolacni sady smichan s ethanolem. Roztok byl odstranén centrifugaci
za vySe uvedenych podminek. Abychom si byli jisti, Ze veSkery promyvaci roztok byl
z kolony odstranén, byla znovu provedena centrifugace pii 3901 xg 1 min. Plasmid byl
z kolony eluovan 1 ml MQ sterilni vody predehiaté na 65°C v ohfivaci blokd (LS1, VLM

GmbH) s naslednou centrifugaci pti 3901 xg, 5 min do nové, sterilni zkumavky. Ziskany
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plasmid byl alikvotovan po 200 pl do mikrozkumavek a ulozen v -20°C. VSechny kroky

izolace probihaly pfi laboratorni teploté.

Cistota a koncentrace plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky

(viz kap. 3.2.7.4).

Aby byla dokdzana ptitomnost plasmidii v izolovanych roztocich a predevsim
pfitomnost inzerti pro gen erytrocytarni a mikrosomalni formy cytochromu bs
v izolovanych plasmidech pET22b, bylo provedeno §tépeni plasmidii (postup v kap. 3.2.1) a

nasledna agarosova elektroforéza (kap. 3.2.7.1).

3.2.4 Exprese cytochromu bs probihajici pri 37°C

Cilem takto provedené exprese byla snaha ziskat znacny podil apoproteinové formy

cytochromu bs.

Do ¢ty sterilnich Erlenmayerovych ban€k o objemu 21 bylo pfipraveno 500 ml
LB media rozpusténim 12,5 g Luria Broth v 500 ml destilované vody. Banky byly uzavieny
zatkami z buniCité vaty, které byly piekryty alobalem, a sterilizovany v autoklavu

(Varioklav 400E, H + P Labortechnik) pti 121°C po dobu 20 min.

K LB mediu v banikach byl pfidan ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml a
baiikky byly na 15 min umistény do inkubatoru (ORBI-SAFE TS NetWise, Gallenkamp)
vyhtatého na 37°C, aby LB medium doséhlo teploty, pfi niz bude probihat rist bunek.

Na kazdou plotnu s narostlymi koloniemi bun¢k E. coli BL-21 (DE3) Gold
inkubovanymi pfes noc (viz kap.3.2.2.2) byl pfidin 1 ml LB media s Amp, jehoz
koncentrace v LB mediu byla 100 pg/ml. Sterilni hokejkou byly kolonie na agarové plotné
pfevedeny do pfidaného LB media a 400 ul takto vzniklé suspenze bylo pouZito
k zaockovani pfedehiatého LB media s Amp v Erlenmayerovych bankach. Z jedné plotny
tak byly inokulovany dvé LB media s Amp. Rist bunék probihal v inkubatoru (ORBI-SAFE
TS NetWise, Gallenkamp) pti 37°C a 200 rpm. Kazdou hodinu byly odebirdny vzorky o
objemu 1 ml, u nichz byla stanovena optickd denzita pfi 600 nm na spektrofotometru
(Spekol 11, Carl Zeiss Jena). Vzorky byly méteny v kyvetach o optické draze 0,998 cm
proti LB mediu s Amp (100 pg/ml). Tyto vzorky =z pribéhu kultivace bunék byly
centrifugovany (5415 R, Eppendorf) 3 min pti 6000 rpm. Bunky E. coli BL-21 (DE3) Gold
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v pelet¢ byly po odstranéni supernatantu rozmichany ve 100 pl sterilni vody a uchovéany
pfti -20°C.

Exprese cyt bs byla indukovéna pfidavkem isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu
(IPTG) pti dosazeni ODgpo~1 u bunek nesoucich gen pro mikrosomalni cytbs a
ODggo = 0,8 pro erytrocytarni cyt bs. IPTG bylo pfidano v takovém mnozstvi, aby jeho
koncentrace v suspenzi inkubovanych bunék byla 0,5 mM. Exprese probihala taktéz
pii37°C.

Po 4 h od indukce byla exprese ukoncena, suspenze E. coli BL-21 (DE3) Gold
rozdélena do cetrifugacnich kyvet a odstfedéna 20 min pfi 3000 rpm (Janetzki K70D,
MLW). Supernatant byl odstranén a pelety byly resuspendovany v 5 ml resuspendacniho
pufru (10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,7). Stejné frakce zkyvet byly spojeny,
preneseny do zkumavky falcon (50 ml) a vysledny objem byl resuspendacnim pufrem
upraven na 35 ml. Buinky BL-21 (DE3) Gold s exprimovanym mikrosomalnim a
erytrocytarnim cyt bs byly uchovany v -20°C.

K posouzeni miry produkce cytochromu bs byla ze vzorkid odebiranych v pribéhu

produkce provedena SDS elektroforéza (kap. 3.2.7.2).

3.2.4.1 Exprese cytochromu bs pii 27°C za pFitomnosti 6-aminolevulové kyseliny

Ukolem exprese pii nasledujicich podminkach byla produkce vétsiho podilu
holoproteinu cytochromu bs pro purifikaci nez pti expresi v kap. 3.2.4, kde byl naopak pro

purifikaci Zadouci vétsi podil apoproteinu cytochromu bs.

Pti produkci mikrosomalniho a erytrocytdrniho cyt bs bylo postupovano podobné
jako v predeslé kapitole 3.2.4 s tim rozdilem, Ze byla provedena v polovicnim mnoZstvi
LB media (tj. 1 x 500 ml pro buiiky nesouci gen kodujici mikrosomélni cyt bs a 1 x 500 ml
pro erytrocytarni cyt bs). Pfi ODggo = 1 bunc€k s mikrosomalnim cyt bs a ODggo = 0,8 bunck
s erytrocytarnim cyt bs bylo do suspenze bunék ptidano takové mnozstvi 6-ALA, aby jeji
vysledna koncentrace v suspenzi byla 0,5 mM. Exprese cytochromil bs byla zahdjena ihned
po ptidavku 6-ALA ptidanim IPTG do vysledné koncentrace v suspenzi bunék 0,01 mM.
Soucasné s ptidavkem IPTG byla teplota exprese sniZzena na 27°C. U vzorkil odebiranych

v pritbéhu kultivace i exprese byla zmétena ODggg a provedena SDS-PAGE.
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3.2.5 Purifikace lidského mikrosomalniho apo-cytochromu bs a cytochromu bs

Veskeré postupy uvedené v této kapitole probihaly v chladové mistnosti pii 5°C.
Vyjimkou byly prace vyzadujici manipulaci s pfistroji, jejichz pfitomnost v chladové

mistnosti neni zadouci napf. centrifugy, spektrofotometry, sonikator, atd.

3.2.5.1 Ultrazvukova lyza bunék BL-21 (DE3) Gold

Suspenze buné€k, u nichz byl cytochrom b5 exrimovan pro 37°C, byla vytazena
z-20°C a ponechana rozmrznout pii laboratorni teploté. V 1,5 ml resuspendacniho pufru
(10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, pH 7,7) byla sonikaci (UC 005 AJ1, Tesla) rozpusténa
jedna tableta inhibitord proteas (cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets).
Roztok inhibitorh proteas byl pfidan k rozmraZzenym bunkam. Buiiky byly rozruSeny
pouzitim sonikatoru (SONOPULS HD 3100, sonda TE 76 o vykonu 40 W) v 9-ti
sonikacnich periodéch, z nichz kazda trvala 2,5 min. Mezi periodami byl udrzovan odstup
6 min. Pfi sonikaci jsou bunééné stény a membrany rozruSovany ultrazvukovymi vibracemi
ze sondy, kterd vzhledem k velkému pracovnimu vykonu generuje do okoli teplo, coz by
mohlo vést k denaturaci protein.”> Z tohoto divodu byly buiiky béhem sonika¢nich period
chlazeny v kadince s vodou a ledem a mezi jednotlivymi periodami byly drzeny v ledové

tristi.

3.2.5.2 Izolace membranové frakce bunék

Pro ziskdni membranové frakce bun€k byla pouzita metoda diferencialni

centrifugace.

Nejprve byl bunéény lyzat centrifugovan (Allegro X-22R, Beckman Coulter,
vykyvny rotor SX4250) pfi nizsich otackach 4500 rpm, 15 min pii 4°C. Tim bylo docileno
oddé¢leni nerozbitych bunék a jejich zbytkt, které byly po centrifugaci obsazeny v peleté, od
bunééného cytosolu uvolnéného do roztoku pfi sonikaci. Soucasti cytosolu byl také cyt bs

ukotveny ve frakcich bunééné membrany.

Druhym krokem byla centrifugace pii vysSich otd€kach. Supernatant rozdéleny do
dvou polykarbonovych ultracentifugacnich kyvet (26,3 ml, 25 x 89 mm) byl odstfedén pfti
60000 rpm, 75 min pii 4°C na ultracentrifuze (Optima™ LE-80K, Beckman Coulter, thlovy

rotor Ti 70). Pisobenim tak vysoké odstiedivé sily sedimentuje na dno kyvety mimo jiné 1
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membranova frakce s cyt bs. Leh¢i molekuly jako jsou proteiny, lipidy, inhibitory proteas,

nukleové kyseliny atd. ziistavaji v supernatantu.”

Peleta byla pfenesena do 20 ml homogenizatoru a homogenizovana v 25 ml
resuspenda¢niho pufru (10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 7,7)

v chladové mistnosti pti 5°C. Homogenat byl uchovan v -20°C ve zkumavce falcon (50 ml).

3.2.5.3 Solubilizace

Cilem solubilizace bylo uvolnit membranovy protein cyt bs z membran. Molekuly
detergentl rozpoustéjici se v lipidovych membranach narusuji jejich integritu a umoziuji

~_or : o 4
uvolnéni proteint.

Ve vzorku membranové frakce byla stanovena koncentrace proteinit metodou BCA

popsanou v kap. 3.2.7.3.

Membranova frakce byla nafedéna resuspenda¢nim pufrem (10 mM KH,POs,,
1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 7,7) tak, aby koncentrace stanovenych proteinil

v homogenatu byla 3 mg/ml.

Nafedény homogenat v Erlenmayerové bafice byl solubilizovan pfidanim smési
potfebného mnozstvi detergentli 10% (w/v) Brij 35 a 10% (w/v) cholatu sodné¢ho v poméru
1 mg kazdého detergentu na 1 mg proteinti. Detergenty byly piiddvany po kapkach.
Solubilizace byla provdadéna 2 hod a po celou dobu byl solubilizat chlazen ledem za

neustalého michdni na magnetické michacce (Variomag Monotherm, H + P).

Solubilizat byl rozdélen do dvou ultracentrifugacnich kyvet (26,3 ml, 25 x 89 mm),
kyvety byly resuspenda¢nim pufrem (10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20 % (v/v) glycerol,
pH 7,7) doplnény na maximalni objem, vyvazeny a odstfedény na ultracentrifuze (Optima™
LE-80K, Beckman Coulter, thlovy rotor Ti 70) 75 min, pii 60000 rpm a 4°C. Jak jiz bylo
uvedeno v kap. 3.2.5.2, nesolubilizované membrany pfi této odstredivé sile sedimentuji a

uvolnéné proteiny zistavaji v supernatantu.
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3.2.5.4 Purifikace cytochromu bs iontové vvménnou chromatografii

3.2.5.4.1 PRIPRAVA NOSICE DEAE-SEPHAROSY CL-6B

K purifikaci cytochromu bs byla vyuZita ionexova chromatografie na nosici
DEAE-Sepharosy CL-6B. Jednd se oanex, zasadity =zesitovany agarosovy
nosi¢, na né&jz jsou kovalentné¢ vazény ionizovatelné¢ skupiny diethylaminoethylu
(DEAE, -CH,CH,N"H(CH,CHs),) >/, které umoziiuji déleni kyselych ¢&ili negativné nabitych

proteind.”

Asi 100 ml nosice DEAE-Sepharosy CL-6B uskladnéného v 20% (v/v) EtOH bylo
pfipraveno k pouziti promytim v 3 x 300 ml destilované vody, 1x 200 ml cyklizaéniho
pufru (1 M KH,PO,4, pH 7,7) a dale ve 200 ml cykliza¢niho pufru, vnémz byl nosi¢
ponechan pres noc. Nasledovalo odmyti cyklizacniho pufru 3 x 300 ml destilované vody.
Pfed nanesenim do kolony byl nosi¢ rozmichan ve 100 ml nalévacitho pufru
(20 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 7,7). Pfiprava nosice byla
provedena v kédince a po usazeni nosice byla kapalina odstraiiovana vyvévou. Nosi¢ byl po

celou dobu pfipravy uchovavan v chladové mistnosti pti 5°C.

Asi 60 ml nosi¢e v nalévacim pufru bylo pfeneseno do kolony (sloupec nosice
1,8 x 22 cm) a ponechdno usadit. Pied zahajenim vlastni separace proteinti byla provedena
ekvilibrace kolony 300 ml ekvilibra¢niho pufru (20 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v)
glycerol, 0,6% (v/v) Brij 35, pH 7,7).

3.2.5.4.2 SEPARACE PROTEINU IONEXOVOU CHROMATOGRAFIi NA DEAE-SEPHAROSE

Solubilizdt o objemu cca 54 ml byl nanesen na kolonu. Soucasné s naniSenim
supernatantu byly jimany frakce (sbéra¢ frakci BIO-RAD, model 2128) o objemu 8 ml pfii
rychlosti pritoku 0,8 ml/min. Proteiny, jejichZ vysledny naboj byl pfi pH 7,7 zéporny tedy
icyt bs, se vazaly na anex kolony. Ostatni proteiny s nosi¢em neinteragovaly a prostupovaly

plynule kolonou.

Po naneseni supernatantu byla kolona promyvana ekvilibratnim pufrem
(20 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 0,6% (v/v) Brij 35, pH 7,7), dokud
nebyly z kolony vymyty proteiny nevazajici se na anex. Pfitomnost proteinil ve vytékajicich

frakcich byla ovéfovana pribéznym méfenim absorbance pifi 280 nm (Helios o, Thermo
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ELECTRON CORPORATION). Jakmile se absorbance ve frakcich pti 280 nm piiblizila
nulové hodnoté a dale jiz neklesala, byla zahajena eluce cyt bs linedrnim gradientem iontové

sily.

Pfi ménicim se sloZeni elu¢niho roztoku dochazi k postupnému uvoliiovani proteint
z povrchu nosice, coZ je zpusobeno odlisSnou vazebnou afinitou jednotlivych molekul

proteinti k nosici kolony.

Aparatura k eluci byla sestavena ze dvou kadinek sroztoky o slozeni 0 mM a
400 mM KCI1 v ekvilibracnim pufru (20 mM KH,PO,4, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol,
0,6% (v/v) Brij 35, pH 7,7), kazd4d o objemu 300 ml. Kédinky byly propojeny a kadinka
o nulové pocatecni koncentraci KCl byla pfes peristaltickou pumpu (PP 05, Laboratorni
pfistroje Praha) spojena skolonou. Béhem gradientové eluce byly roztoky michany
(Variomag Monotherm, H + P). Byly sbirany frakce (sbéra¢ frakci BIO-RAD, model 2128)
o objemu 13 ml, u nichZz byla proméfena absorbance (Helios o, Thermo ELECTRON
CORPORATION) pfti 280 nm, coz je vinova délka typické pro absobéni maximum proteint,
a 413 nm, pfi niz vykazuji absorbéni maximum hemoproteiny. Na zéklad¢ elu¢niho profilu,
tj. zavislosti absorbance na objemu pufru proslého kolonou, byly vybrany frakce s vysokym
obsahem proteinli, unichz byla pfitomnost a ¢istota cytbs oveéfena SDS-PAGE

(kap. 3.2.7.2).

3.2.5.4.3 ULTRAFILTRACE ROZTOKU CYT bs A APO-CYT bs

Podle vysledki elektroforézy na polyakrylamidovém gelu byly vybrany frakce
s dostatecnou Cistotou cyt bs. Navic byly tyto frakce na zékladé rozdilnych absorbanci pii
413 nm rozdéleny na frakce obsahujici apo-cyt bs a cyt bs. Frakce, které absorbovaly pfi
280 nm i pfi 413 nm, obsahovaly hem a jedna se tedy o holoprotein cyt bs. Frakce
absorbujici pfi 280 nm, ale nikoliv pfi 413 nm, byly prohlaSeny za frakce
apo-cytochromu bs. Frakce obsahujici apo-cyt bs byly spojeny a zahu$tény ultrafiltraci
(Amicon 8200, Millipore) na membranovém filtru PM 10 v dusikové atmosféte z ptivodnich
70 ml na objem 25 ml. Stejné tak i frakce cytochromu bs byly spojeny a zahustény ze 70 ml
na 25 ml. Zahusténé roztoky apo-cyt bs a cyt bs byly v dalSich krocich zpracovavany zcela

oddélené.
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3.2.5.4.4 ELIMINACE SOLI DIALYZOU

Nasledné byly zahu$téné roztoky apo-cyt bs a cyt bs pfes noc dialyzovany, kazdy
proti 21 dialyzacniho pufru (15 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol,
0,3% (v/v) Brij 35, pH 7,7) za neustalého michani (Variomag Monotherm, H + P). Pii
dialyze byly z roztokl z velké ¢asti odstranény ionty soli KCI, které se ve velkém mnozstvi
dostaly do roztoku pfi eluci gradientem. Malé ionty soli difundovaly do dialyza¢niho pufru
pfes pory polopropustné membrany dialyza¢niho stfivka, zatimco velké makromolekuly

cytochromu bs malymi pdry neprosly.

3.2.5.4.5 ELIMINACE DETERGENTU Brij 35 IONEXOVOU CHROMATOGRAFI{

K této ionexové chromatografii bylo pfikroceno z divodu odstranéni detergentu
Brij 35 z dialyzath apo-cyt bs a cyt bs. Detergent Brij 35 je neiontovym detergentem, tudiz
pfi chromatografii nebude vykazovat afinitu vic¢i anexovému nosi¢i DEAE-Sepharosy

CL-6B a je mozno jej odstranit promyvanim kolony.

Dialyzaty apo-cytbs a cytbs byly 2xnafedény resuspenda¢nim pufrem
(10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 7,7) a pro dalsi ptecisténi byly
znovu naneseny na noveé pripravené a pufrem (15 mM KH,POs, 1 mM EDTA,
20% (v/v) glycerol, 0,1% (v/v) cholat sodny, pH 7,7) ekvilibrované kolony s nosicem
DEAE-Sepharosy CL-6B (nosi¢ v kolonach vytvofil sloupec 1,2 x27 cm a 1,2 x 24 cm).
Redény dialyzat apo-cyt bs byl na kolonu nanaSen rychlosti 0,3 ml/min a dialyzat cyt bs
rychlosti 0,2 ml/min. Kolony byly promyvény nejprve 100 ml ekvilibraéniho pufru
(15 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, 0,1% (v/v) cholat sodny, pH 7,7) a
poté 150 ml elu¢niho pufru (200 mM KH,PO,4, 200 mM KCI, 1 mM EDTA, 20% (v/v)
glycerol, pH 7,7) o vysoké koncentraci soli, které sniZily vazebnou afinitu cytochromi
k nosici a eluovaly je izokraticky z kolon. Béhem celé chromatografie sbérace (sbéra¢ frakci
BIO-RAD, model 2128) jimaly frakce o objemu cca 3 ml jak u kolony s apo-cyt bs, tak u
kolony s cyt bs.

3.2.5.4.6 ELIMINACE DETERGENTU CHOLATU SODNEHO DIALYZOU

U frakei z obou kolon byly na spektrofotometru (Helios o, Thermo ELECTRON
CORPORATION) zmeéfeny absorbance pii vlnovych délkach 280 nm a 413 nm. Byly
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sestaveny elucni profily, podle nichz byly vybrany frakce obsahujici apo-cyt bs a cyt bs.
Frakce obsahujici apo-cyt bs byly spojeny (16 ml) a pfeneseny do dialyzacniho stfivka.
Spojené frakce byly pies noc dialyzovany proti 2 I dialyzacnimu pufru (50 mM KH,POs,,
20% (v/v) glycerol, pH 7,7). Stejné bylo postupovano i u frakei obsahujicich cyt bs (18 ml).
Pti této dialyze byl odstranén detergent cholat sodny. Jedna se o iontovou slouceninu, sil
kyseliny zlu€ové, ktera difunduje pres pory dialyzacniho stiivka. Oproti tomu detergent
Brij 35 majici dlouhy polyoxyethylenovy fetézec, ktery znesnadnuje priichod pory, nebylo

mozné dialyzou odstranit.

Dialyzaty apo-cyt bs a cyt bs byly zahustény na vysledny objem cca 2 ml filtraci ptes
membranu s molekularni selektivitou (MWCO) 10,000 vloZenou ve zkumavce falcon
(50 ml) na centrifuze (Allegro X-22R, Beckman Coulter, vykyvny rotor SX4250) pii
4500 RPM, 4°C za 30 min. Vysledné preparaty Cistého apo-cyt bs a cyt bs byly rozd¢leny
po 200 pl alikvotech do mikrozkumavek o objemu 500 pl a uloZzeny do -80°C. U takto
ziskanych finalnich produkt byla stanovena koncentrace proteind (kap. 3.2.7.3),
koncentrace  cytochromu bs  (kap. 3.2.7.5,3.2.7.6) a jejich Cistota  ovéfena

SDS elektroforézou (kap. 3.2.7.2).

3.2.5.4.7 REGENERACE NOSICE

Nosi¢ DEAE-Sepharosy CL-6B ze vSech kolon byl regenerovan promytim nosice ve
250 ml 1 M KCl, 250 ml 0,5 M NaAc o pH 3, 250 ml 0,5 M NaOH a 250 ml destilované
vody. Nosi¢ byl déle rozmichan v 250 ml 0,5 M NaAc, pH 3. Kyselina byla odmyta
3 x 250 ml destilované vody a poté byl nosi¢ promyt v 2 x 250 ml 20% (v/v) EtOH. Nosi¢
byl rozmichdn v 200 ml 20% (v/v) EtOH, pfelit do PE lahvicky a skladovan pfi teploté 5°C.

3.2.6 Izolace lidského erytrocytarniho apo-cyt bs a cyt bs

Izola¢ni postupy byly provadény v chladové mistnosti pii 5°C.

3.2.6.1 Ultrazvukova lyza bunék BL-21 (DE3) Gold

Bunky byly lyzovany postupem uvedenym v kapitole 3.2.5.1 s tim rozdilem, ze
degradace bunéénych stén a membran byla provedena v 6-ti sonikacnich periodach, z nichz

kazda trvala 1,5 min. Nerozbité buiiky byly odstranény centrifugaci (Allegro X-22R,
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Beckman Coulter, vykyvny rotor SX4250) pti 4500 rpm, 15 min pfi 4°C. Supernatant byl

nanesen na kolonu DEAE-Sepharosy.

3.2.6.2 Purifikace erytrocytarniho apo-cyt bs a cyt bs chromatografickymi metodami

3.2.6.2.1 DELENIi PROTEINU IONEXOVOU CHROMATOGRAFII NA NOSICI DEAE-SEPHAROSY

Nosi¢ kolony DEAE-Sepharosa CL-6B byl pfipraven promytim v roztocich
o trojnasobném mnozstvi svého objemu. Byl 3xpromyt v destilované vodé,
1 x v cyklizaénim pufru (I M KH,PO,4, pH 8), opét 1x v cyklizaénim pufru pfes noc a
3x v destilované vod¢. Piipravena DEAE-Sepharosa CL-6B byla vnesena do kolony
(sloupec nosice 1,8 x 24 cm) a ekvilibrovana 250 ml ekvilibra¢niho pufru (10 mM KH,PO,,
1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 8).

Supernatant o objemu 40 ml z kapitoly 3.2.6.1 byl nanesen na kolonu s rychlosti
pratoku 0,5 ml/min. Sbérace jimaly frakce o objemu 4 ml. Dalsi postup separace proteint
chromatografickym délenim na anexu byl totozny spostupem uvedenym
v kapitole 3.2.5.4.2. Lisilo se pouze slozeni pufri. V tomto ptipadé byl pouzit ekvilibracni
pufr o slozeni 10 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 8 a pufry pro
gradientovou eluci se slozenim OmM a 400mM KCl v ekvilibratnim pufru
(10 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 8). Pfi eluci linedrnim gradientem

byla rychlost priitoku nastavena na 1 ml/min a byly jiméany frakce o objemu 7 ml.

Dale bylo postupovano podle kapitoly 3.2.5.4.3. Frakce cytochromt bs byly na
zaklad¢ své Cistoty a obsahu proteini dle SDS-PAGE spojeny a zahustény. Roztok
apo-cyt bs byl zkoncentrovan z 35 ml na cca 3 ml a cyt bs z 56 ml na cca 1,3 ml.

3.2.6.2.2 SEPARACE PROTEINU GELOVOU FILTRACI NA NOSICI SEPHADEX G-75

Z SDS elektroforézy provedené v kapitole 3.2.6.2.1 bylo patrné, Ze frakce
apo-cyt bs i cyt bs jsou znecistény proteiny o vyrazné vyssi molekulové hmotnosti, nez maji
cytochromy bs. Proto k dalsi purifikaci cytochromi bs byla zvolena metoda, kterd umozni
separaci molekul o vyrazné€ se liSicich molekulovych hmotnostech, tedy gelova filtrace. Pti

gelové filtraci se mensi molekuly dostdvaji do porézni gelové stacionarni faze a jejich
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prachod je tak vici prichodu molekul o vyssi molekulové hmotnosti, které se do pori

gelového nosice nevejdou, mnohem pomalejsi.

Sephadex G-75 je oznaCeni pro epichlorhydrinem zesitovany dextran,”' ktery

umoziuje déleni latek o molekulovych hmotnostech v rozsahu 3 — 80 kDa*’.

Suspenze gelu Sephadex G-75 uchovavana v destilované vodé s azidem pii 5°C byla
vnesena do kolony. Po usazeni gelu byla kolona promyvana 100 ml ekvilibracniho pufru,
¢imz byl z kolony eluovan azid a jiné necistoty. Kolona tak byla pfipravena k separaci

latek.*

Zahu$tény roztok apo-cyt bs naneseny pipetou na nosi¢ kolony byl ponechén
vsaknout do gelového nosice (sloupec nosice 1,1 x 42 cm). Gel byl prevrstven 0,5 ml
ekvilibracniho pufru a po vsdknuti znovu 1 ml Kolona byla pfipojena k rezervoaru
s ekvilibracnim pufrem (10 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, 20% (v/v) glycerol, pH 8) a byla
Jim promyvana rychlosti 0,14 ml/min. Eluat byl jiman po cca 2,5 ml do zkumavek sbéracem
frakci (sbéra¢ frakci BIO-RAD, model 2128). Sbéra¢ byl umistén v poloviné vysky
gelového nosice a rezervoar v urovni horni vrstvy nosice, ¢imz bylo zabranéno deformaci
nosi¢e hydrostatickym tlakem.*> *' Ze zméfené absorbance (Helios o, Thermo ELECTRON
CORPORATION) pii 280 nm a 413 nm frakci eluatii a z objemu pufru proslého kolonou
byl zkonstruovan elu¢ni profil, podle n&jz byly vybrany frakce k ovéfeni Cistoty apo-cyt bs

SDS elektroforézou.

1,3 ml koncetrovan¢ho roztoku cyt bs bylo purifikovano gelovou filtraci stejnym
postupem jako apo-cyt bs. Na zakladé SDS-PAGE byly vybrany dostatecné purifikované
frakce cyt bs, spojeny a zahu$tény na membrané s molekularni selektivitou 10,000 ve
zkumavce falcon (50 ml) Millipore centrifugaci pii 4500 rpm a 4°C na vysledny objem
cca 1,8 ml. Tento koncentrat cyt bs byl rozdélen do mikrozkumavek po 200 pl a uchovan
v -80°C.

Z SDS-PAGE frakci apo-cyt bs bylo patrné, ze separace proteinii neprobéhla
idealné. Ziskani purifikovaného apo-cyt bs bylo totiz dosazeno jen v nékolika frakcich. Jiné
frakce obsahujici apo-cyt bs byly vyrazné€ znecistény proteiny o vyssi molekulové hmotnosti.
Proto byly tyto znecisténé frakce spojeny, zahuStény utrafiltraci z 9 ml na 600 pl a znovu
purifikovany gelovou filtraci (sloupec nosice 1,1 x 50 cm). SDS elektroforézou byla zjisténa

mira Cistoty nové ziskanych frakci apo-cyt bs. Cisté frakce apo-cytbs byly spojeny,
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zahu$tény ultrafiltraci na cca 1 ml, alikvotovany po 200 pl a uloZeny v -80°C. U takto
ziskanych findlnich produkti byla stanovena koncentrace proteind (kap. 3.2.7.3),
koncentrace  cytochromu bs  (kap. 3.2.7.5, 3.2.7.6) a jejich Cistota ovéfena

SDS elektroforézou (kap. 3.2.7.2).
3.2.7 Kvantifika¢ni a verifika¢ni metody

3.2.7.1 Agarosovd elektroforéza

Agarosova elektroforéza patii k separacnim metodam, jejichz principem je pohyb
nabitych molekul v elektrickém poli. Nukleové kyseliny se vyznacuji zdpornym nabojem na
svych fosfatovych skupindch, coz umoziuje jejich pohyb v elektrickém poli smérem ke
kladn€¢ nabité elektrodé. Rychlost pohybu nukleovych kyselin v gelu se oznacuje jako
elektroforeticka pohyblivost, pfi¢emz mensi molekuly maji vyssi pohyblivost, nebot’ snadnéji
a tedy 1 rychleji prostupuji gelem. Informaci o velikosti zkoumané kyseliny lze ziskat
porovnanim pohyblivosti této kyseliny o nezndmé velikosti s pohyblivosti kyselin o zndmé

velikosti — se standardem.”

Agarosova elektroforéza byla provedena pro vizudlni ovéfeni pfitomnosti inzert

v pouzivanych plasmidech.

Vzhledem k pedpokladané délce inzertd 431 bp' (0,431 kb) pro mikrosomalni
formu a 323 bp"” (0,323 kb) pro erytrocytdarni formu byl pfipraven gel obsahujici
1,5% (w/v) *° agarosu ve 40 ml 1x koncentrovaného TAE pufru, ktery byl piipraven ze
zasobniho roztoku 50x koncentrovaného TAE pufru (2 M Tris, 1 M HAc, 50 mM EDTA).

Suspenze 0,6 g agarosy pro mensi gel ¢i 0,9 g pro vétsi gel v 1x koncentrovaném
TAE pufru byla zahfivana v mikrovlnné troubé za obfasného michani aZz do vzniku ¢irého
roztoku. Nasledné byl roztok doplnén timtéZz pufrem na plvodni objem 40 ml ¢i 60 ml,
ktery se béhem ohfevu z¢asti odpafil. Po ochlazeni bylo do gelu pfimichano barvivo
SYBR"” Safe DNA gel stain v poméru 1:10000, které putuje gelem proti migrujicim
nukleovym kyselindm a zabudovava se do jejich struktury. Do horizontalni elektroforetické
vany byl nalit gel, do n&jz byl zasunut hieben pro vytvotreni jamek slouZzicich k naneseni

vzorkil. Po cca 30 minutach, béhem kterych gel ztuhl, byl hfeben vyndan. Vana s gelem byla
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pfenesena do elektroforetické aparatury MSMINI-10 (Horizontal Multi Sub Mini
Electrophoresis) a pfevrstvena 1x koncentrovanym pufrem TAE.

Do jamek byly naneseny vzorky fedéné 5x koncentrovanym vzorkovym pufrem
(40% (w/v) sacharosa, 0,1% (w/v) bromfenolovd modi) tak, aby vysledny objem v jamce
¢inil 25 pl. Jako DNA standardy byly pouzity:

e 2-Log DNA Ladder (0,1 — 10,0 kb)
e DNA marker TopBio (155 — 970 bp) o objemu 2 ul

e Lambda DNA/EcoRI + HindIII Marker, 3 (564 — 21226 bp) o objemu 3 pl
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Obr. 4. Elektroforeticky profil standardii s vyznacenymi velikostmi zon. (1) 2-Log DNA
Ladder (0,1 - 10,0kb), (2) DNA marker TopBio (155—-970bp), (3) Lambda
DNA/EcoRI + Hindlll Marker, 3 (564 —21226 bp). Profily standardu byly prevzaty

z webovych stranek vyrobcii.

Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji EPS 301 (Electrophoresis Power
Supply, Biotech) o napéti nastaveném na 110 V, pfi kterém probihala eletroforéza po dobu

40 minut.
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Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a umistén na Blue light
transiluminator (DarkReader, Clare Chemical Research) vtemné komote, kde byl

zdokumentovan fotoaparatem (DMC-LS65, Panasonic).

3.2.7.2 SDS elektroforéza

Provedeni elektroforézy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti 0,1% SDS

vychézelo z postupu popsaného v praci Laemmliho.™

Elektroforéza na gelu je metoda, pfi které dochazi k déleni makromolekul podle
jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém poli s jednosmérnym elektrickym proudem.
Velké molekuly prostupuji gelem s obtizemi, proto je jejich doputovana vzdalenost od

pocatku gelu mensi nez u malych molekul.

Pii diskontinudlni elektroforéze latky prochézeji nejprve gelem o niz§im stupni
zesiténi tzv. startovacim gelem se specifickym pH a obsahem glycinu. Tyto podminky
vyvolaji koncentraci makromolekul ve vzorku do uzkého prouzku a davaji tak
makromolekuldm srovnatelné podminky (vzhledem ke vzdélenosti od pocatku gelu) pro
start oproti sloupecku vzorku v jamce gelu. Poté vzorek pfechdzi do separacniho gelu
s vy$s$im stupném zesiténi, v némz dochézi k separaci makromolekul.” Touto metodou se

zvysi rozliSeni mezi zonami molekul na vysledném gelu.

Gel k polyakrylamidové gelové elektroforéze (PAGE) je pfipravovan polymeraci
akrylamidu s N,N’-methylen-bisakrylamidem (BIS). Polymerace je iniciovdna volnymi
radikaly (SO, e), které se uvolni pfi rozkladu persiranu amonného (APS). Volné radikaly
aktivuji monomery akrylamidu, které reaguji s neaktivnimi monomery.'® Vznikaji tak
ndhodné zesitované polyakrylamidové fetézce. Molekulou zajistujici zesiténi je BIS.

Pritomnost radikall je stabilizovana N,N,N’,N’-tetramethylethylendiaminem (TEMED).

Pti gelové elektroforéze v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS) se pfi zahiivani
na 100°C po dobu 2 — 5 min*’ molekula detergentu SDS ([CH,(CH,),,CH,0SO;]Na*)”

navaze na protein, coz zpusobi jeho denaturaci pierusenim nekovalentnich vazeb. Vzhledem
k zapornému naboji SDS je molekule proteinu udélen zéporny ndboj. SDS se na molekuly
proteind vaZze vpoméru 1 molekula SDS na 2 aminokyselinové zbytky.” Velikost

celkového zaporného naboje udélend proteinu vazbou s SDS je piimoumérnd molekulové
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hmotnosti proteinu. Tudiz separace proteint pfi elektroforéze podle velikosti jejich naboje
odpovidd separaci proteini podle jejich molekulovych hmotnosti. Negativné nabité

molekuly prostupuji gelem k pozitivn€ nabité elektrodé — anodé.

Kombinaci popsanych metod elektroforézy a potfebnych materialii je diskontinualni
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

pouzivana k separaci a identifikaci proteintl v této bakalaiské praci.” "

Pro provedeni vertikdlni SDS-PAGE byla sestavena aparatura (Hoefer™ miniVE
vertical electrophoresis system, Amersham Biosciences) ze dvou ocisténych skel, dvou
plastovych tésnéni (z angl. ,,spacer*) umisténych mezi skla a drzaku skel. 15% separacni gel
byl ptipraven v kéadince smisenim 3,5 ml pufru A (0,375 Tris-HCl; 0,1% (w/v) SDS;
pH 8,8), 3,5ml polymeracniho roztoku A (30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS
v pufru A), 7 ul TEMED a 70 pl 10% APS v uvedeném potadi. Roztok gelu byl krouzivymi
pohyby kédinky promichdn a pipetou nanesen do elektroforetické¢ aparatury do vysky
cca 3 cm pod horni okraj skla. Gel byl ptevrstven destilovanou vodou a ponechdn 30 min
polymerovat. Po ztuhnuti gelu byla destilovand voda odlita a oblast aparatury nad gelem
byla vysuSena filtracnim papirem. 4% startovaci gel byl pfipraven smisenim sloucenin
v nasledujicim potadi: 2,6 ml pufru B (0,125 M Tris-HCI; 0,1% (w/v) SDS; pH 6,8), 400 ul
polymerac¢niho roztoku B (30% (w/v) akrylamid; 0,8% (w/v) BIS v pufru B), 3 ul TEMED
a 60 ul 10% APS. Gel byl opét promichan krouzivymi pohyby a nalit do aparatury na jiz
ztuhly separa¢ni gel. IThned byl do roztoku vsunut hieben pro vytvofeni jamek pro nanaSeni
vzorkil a gel byl ponechan polymerovat 30 min. Poté byl hfeben vytazen a gel pfevrstven

elektrodovym pufrem (0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3).

Vzorky byly tedény 4x koncentrovanym redukujicim pufrem (0,25 M Tris-HCI;
8% (w/v) SDS; 40% (v/v) glycerol;  20% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,012% (W/v)
bromfenolova modt; pH 6,8). Byly pfipraveny bud’ v objemu 25 pl pfi pouziti hiebene o
10 jamkach nebo 15 pl, byl-li to hieben o 15 jamkach. Vzorky z izolace cytochromt bs byly
fedény dle potieby. Vzorky z produkce (viz kap. 3.2.4 a 3.2.4.1) byly fedény tak, ze mél-li
preparat z produkce ODgp =~ 1,3 bylo ho pouzito 5 pl. MnoZstvi preparati o jinych
optickych denzitach pii 600 nm bylo dopocitano trojclenkou.
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Takto ptipravené vzorky byly povafeny 5 min ve vodni 14zni, kde doslo k denaturaci
proteinli plisobenim SDS na nekovalentni vazby a 2-merkaptoethanolu na disulfidové
mistky. Vzorky byly centrifugovany (minicentrifuga GmCLab, Gilson) a supernatant byl
nanasen do jamek startovaciho gelu. Aparatura (Hoefer™ miniVE vertical electrophoresis
system, Amersham Biosciences) byla vlozena do elektroforetické vany s elektrodovym
pufrem (0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3) a pfipojena ke zdroji
napéti EPS 301 (Electrophoresis Power Supply, Biotech). Vzorky prochéazely zaostfovacim
gelem pii 80 Vcca 30 min a poté separatnim gelem pii 150 V. Elektroforéza byla
ukoncena, jakmile bromfenolova modr, ktera byla soucésti redukujiciho pufru, doputovala

ke spodnimu okraji separa¢niho gelu.

Nasledné byl gel opatrné vyjmut z aparatury a pfenesen na dostatecné velkou
Petriho misku sbarvici lazni (25% (w/v) Coomassie  Brilliant Blue R-250;
46% (v/v) ethanol; 9,2% (v/v) kyselina octovd) na dobu 60 min. Poté byl pfenesen do

odbarvovaci 1azn€ (25% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova).

3.2.7.3 Stanoveni koncentrace proteinii

Koncentrace proteini byla zjistovana metodou dle Wiechelmana a kol.”

Bylo odvézeno takové mnozstvi BCA, aby jeji koncentrace v 50 dilech roztoku byla
1% (w/v). Toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 49 dilech roztoku A (0,4% (w/v) NaOH;
0,95% (w/v) NaHCOs; 2% (w/v) Na,COs; 0,16% (w/v) vinan draselno-sodny; pH 11,25),
ke kterému byl pfidan 1 dil ¢inidla B (4% (w/v) CuS0O4.5H,0 v destilované vod¢).

Vzorky byly vhodné nafedény a pfipraveny v tripletech od kazdé koncentrace.
Standardy o koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0.,4; 0,6; 0,8 a 1,0 mg/ml BSA byly
pfipraveny od kazdé koncentrace 2x. Slepy vzorek byl ptipraven v tripletu z 20 pl
destilované vody a 980 pl ¢inidla.

Do mikrozkumavky bylo pipetovano vzdy 20 ul vzorku ¢i standardu a ptidano
980 pl Cerstvé piipraveného Cinidla. Takto piipravené roztoky byly 1 hod inkubovény pii
60°C ve vodni lazni (Julabo TWS, JULABO Labortechnik GmbH). Pii inkubaci byly
mednaté kationy redukovany proteiny v alkalickém prostfedi za vniku iontd médnych.

Interakci méd’nych iontéi s BCA vznikaly fialové komplexy cheldti (BCA),Cu" s typickym
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absorb¢nim maximem pii 562 nm. Intenzita zabarveni stanovena spektrofotometricky je pak

pfimo imérna koncentraci bilkoviny.

Absorbance pii 562 nm byla méfena (Spektromom 195D, MOM Budapest) proti
slepému vzorku. Byla sestavena kalibrani kiivka zavislosti absorbance na koncentraci
standardi BSA. Po promeéteni absorbance vzorkii pfi 562 nm byla jejich koncentrace

odectena z kalibra¢niho grafu.

3.2.7.4 Stanoveni koncentrace a Cistoty plasmidové DNA

Absorbéni maximum pii vlnové délce 280 nm je typické pro aromatické postranni
fetézce aminokyselin tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu, které jsou zastoupeny ve vétSiné
molekul proteint. Proto lze toto absorbéni maximum povazovat za absorbéni maximum
proteinii.*® Pi vinové délce 260 nm maji charakteristické maximum absorbance aromatické

baze nukleovych kyselin. Absorbance pii 320 nm je métena kviili odecteni signalu pozadi.

Byla prométena absorbéni spektra vzorkii od 200 do 350 nm proti destilované vodé
na spektrofotometru Diod Array 8453, Hewllet-Packard a odecteny hodnoty absorbance pfi
vlnovych délkach 260 nm, 280 nm a 320 nm. Poté byla podle nasledujicich vztaht

vypoctena:
e koncentrace plasmidové DNA® ¢, = (A, — Ay, )-fedéni-50  [mgml™']
e (istota plasmidové DNA* (Aygy — Ay )/ (Aygy — Ayyy)

Za plasmidovou DNA o vysoké Cistoté lze povazovat vzorky s pomérem v rozmezi

hodnot 1,7 — 2,0.

Ke spektrofotometrickému stanoveni absorbance byla pouzita kiemennd kyveta o

optické draze 1 cm, roztoky plasmida byly 100x natfedény destilovanou vodou.

3.2.7.5 Titrace apo-cytochromu bs chloridem heminu

Apo-cyt bs je protein schopny inkorporovat do své molekuly hem jako kofaktor.
Vazbou dvojmocného Zeleza hemu mezi histidin 44 a 68 * apo-cytochromu bs vznika
holoprotein cyt bs. Ten se na zméfeném absorbénim spektru vyznacuje diky pfitomnosti

hemu absorbénim maximem pfi vinové délce 413 nm.
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Titrace byla provedena dle metody popsané v praci Mulroonyho a kol.”

Pfi titraci apo-cyt bs heminem se zvySuje hodnota absorbance pti 413 nm. Po tplné
saturaci apo-cyt bs hemem se v roztoku zacne piebytek heminu projevovat posunem
absorb¢niho maxima ze 413 nm k vinové délce 385 nm, pii které ma absorb&ni maximum
hemin. Z objemu a koncentrace pouzitého roztoku heminu je mozné spocitat koncentraci

apo-cyt bs podle nasledujiciho vztahu:

capo—cyt bs = Chemin ’ Vhemin /Vapo—cyt bs

kde ¢ [mM] je molarni koncentrace findlniho preparatu apo-cyt bs, ¢, ... [mMM] je

apo-cyt bs

molarni koncentrace pouzit¢ho roztoku heminu, V, . [ul] je objem roztoku heminu

emin

pouzitého k titraci apo-cyt bs pfed posunem absorbéniho maxima cytbs z 413 nm,

Vv

apo-cyt by L] Je objem finalniho preparatu apo-cyt bs uréencho k titraci.

Hmotnostni koncentrace apo-cyt bs byla spocitana dle vztahu:
c,=c-M,

kde ¢, [gl"'] je hmotnostni koncentrace finalntho preparatu apo-cyt bs, ¢ [moll™'] je

molarni koncentrace findlniho preparatu apo-cyt bs, M [g.mol™'] je molekulova hmotnost

apo-cyt bs. Pro vypodet byla pouzita molekulova hmotnost 11268 g.mol" ** pro solubilni
apo-cyt bs a 15330 g.mol" ** pro mikrosomalni apo-cyt bs.

Jako titracni €inidlo byl pfipraven roztok heminu rozpusténim 3,64 mg pevného
chloridu heminu v 1 ml 50% (v/v) EtOH sonikaci. K michanému roztoku byly pfidany
4 ml 50% (v/v) EtOH a 10 pul 2 M NaOH. Vysledny objem roztoku heminu byl upraven
prilitim 50% (v/v) EtOH tak, aby koncentrace chloridu heminu v roztoku byla 1 mM.

Na spektrofotometru (Diod Array 8453, Hewllet-Packard) byla méfena spektra
titrovaného vzorku vrozsahu vlnovych délek 200 — 500 nm. Do kfemenné kyvety
s 1,5 ml 20 mM Tris, pH 8 bylo vneseno tolik apo-cyt bs, aby jeho absorbance pti 280 nm
byla pfiblizn¢ 0,1. Poté byl roztok titrovan roztokem chloridu heminu. Mezi kazdym
pfidavkem heminu a méfenim spektra bylo vyckano vzdy po dobu sedmi minut, béhem niz

se hem inkorporoval do molekuly apo-cyt bs.
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3.2.7.6 Stanoveni koncentrace apo-cyt bs a cyt bs 7 absolutnich spekter

Byla zméfena absorbéni spektra findlnich produktl apo-cyt bs a cyt bs v rozsahu
vinovych délek od 200nm do 600nm na spektrofotometru Diod Array 8453,
Hewllet-Packard. Ze spekter byla odectena hodnota absorbance pii 280 nm charakterizujici
pfitomnost proteinii tedy i apo-cyt bs a cyt bs. Absorbance pii413 nm je typickd pro
hemoproteiny, kterym je cyt bs. SniZzeni hodnoty A,s0 a 4413 0 hodnotu absorbance pfi
500 nm poslouzi k eliminaci chyby v pfipad¢ zakalu méfenych roztokti. Koncentrace

apo-cyt bs a cyt bs byla spoctena dle vztahi:

Ay — A
Cogy = —2—2 . fedéni - 10° [umol1™]
280 °

A,..— A
Cypy = B0 . jedeni -10° [umol.1™]
413 °

K vypoétu byly pouzity molarni absorbéni koeficienty &, =9970M 'cm™'*,

€, =117000M'em™ " pro solubilni cytochrombs a &, =29450M'ecm™ >,

€, =117000 M 'em™" * pro mikrosomalni cyt bs. Kfemenna kyveta mé&la optickou drahou

[=1cm.
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4 VYSLEDKY

4.1 Kontrolni $tépeni plasmidu pET22b

Pro ovéteni pritomnosti genu pro mikrosomalni a erytrocytarni cyt bs v pouzivaném
plasmidu pET22b bylo provedeno kontrolni §tépeni plasmidu pouzitim endonukleas Xhol a
Ndel. Tyto enzymy rozpoznaji restrikéni mista dana kratkou nukleotidovou sekvenci, ktera
ohrani¢uji inzerty s genem pro mikrosomalni a erytrocytarni cytochrom bs, a Stépenim

v restrikénich mistech umozni uvolnéni inzerta.

5148 bp

inzert s genem
kodujicim
mikrosomalni cyt bs

inzert s genem
kodujicim solubilni

Cyt b5

Obr. 5. Kontrolni restrikce plasmidu pET22b nesouciho gen pro mikrosomdlni a
solubilni cyt bs endonukleasami Xhol a Ndel. Do jednotlivych drah byl nanesen vzorek
(1) 2-Log DNA Ladder (0,1—10,0kb), (2) DNA Marker TopBio (155— 970 bp),
(3) stepeny plasmid pET22b s genem kodujicim mikrosomalni formu cyt bs, (4) restrikce
plasmidu pET22b s genem pro erytrocytarni cyt bs, (5) Lambda DNA/EcoRI + HindlIl
Marker, 3 (564 — 21226 bp).

Vizualizaci agarosového gelu (obr.5) na UV-transiluminatoru lze ve 3. draze
pozorovat pfitomnost genu pro mikrosomalni cyt bs o velikosti 431 bp . Zona ve 4. draze
odpovida genu pro erytrocytarni cyt bs (323 bp). Oba geny jsou vici sobé na agarosovém

gelu posunuty, coz je zpusobeno piitomnosti nukleotidové sekvence kddujici membranovou
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kotvu na genu mikrosomalniho cyt bs. Gen pro mikrosomalni cyt bs je tedy vétsi a

prostupuje gelem pomaleji.

Pfi hornim okraji gelu ve 3. a 4. drdze je patrnd zona s pfitomnosti nenastépeného
plasmidu, jejiz soucasti mize byt i plasmid po vyStépeni inzertu, u n&Zz byl prichod
strukturou gelu stiZzen linearizaci jeho plivodné ovalného tvaru. Intenzita téchto zén ve 3. a
4. draze je vyraznia, coz sveédci o velkém mnozstvi neStépenych plasmidi a to

pravdépodobné kvili kratké dob¢ inkubace pii Stépeni plasmidu endonukleasami (3 hod).

Zbny ve 3. a 4. draze spodni ¢asti gelu jsou tvofeny fragmenty plasmidu mensimi nez

100 bp, které se uvolnily pii $tépeni plasmidu endonukleasami v nespecifickych mistech.

4.2 Amplifikace a izolace plasmidu pET22b

Dvé oddélené kultury E. coli DH5a zaockované plasmidy pET22b nesoucimi gen
kédujici mikrosomalni a solubilni cyt bs byly kultivovany pies noc ve 100 ml LB media
(viz kap. 3.2.2.3). Poté byl metodou midipreparace ze suspenze izolovan plasmid
(viz kap. 3.2.3). Plasmid byl ziskan jako roztok 800 pul MQ sterilni vody s Cistotou a

koncentraci uvedenou v Tabulce 1.

Tabulka 1. Cistota a koncentrace plasmidové DNA.

koncentrace éistota
c/pg.ml’ (A260-A320)/(A280-A320)
lasmid s genem kodujicim
P 8 ! 50 1,79
mikrosomalni cytochrom bs
lasmid s genem kodujicim
P 8 ! 56 1,75

solubilni cytochrom bs

Hodnoty Cistoty gent spadaji do rozmezi 1,7 — 2,0. Midipreparaci se tedy podatilo

ziskat dostate¢né purifikovany plasmid.

Ptitomnost pozadovanych genti v amplifikovanych plasmidech byla ovétena

kontrolni restrikei plasmidu pET22b endonukleasami Xhol a Ndel. K vizualizaci genid byl
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pouzit 1,5% agarosovy gel o objemu 60 ml, nebot’ na gelu o objemu 40 ml nebyly geny
viditelné. Vystépené geny pii prichodu vétsim gelem piekonédvaji delsi vzdalenost a do
jejich struktury se zabudovava vétsi mnozstvi vizualizaéniho barviva SYBR® Safe gel stain
putyjiciho opacnym smérem. Timto zplsobem bylo docileno zviditelnéni pozadovanych

gend mikrosomalniho a solubilniho cytochromu bs.

21226 bp
5148 bp
inzert s genem kodujicim
mikrosomalni cyt bs
447 bp
305 bp inzert s genem kodujicim

solubilni cyt bs

Obr. 6. Stépeni amplifikovanych plasmidit pET22b pomoci Xhol a Ndel. Drihy obsahuji
(1) Lambda DNA/EcoRI + HindIIl Marker, 3 (564 — 21226 bp), (2) DNA marker TopBio
(155 - 970 bp), (3) stépeny plasmid pET22b s genem kodujicim solubilni cyt bs, (4) Stepeny
plasmid pET22b s genem mikrosomalniho cyt bs.

Ve 3. draze (obr. 6) je patrna pifitomnost inzertu s genem kodujicim erytrocytarni
cyt bs a ve 4. draze pro mikrosomdlni cyt bs. Zény obou inzertli jsou velmi slabé, coz je
zpusobeno kratkou dobou Stépeni plasmidii (3 hod) a také nizkou koncentraci §tépenych

plasmidl ve vzorcich nanasenych na gel.

Ptfi hornim okraji gelu ve 3. a 4. drdze se nachazeji neStépené plasmidy a
linearizované plasmidy vzniké vystépenim genu. Jejich zony viditelnosti jsou mnohem mensi
ve srovnani se Stépenim na obr. 5. To je zplisobeno jiz zminénou nizkou koncentraci

plasmidt aplikovanych do gelu.

4.3 Prubéh exprese cytochromu bs

Produkce mikrosomalniho 1 erytrocytarniho cytochromu bs probihala v oddélenych

Erlenmayerovych banikach s 500 ml LB media. U bunék E. coli BL-21 (DE3) Gold
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kultivovanych pro produkci mikrosomalni formy cyt bs byla exprese zahdjena pii dosaZeni

ODgoo = 1, pro erytrocytarni pii ODggo = 0,8.

4.3.1 Exprese cytochromu bs probihajici pri 37°C

Kultivace bunék E. coli BL-21 (DE3) Gold (viz kap. 3.2.4) i exprese cytochromu bs,
ktera byla iniciovana pfidavkem IPTG do koncentrace 0,5 mM, probihaly pfi teploté 37°C.
Béhem kultivace i1 exprese byly odebirdny vzorky, u nichz byla stanovena ODggo. Pro
ovéfeni miry exprese mikrosomalniho a erytrocytarniho cyt bs byla ztéchto vzorka
provedena SDS elektroforéza. Vzorky nanaSené¢ do jamek gelu byly fedény tak, aby
mnozstvi bunék v jamkach bylo pfiblizné stejné (tj. pii ODggo = 1,3 bylo pouzito 5 ul
bung¢k).

—260— J {
135 —
- 95- e Sl
- 72 h & - &
-5
_42-
— 34— | -
- —— — —— . |ubilni
17 — | — eyt bs
A | [——10 B/l 2/ 3 4 TSRO SR EERE SO ()R8 T
/
mikrosomalni
Cytbs

Obr. 7. (A) Eletroforeticky profil standardu MultiColor Broad Range Protein Ladder,
(B) mira produkce mikrosomadlniho a solubilniho cyt bs v buiikdach E. coli BL-21 (DE3)
Gold probihajici pii 37°C. (1) Standard molekulovych hmotnosti MultiColor Broad Range
Protein Ladder, (2) standard solubilniho kraliciho cyt bs, (3) bunky s mikrosomalni formou
eyt bs pred indukci exprese a (4) 1 hod, (5) 2 hod, (6) 3 hod, (7) 4 hod po indukci exprese.
(8) Bunky se solubilni formou cyt bs pred indukci exprese a (9) 1 hod, (10) 2 hod,
(11) 3 hod, (12) 4 hod po indukci exprese.

Na obr. 7B v draze 3 je zjevné, ze buniky nesouci gen pro mikrosomalni formu cyt bs

produkovaly malé mnoZstvi cyt bs jeSt¢ pred indukci exprese, coz se pii produkci u
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ostatnich vzorki neopakovalo (obr. 7B, drdha 8, obr. 8, drdha 3 a 8). Nabizi se tedy
moznost, Ze mohlo dojit ke kontaminaci vzorku zbytky IPTG ulpélym na sténé banky, ve
které produkce probihala. V draze 3 — 7 lze pozorovat, jak se s rostoucim ¢asem exprese
zvySovala koncentrace cyt bs v buitkdch. Ve vyssi mife 1ze obdobny jev pozorovat i u buné¢k
produkujicich erytrocytarni cyt bs. Jiz po jedné hoding exprese proteinu je v drahach 4 a 9
k produkei po dobu 4 hod, kde se jevi produkce jako maximalni. Buiiky byly poté sklizeny

centrifugaci, resuspendovany v pufru a uchovany pii -20°C.

4.3.2 Exprese cytochromu bs pri 27°C

Béhem kultivace bun¢k E. coli BL-21 (DE3) Gold (viz kap. 3.2.4.1) pii 37°C byly
kazdou hodinu odebirany vzorky, u nichz byla zmétena ODgo. Po zahdjeni exprese
cytochromt bs pfidavkem IPTG do koncentrace 0,01 mM, J-ALA do vysledné
koncentrace 0,5 mM a snizenim teploty exprese na 27°C byly opét po hodin€¢ odebirany
vzorky, z nichZ byla provedena SDS-PAGE (obr. 8).
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Obr. 8. Srovnani produkce mikrosomdlniho a solubilniho cyt bs v buiikach E. coli
BL-21 (DE3) Gold probihajici pii 27°C. (1) Standard molekulovych hmotnosti MultiColor
Broad Range Protein Ladder, (2) standard solubilniho kraliciho cyt bs, (3) buiiky
s mikrosomalni formou cyt bs pred indukci exprese a (4) 1 hod, (5) 2 hod, (6) 3 hod,
(7) 4 hod po indukci exprese. (8) Bunky se solubilni formou cyt bs pred indukci exprese a
(9) 1 hod, (10) 2 hod, (11) 3 hod, (12) 4 hod po indukci exprese. Vzorky byly redény stejné
Jjako v predchozi kapitole (tj. pii ODgsgo = 1,3 bylo pouzito 5 ul bunek).
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Optickym srovnanim exprese pii 27°C (obr. 8, str. 54) a 37°C (obr. 7B, str. 53) lze
Mizeme tedy konstatovat, Ze exprese probihajici pii 27°C je pomalejsi vici expresi pii
37°C, coz bylo nasSim zamérem vzhledem ke snaze ziskat vice cytochromu bs

s inkorporovanym hemem.

4.4 Purifikace mikrosomalniho apo-cyt bs a cyt bs

4.4.1 Izolace membranové frakce a solubilizace

Izolace membranové frakce bun€k probihala postupem popsanym v kapitole 3.2.5.2.
Koncentrace proteinti v této frakci byla stanovena metodou BCA (kap. 3.2.7.3)
nal7,2 mg.ml", celkové bylo ziskano 464,4 mg proteinii (Tabulka 2, str. 75).

Jelikoz je tato forma cyt bs zakotvena v membrané bunék E. coli, dalSim nutnym
krokem k izolaci tohoto proteinu byla jeho solubilizace pomoci detergenti (kap. 3.2.5.3).

Solubilizaci bylo ziskdano 54 ml supernatantu obsahujiciho 113,4 mg proteinii véetné
cyt bs, coz je 24,4 % proteinti plivodné obsaZzenych v membranové frakci. Zbytek tvoii
proteiny v peleté, které se solubilizaci nepodatilo uvolnit do roztoku. BohuZzel to plati i o
Casti cyt bs, ktery rovnéZ nebyl solubilizovan (obr. 25, str. 73), pravdépodobné diky
nedostatecné sile detergentil ¢i kratkému Casu jejich plsobeni.

Solubilizat byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy.



PfrF UK, Praha 2011 Stranka |56

4.4.2 TIonexova chromatografie na DEAE-Sepharose CL-6B

Na ekvilibrovanou kolonu snosicem DEAE-Sepharosy byl nanesen roztok
cytochromu bs po solubilizaci o objemu 54 ml a poté byla kolona promyvana ekvilibraénim

pufrem do poklesu absorbance pii 280 nm na témét nulovou hodnotu.
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Obr. 9. Eluéni profil pii nandSeni mikrosomdlniho cytbs a promyvani kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B ekvilibracnim pufrem. Absorbance frakci byla mérena pri
280 nm (modie) a 413 nm (Cervené). QOznacené frakce (cerné) byly vybrany
k SDS elektroforéze. Cisla frakci odpovidala elucnimu objemu pufiu.

Eluce proteind je na elu¢nim profilu (obr. 9) dokumentovdna zvySenim absorbance
pfi 280 nm. U frakci 59 — 95 na elu¢nim profilu je ziejmy velky vzrhst absorbance pfi
280 nm a nepatrny vzrust pfi vinové délce 413 nm. Piivodcem tohoto piku by mohly byt
proteiny uzaviené v micelach, které vznikly pii ptekroc€eni kritické micelarni koncentrace
(cmc) detergentu pii solubilizaci. Neiontovy detergent Brij 35 se na koloné nezachycuje, je

eluovan a v micelach by mohl pfenéset i ¢ast proteind.
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Pro ovéfeni pfedpokladané ptitomnosti proteint ve frakcich se zvySenou absorbaci
pfi 280 nm byla provedena SDS elektroforéza, jejiz elektroforeticky zaznam je uveden na

obr. 10.
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Obr. 10. SDS elektroforéza vybranych frakci jimanych p¥i nandSeni roztoku
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mikrosomdlniho cyt bs a promyvani kolony DEAE-Sepharosy CL-6B. Jako standard byl
pouzit mikrosomalni kralici cyt bs (M). Pouzit byl 8% polyakrylamidovy gel.

Pti elektroforéze frakci 59 — 231 na 15% polyakrylamidovém gelu zGstal gel zcela
¢iry bez znamek piitomnosti proteinii. Vzhledem k pfedpokladané ptitomnosti vétSich
agregatii jako naptiklad micel nebo agregatli cyt bs s jinymi bakteridlnimi proteiny byly tytéz
frakce naneseny na 8% polyakrylamidovy gel, tedy o vétsi porovitosti (obr. 10). I pfesto
frakce 59, 75 a 91 vykazovaly na gelu neumémé nizky obsah proteinit vici zméfené
absorbanci pii 280 nm na obr. 9, str. 56. Odezva frakci 95 — 231 na pfitomnost proteind na
gelu byla zcela negativni. ZvySenou absorbanci téchto frakci pifi 280 nm zpisobila

pravdépodobné piitomnost kontaminujicich latek neproteinové povahy.
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Po poklesu absorbance frakci pii 280 nm na témef nulovou hodnotu byla zahajena
eluce linedrnim gradientem iontové sily 0 — 400 mM KCI v ekvilibra¢nim pufru. Se zménou
iontové sily pufru se zacaly z kolony postupné uvoliiovat zaporn€ nabité proteiny, tedy i

cytochrom bs. Béhem eluce byly jimany frakce o objemu cca 13 ml.
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Obr. 11. Eluce mikrosomdlniho apo-cyt bs a cyt bs linedarnim gradientem iontové sily
z kolony DEAE-Sepharosy CL-6B. U jimanych frakci byla mérena absorbance pri 280 nm
(modre) a pri 413 nm (Cervené). Zvyraznené frakce (Cerné) na elucnim profilu byly

vybrany k SDS-PAGE. Cisla frakci byla totoznd s objemem eluovaného pufiu.

Z eluéniho profilu (obr. 11) lze ptedpokladat pfitomnost apo-cyt bs ve frakcich
52 - 104, nebot’ zvySend absorbance pii 280 nm a nulova absorbance pii 413 nm indikuje
pritomnost nehemového proteinu. Zatimco u frakci 117 — 195 lze ptedpokladat ptitomnost

cyt bs, ktery diky hemovému kofaktoru vykazuje zvySenou absorbanci pii 413 nm.



PfrF UK, Praha 2011 Stranka |59

Pro ovéfeni pfitomnosti a istoty cytochromil bs v jimanych frakcich byla provedena

elektroforéza (obr. 12).
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Obr. 12. Cistota mikrosomdlniho apo-cytbs a cyt bs po gradientové eluci z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B. Standardem byl mikrosomdlni kralic¢i cyt bs (M). Cisla frakci

udavala objem pufru proslého kolonou pri gradientové eluci.

Na gelu SDS elektroforézy (obr. 12) lze pozorovat, Ze cytochrom bs je opravdu
obsazen ve vSech testovanych frakcich. Frakce 52 — 195 vykazovaly vyraznou cistotu, a
proto byly pouzity k dalsi purifikaci. V ostatnich frakcich nartistd mnozstvi kontaminujicich

proteinti a klesa obsah cyt bs, proto s nimi nebylo dale pracovano.

JelikoZ primarnim cilem bakalaitské prace bylo ziskat apo-cyt bs, byly frakce
rozdéleny na €ast obsahujici apoprotein a ¢ast obsahujici holoprotein cytochromu bs. Frakce
s apo-cyt bs a cyt bs byly rozdéleny na zéklad€ absorbance pii 413 nm. Apo-cyt bs byl dale
purifikovan ze spojenych dostatecné Cistych frakci 52 — 117, jejichz absorbance pii 413 nm
byla nulova, a cyt bs z frakci 130 — 195 vykazujich vzhledem k pfitomnosti hemu zvySenou

absorbanci pfi 413 nm.
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4.4.3 Rechromatografie apo-cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B

Spojené, zahusténé a dialyzované frakce apo-cyt bs (kap. 3.2.5.4.3, 3.2.5.4.4) byly
naneseny na ekvilibrovanou kolonu, z niZ byl naslednym promyvéanim ekvilibraénim pufrem
odstranén detergent Brij 35. Apo-cytochrom bs byl eluovan izokraticky, zvySenim iontové
sily eluéniho pufru. Béhem eluce byly jimany frakce o objemu cca 3 ml. Zméfenim
absorbance pii 280nm a 413 nm veluovanych frakcich byl sestaven nasledujici

chromatogram (obr. 13).
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Obr. 13.  Rechromatografie = mikrosomdlniho  apo-cytochromu bs na  koloné
DEAE-Sepharosy CL-6B. Pritomnost apo-cyt bs ve frakcich byla sledovina mérenim
absorbance pri 280 nm (modrie) a pritomnost nezadouctho cyt bs pri 413 nm (Cervené).

Oznacené frakce (Cerné) obsahujici apo-cyt bs byly vybrany k ultrafiltraci.

V rozmezi 20 — 70 ml pufru proslého kolonou 1ze pozorovat zvySeni absorbance pii
280 nm, coz miZe byt vyvolano proteiny bazické povahy, které nebyly odstranény pfi prvni

chromatografii. U frakci 207 — 223 je patrné mirné zvySeni absorbance pii 413 nm, coz
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sv&dCi o tom, Ze nebyla ziskana 100% cista forma apo-cyt bs, jejiz pfitomnost je ziejma ze

zvySené absorbance pii 280 nm.

K ultrafiltraci a dialyze pro odstranéni cholatu sodného byly vybrany frakce
207 — 223. Po dialyze probihajici pfes noc proti 2 1 dialyzacniho pufru byl vzorek zahustén
na vysledny objem 2 ml a takto ziskany finalni preparat byl po 200 pl alikvotech zamrazen

v kapalném dusiku a nasledné uchovavan pii -80°C.

4.4.4 Chromatografické preciSténi cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy

Po naneseni dialyzovaného roztoku cyt bs o objemu cca 25 ml na kolonu s nosi¢em
DEAE-Sepharosy CL-6B a promyvani kolony ekvilibracnim pufrem byl cyt bs eluovan
pufrem o vysoké iontové sile (kap. 3.2.5.4.5). U frakcei jimanych po 3 ml do zkumavek byla

zmeétena absorbance pti 280 nm a 413 nm a sestaven elucni profil (obr. 14).

2,5 -
169
2 I
——413nm
1,5 4
——280nm
A 1 -
166
r 172
05 - 163
} 175
178
160 3
0 M :‘ T ul
50 100 150 200 250
-0,5 -

Vefl"l"l'

Obr. 14. Rechromatografie mikrosomdlniho cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy
CL-6B. Obsah cyt bs, jakozto hemoproteinu, ve frakcich byl sledovan mérenim absorbance
pri 413 nm (Cervené) a poté jako proteinu pri 280 nm (modre). Vyznacené frakce (Cerné)

cyt bs byly vybrany k zahusténi. Cisla frakci byla totoznd s objemem eluovaného pufiu.
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Z roztoku cyt bs byl na této koloné¢ promyvanim ekvilibratnim pufrem odstranén
neiontovy detergent Brij 35. Byly vybrany frakce s vysokou absorbanci (160 — 178), které
byly spojeny a podrobeny dialyze. Findlni preparat mikrosomalniho cytochromu bs vznikl
zahu$ténim dialyzatu na objem 2 ml a byl po malych 200 ul alikvotech uchovéavan pti -80°C.
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4.5 Purifikace erytrocytarniho cytochromu bs

Po expresi cyt bs v bunikach E. coli BL-21 (DE3) Gold v objemu 500 ml LB media
s Amp byly buniky sklizeny centrifugaci, resuspendovany v pufru a byla provedena jejich
desintegrace postupem popsanym v kapitole 3.2.6.1, pfi niz bylo ziskano 40 ml cytosolové
frakce s obsahem proteind 1200 mg (Tabulka 3, str. 76) stanovenym metodou BCA
(kap. 3.2.7.3).

Vzhledem k tomu, Ze se jednd o solubilni formu cytochromu bs vyskytujici se
v cytoplasmé bun€k bylo mozné piimo piikrocit k jeho izolaci chromatografickymi

metodami.

4.5.1 Ionexova chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B

Roztok cytochromu bs byl na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B
nanesen v objemu 40 ml. Kladné nabité a neutralni proteiny byly odstranény promyvanim

kolony ekvilibra¢nim pufrem aZ do poklesu absorbance pti 280 nm na nulu (kap. 3.2.6.2.1).
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Obr. 15. NanaSeni roztoku solubilniho cytochromu bs a promyvani kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B. Byla mérena absorbance frakci pri 280 nm (modie) a 413 nm
(¢ervené). U vybranych firakci (Cerné) byla provedena SDS elektroforéza. Cisla frakci byla

totoznd s objemem eluovaného pufru.
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Na pocatku eluéniho profilu cytochromu bs (obr. 15, str. 63), od objemu cca 20 ml
do 100 ml pufru proslého kolonou, dosSlo k vyraznému zvysSeni absorbance pii 280 nm
indikujici eluci proteinti ve velkém mnozstvi. Soucasné vzrostla také absorbance frakei pii
413 nm, coz znaci eluci hemoproteinu, pravdépodobné cyt bs. K ovéteni této teorie byla
provedena SDS elektroforéza (obr. 16). Tento jev byl pozorovén i v pifipad¢ purifikace
solubilntho krali¢tho cytochromu bs."> Neni zptisoben nedostate¢nou kapacitou kolony, ale

pravdépodobné néjakou modifikaci ¢i degradaci €asti cytochromu bs v pribéhu izolace.
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Obr. 16. Elektroforéza frakci jimanych pii nandSeni roztoku solubilniho cyt bs na
kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B a jejim promyvani. Standardem byl solubilni kralici

eyt bs (S). Cisla frakci byla totozna s objemem eluovaného pufiu.

Elektroforézou bylo potvrzeno, ze frakce 32 - 72 vykazujici na elu€nim profilu
(obr. 15, str. 63) vysoky vzrast absorbance pii 280 nm i 413 nm obsahovaly skute¢né
podstatné mnozZstvi cytochromu bs. Naproti tomu frakce 124 — 187 neindikovaly pfitomnost

zadnych proteinti.
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Cytochrom bs vazany na kladné€ nabité skupiny diethylaminoethylu nosice Sepharosy
byl po poklesu absorbance na 0 pii 280 nm eluovan linearnim gradientem 0 — 400 mM KCI
v ekvilibra¢nim pufru. Pfi eluci byly jimany frakce o objemu 7 ml.
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Obr. 17. Eluce solubilniho apo-cyt bs a cyt bs linedarnim gradientem iontové sily 7 kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B. V priubéhu eluce byla mérena absorbance frakci pri 280 nm
(modre) a 413 nm (Cervené). Zvyraznené frakce (Cerné) na elucnim profilu byly vybrany

k SDS-PAGE. Cisla frakci odpovidala objemu pufiu proslého kolonou.

Eluci cyt bs (obr. 17) indikovalo kromé zvySeni absorbance pii 413 nm (frakce
217 — 245) také cervené zbarveni jimanych frakci. Naproti tomu frakce 182 - 203 obsahujici
apo-cyt bs, ale také jiné proteiny, vykazovaly slabé naZloutlé zabarveni. Z pribéhu celé
gradientové eluce cytochromu bs byly vybrany frakce k ovéfeni pfitomnosti a Cistoty

cytochromu bs SDS elektroforézou (obr. 18, str. 66).
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Obr. 18. Obsah proteinii ve vybranych frakcich solubilniho apo-cytbs a cyt bs po
gradientové eluci 7 kolony DEAE-Sepharosy CL-6B. Jako standard byl pouzit solubilni
kralici cyt bs (S). Cisla frakci odpovidala elucnimu objemu pufiu.

Jak je zobr. 18 patrné, jsou frakce zneliStény proteiny o vyssi molekulové
hmotnosti nez je molekulova hmotnost cytochromubs. Bylo tedy, na rozdil od
mikrosomalniho cytochromu bs, pfistoupeno k dalSimu purifikaénimu kroku, kterym byla
gelova filtrace. Na zéklad¢ absorbance pii 413 nm z elu¢niho profilu (obr. 17) na ptedchozi
stran¢ byly frakce rozd¢leny na ty, jeZ obsahuji vyluéné apo-cyt bs a na ty s cyt bs. Frakce
168 — 203 nevykazovaly zvySenou absorbanci pii 413 nm a na polyakrylamidovém gelu
(obr. 18) dokladaly ptitomnost cytochromu bs, proto byly prohlaSeny za frakce obsahujici
apo-cyt bs. Frakce 210 — 266 se zvySenou absorbanci pfi 413 nm obsahovaly cyt bs.
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4.5.2 Separace apo-cytochromu bs na koloné Sephadexu G-75

Vyse zminéné frakce 168 — 203 byly spojeny a zahuStény na maly objem téméf 3 ml.
Vzorky byly naneseny na kolonu v co nejuzs§i zéné a prevrstveny ekvilibraénim pufrem,

kterym byl protein nasledné eluovan z kolony.
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Obr. 19. Separace solubilniho apo-cytochromu b; gelovou filtraci na koloné Sephadexu
G-75. V prithéhu chromatografie byla sledovana absorbance frakci pri 280 nm (modre) a
413 nm (Cervené). Oznacené frakce (Cerné) byly vybrany k SDS-PAGE. Cisla frakci se

shoduji s objemem pufru proslym kolonou.

Z elucniho grafu (obr. 19) je zfejmé, Ze nedoslo k idedlni separaci velkych proteint

od cytochromu bs a vSe se vymylo jako jeden symetricky pik. Tento neuspéch mohl byt

vrwve
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Pfesto byla u jimanych frakci ovéfena mira Cistoty separované¢ho apo-cyt bs SDS

elektroforézou.
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Obr. 20. Mira Cistoty frakci apo-cyt bs po gelové filtraci na koloné Sephadexu G-75.
Standardem byl solubilni kralici cyt bs (S). Cisla frakci odpovidala objemu pufiu proslého
kolonou pri jejim promyvani. Vzorky byly kviili vysoké koncentraci proteinu 3x naredény

destilovanou vodou.

Apo-cyt bs by mél byt eluovan samostatné bez piimési jinych vétSich proteind.
Elektroforéza (obr. 20) frakci 18 a 21 vSak potvrzuje netispéSnou separaci proteinti podle
jejich velikosti. Proto byly frakce 18 - 24 znovu zahus$tény na co nejmensi objem cca 600 pl,
ktery je vhodnéjsi k naneseni na gelovou chromatografii a pipetou naneseny na nove

ptipravenou kolonu Sephadexu G-75.
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Frakce 27 — 33, které se jevily jako elektroforeticky homogenni, byly uchovany a
nasledné pfipojeny k frakcim, které byly kvili pfitomnosti kontaminujicich proteinti

opétovné podrobeny gelové filtraci.
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Obr. 21. Rechromatografie solubilniho apo-cytochromu bs na koloné Sephadexu G-75.
V priubéhu chromatografie byla mérena absorbance frakci pri 280 nm (modre) a 413 nm
(Cervené). Zvyraznéné frakce byly vybrdny k elektroforéze. Cisla frakci se shoduji

s objemem pufru proslym kolonou.

Separace proteind pii druhé gelové chromatografii byla taktéz sledovana méfenim
absorbance jednotlivych frakei pti 280 nm, coZ je v zavislosti na objemu pufru proteklého
kolonou vyneseno do chromatogramu (obr. 21). Jak je z obrazku vidét, po rechromatografii
na nove pripravené gelové kolon¢ jiz doslo k ¢astecnému oddeleni velkych proteinti od apo-
cyt bs. Prvni pik seluénim maximem kolem 17 ml ukazuje eluci proteinti s velkou
molekulovou hmotnosti a druhy pik eluci apo-cyt bs, ktery byl pii prichodu kolonou
zpomalovan gelovou matrici. Toto tvrzeni bylo ovéfeno provedenim SDS-PAGE na

nasledujici strang (obr. 22).
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Obr. 22. Cistota frakci apo-cyt bs po druhé gelové filtraci na koloné Sephadexu G-75.
Jako standard byl pouzit solubilni kralici cyt bs (S). Cisla frakci uddvala objem pufiu
prosly kolonou pri jejim promyvani. Vzorky byly kvili vysoké koncentraci proteinu

Fedeny 12x.

Jako frakce s vysokou ¢istotou apo-cyt bs se na polyakrylamidovém gelu (obr. 22)
jevi frakce 24 — 34. Neni zde pozorovan Zadny jiny protein. Tyto frakce byly spojeny a
zahusStény na finalni produkt solubilniho lidského apo-cyt bs o objemu 1 ml, ktery byl

uchovavan v malych alikvotech pfi -80°C.
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4.5.3 Predisténi cytochromu bs gelovou filtraci na koloné Sephadexu G-75

Purifikace solubilniho cytochromu bs probihala obdobné jako u jeho apoformy
(kap. 3.2.6.2.2). Tentokrat se i diky menSimu objemu (1,3 ml) nanaSené¢ho vzorku podatilo
separovat cyt bs od velkych proteinti v ramci jedné gelové filtrace, jejiz pritbéh je znadzornén

na obr. 23.

——413nm

——280nm

40 50 60 70 80
Vefl"l"l'

Obr. 23. Separace solubilniho cytochromu bs gelovou filtraci na koloné Sephadexu
G-75. U jimanych frakci byla sledovana absorbance pri 280 nm (modie) a 413 nm
(Cervené). Oznacené frakce (¢erné) byly vybrany k SDS-PAGE. Cisla frakci se shoduji

s objemem pufru proslym kolonou.

Separace probihala velmi podobné jako v piipadé apo-cyt bs. Rovnéz se podatilo
ziskat frakce nevykazujici dle SDS elektroforézy kontaminaci jinymi proteiny (obr. 24,
str. 72). Tyto frakce 18 - 24 byly spojeny a zahuSteny na findlni produkt o objemu cca 1,8
ml, ktery byl po 200 pl alikvotech uchovavan pii -80°C.
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Obr. 24. Mira Cistoty frakci cyt bs po gelové filtraci na koloné Sephadexu G-75.
Standardem byl solubilni kralici cyt bs (S). Cisla frakci odpovidala objemu pufiu proslého
kolonou. Vzorky byly vzhledem k vysoké koncentraci redény 10x.
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4.6 Shrnuti prubéhu izolace

V prubéhu purifikaéniho procesu mikrosomalniho i solubilniho lidského apo-cyt bs a
cyt bs byly odebirany vzorky, které byly podrobeny SDS elektroforéze (obr. 25 a 26). Jejich
vizualizaci na 15% polyakrylamidovém gelu byl porovnan obsah a Cistota cytochromi bs

v jednotlivych krocich purifikace.

mikrosomalni — - - -
e - B

Cyt b5 | ’

|

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12'1314

Obr. 25. Elektroforéza z pritbéhu izolace mikrosomdlniho apo-cyt bs a cyt bs. (1) Bunky
E. coli BL-21 (DE3) Gold pred indukci exprese cytochromu bs, (2) buinky BL-21 (DE3)
Gold po ukonceni exprese cytochromu bs, (3) supernatant po desintegraci bunék sonikact,
(4) resuspendované pelety po sonikaci bunek, (5) supernatant po sedimentaci membrdnové
frakce bunék, (6) homogenizované pelety membranové frakce bunek, (7) supernatant po
solubilizaci, (8) homogenizované pelety po solubilizaci, (9 a 10) apo-cyt bs a cyt bs po
ionexové chromatografii a dialyze, (11 a 12) apo-cyt bs a cyt bs po eliminaci detergentu
cholatu sodného, (13 a 14) findlni prepardt apo-cyt bs a cyt bs. Vzorky zizolace byly
redeény 7x. Vzorky z produkce byly redeny tak, ze pri ODgyy = 1,3 bylo pouzito 5 ul bunék.
Standardem byl mikrosomalni kralici cyt bs (M).

Na elektroforetickém gelu (obr. 25) lze pozorovat postupné nacist'ovani izolovaného
cytochromu bs, ale i jeho ztraty v riznych fazich purifika¢niho postupu. K nim doslo napt.
po sonikaci, kdy urc¢itd cast cytochromu bs zbyla v membrandch nerozbitych bunck
(dradha 4). Jisty podil cytochromu bs byl ztracen pii izolaci membranové frakce (draha 5),

nebot’ nedoslo k jeho sedimentaci. V tomto ptipad€ se mohlo jednat o cytochrom bs, jehoz
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transmembranova kotva mohla byt behem purifikaéniho procesu proteolyticky odstépena
bakteridlnimi enzymy, které nebyly dostate¢né inhibovéany. K dalsimu tubytku doslo pii
solubilizaci, kdy cast cytochromil bs zistala ukotvena ve frakcich bunéénych membran
(draha 8) a byla tedy odstranéna ultracentrifugaci. Nakonec byl ziskéan elektroforeticky Cisty
apo-cyt bs. Cyt bs je mirné kontaminovan proteinem o vyssi molekulové hmotnosti. Mohlo
by se jednat také o agregat cyt bs ve form¢ multimeru, coz bylo jiz dfive pozorovano a

dimer byl identifikovan pomoci hmotnostni spektrometrie.*’

solubilni cyt bs

Obr. 26. Elektroforéza 7 pritbéhu izolace solubilniho apo-cyt bs a cyt bs. (1) Bunky E. coli
BL-2] (DE3) Gold pred indukci exprese cytochromu bs, (2) bunky BL-21 (DE3) Gold po
ukonceni exprese cytochromu bs, (3) supernatant po lyzi bunék sonikaci (10x 7ed.),
(4) resuspendovana peleta po sonikaci bunék (3xred.), (5 a 6) apo-cyt bs a cyt bs po
separaci proteinu na DEAE-Sepharose CL-6B (10x7ed.), (7 a §8) finalni preparat
apo-cyt bs a cyt bs (10x 7ed). Standardem byl solubilni kralici cyt bs (S). Vzorky z produkce
byly redeny tak, Ze pri ODggy = 1,3 bylo pouzito 5 ul bunék.

Ke ztraté podilu solubilniho cytochromu bs doslo v tomto piipadé zejména pii lyzi
buné¢k (obr. 26, draha 4). Jelikoz je solubilni cytochrom bs produkovan do cytosolu buiiky,

nemohl se dostat z nerozbitych bun¢k do okolniho prosttedi, z né¢hoz byl dale izolovan.
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4.6.1 Koncentrace proteini v priibéhu purifikace

JelikoZ cytochrom bs nevykazuje Zadné enzymové funkce, na jejichz zaklad¢ by mohl
byt sledovan pribéh purifikace a postupné zvySovani jeho specifického obsahu, byl
stanovovan pouze obsah proteind v jednotlivych fazich izolace. Mnozstvi proteint
v pritbéhu purifikace mikrosoméalniho (Tabulka 2) a solubilniho (Tabulka 3, str. 76) lidského
apo-cyt bs a cyt bs bylo stanoveno pouzitim BCA (kapitola 3.2.7.3). Vzorky byly fedény na
zakladé vysledkii SDS elektroforézy z pribéhu izolace (obr. 25, str. 73 a obr. 26, str. 74).

Tabulka 2. Koncentrace proteinit v pritbéhu izolace mikrosomdlniho cytochromu bs.

Mnozstvi proteini v(e): cw/mg.ml” Viml m/mg
supernatantu po desintegraci bun¢k 21,4 35 749,0
roztoku homogenizované membranové

17,2 27 464.,4
frakce
supernatantu po solubilizace 2,1 54 113,4
roztoku apo-cyt bs po chromatografii

1,9 25 47,5
na DEAE-Sepharose CL-6B
roztoku cyt bs po chromatografii na

0,8 25 20,0
DEAE-Sepharose CL-6B
roztoku apo-cyt bs po eliminaci

po-eyts P 1,0 16 16,0

cholatu sodného dialyzou
roztoku cyt bs po eliminaci cholatu

0,3 18 54
sodného dialyzou
findlnim preparatu apo-cyt bs 2,5 2 5,0

findlnim preparatu cyt bs 0,3 2 0,6
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Tabulka 3. Koncentrace proteinit v pritbéhu izolace solubilniho cytochromu bs.

Obsah proteint v(e): co/mgml” Viml m/mg
supernatantu po desintegraci bunék 30,0 40 1200
roztoku apo-cyt bs po chromatografii
5 157 35 549,5

na DEAE-Sepharose CL-6B
roztoku cyt bs po chromatografii na

5 8.7 56 487,2
DEAE-Sepharose CL-6B
findlnim preparatu apo-cyt bs 17,0 1 17,0
findlnim preparatu cyt bs 8,5 1,8 15,3

V tabulkdch 2 a 3 je uvedena koncentrace proteinti (c,) vztazena na jeden mililitr
roztoku. Déale objem roztokt (V), zn¢hoz byly odebrany vzorky pro stanoveni obsahu

proteintl, a celkové mnozstvi proteinl (m) v jednotlivych purifika¢nich krocich.
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4.7 Koncentrace finalnich preparati stanovena ze spektra

Postupem popsanym v kapitole 3.2.7.6 byla zméfena spektra findlnich produkth
apo-cytochromu bs a cytochromu bs. Absorbéni maximum pii 280 nm je disledkem
pfitomnosti apo-cyt bs a cyt bs ¢i jinych nezaddoucich proteintl, jejichZz vyraznou ucast na
absorbanci lze vSak vyloucit na zéklad¢é vysledkti SDS elektroforézy (obr. 25, draha 13,
str. 73 a obr. 26, draha 7, str 74). Absorb&nim maximem pii 413 nm se projevuji proteiny

s vazanym hemem — holoprotein cyt bs.

0,6 ~

280
0,5 +

apo-cyt b5

cyths

250 300 350 400 450
A/nm
Obr. 27. Spektrum findlnich produktii mikrosomdlniho apo-cyt bs (modie) a cyt bs
(Cervené). Pro vétsi detailnost byl rozsah mérenych vinovych délek zuzen na 250 — 450 nm.

Roztoky preparatit byly redeny 8x.

Zvysena hodnota absorbance na spektru mikrosomalniho apo-cyt bs pii 413 nm
(obr. 27) svéd¢i o kontaminaci purifikovaného prepardtu apo-cyt bs jistym mizivym
mnozstvim cyt bs. Tento fakt bylo mozno predpokladat jiz na zdkladé zvySené absorbance

pfi 413 nm na elu¢nim profilu apo-cytochromu bs (obr. 13, str. 60) pfi odstraiovani
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detergentu Brij 35. Z vySe uvedeného spektra je vSak mozné odhadnout, Ze Cistota

apo-formy je vice nez 95%.

Ze znamych hodnot absorbanci pii 280 nm odectenych ze spektra (obr.27) na

pfedchozi strance byla spoctena koncentrace apo-cyt bs a cyt bs uvedend v tabulce 4.

Tabulka 4. Koncentrace mikrosomdlniho cytochromu bs stanovend 7 absolutniho

spektra (pii 280 nm).

cn/mg.ml” c/umol.I"!
apo-cyt bs 1,9 126
cyt bs 1,3 85

Stejnym postupem byla zmétena i absolutni spektra findlnich preparati solubilniho
apo-cytochromu bs a cytochromu bs. Rovnéz ze spektra solubilniho apo-cyt bs (obr. 28) je

patrné, Ze kontaminace hemovou formou cytochromu bs je zanedbatelna.

0,8 - 280

0,7 ~

——apo-cyth5
0,6
——ccythb

0,5
A 04 -
0,3

02 A /\

0,1 - 413

O T T T 1
250 300 350 400 450
A/nm

Obr. 28. Absorbéni spektrum findlnich preparatit solubilniho apo-cyt bs (modie) a cyt bs
(Cervené). Pro vétsi detailnost byl rozsah mérenych vinovych délek zuzZen na 250 — 450 nm.

Roztoky preparatii byly redeny 20x.
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Z hodnot absorbaci pfi 280 nm odectenych z absorbcnich spekter na obr. 28 na
pfedchozi strance byla spoctena koncentrace obou forem solubilniho cytochromu bs

uvedena v tabulce 5.

Tabulka 5. Koncentrace solubilniho cyt bs stanovend 7 absolutniho spektra (p¥i 280 nm).

c/mg.ml” c/umol.I"
apo-cyt bs 15,6 1384
cyt bs 13,6 1209,6

Hodnoty koncentraci stanovenych pro cyt bs z absolutniho spektra a pomoci BCA se
lisi. K absorbanci pfi 280 nm totiz pfispivda 1 absorbance hemové skupiny, kterd tak

vypoctenou koncentraci proteinu zvysuje.

V ptipad€ izolovanych cytochromi s oznacenim cyt bs se jednd jen o Céste¢né
nahemované formy, jejichZz kontaminujici latkou je piimés apo-cyt bs. To potvrdila také
orientacni titrace heminem, piti které byl mikrosomdlni cytochrom bs schopen ptijmout
4,5ul 1 mM heminu, coz odpovidd 66% obsahu apoformy ve findlnim preparatu
mikrosomalniho cytochromu bs. Solubilni cyt bs inkorporoval 8 ul 1 mM heminu, coZ je
66,2% pritomnost apoformy ve findlnim preparatu. Zcela saturovana forma cytochromu bs,
kterd obsahuje ekvivalentni mnozstvi hemu na jednotku proteinu, by totiz méla vykazovat
mnohem vys$i absorbéni maximum pii 413 nm nez pii 280 nm, coZ je vrozporu se
ziskanymi vysledky na obr. 27, str. 77 pro mikrosomalni a obr. 28, str. 78 pro solubilni
cyt bs. Pomér Au13/dase u &istého erytrocytarniho cytochromu bs se pohybuje kolem 6,” u
mikrosomélniho cytochromu bs je pak tento pomér zhruba o polovinu nizsi > diky jeho vyssi
absorbanci pifi 280 nm, kterd je zplsobena piitomnosti membranové kotvy v proteinu, ve
které se nachazi fada aromatickych aminokyselin. Tyto preparaty vSak nebyly dalsi analyze
zatim podrobeny, protoze cilem bylo ziskat a charakterizovat piedevS§im apo-formy

cytochromu bs.
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Z absorp¢niho spektra mikrosomdlniho (obr. 27, str. 77) a solubilniho cyt bs
(obr. 28, str. 78) byly dale odecteny hodnoty absorbance pti 413 nm, z nichz byla spoc¢tena
koncentrace cytochromu bs (Tabulka 6) dle kapitoly 3.2.7.6.

Tabulka 6. Koncentrace izoforem cyt bs stanovend z absolutnich spekter (pii 413 nm).

c/mg.ml” c/umol.I"

mikrosomalni cyt bs 0,1 6.9

solubilni cyt bs 0,3 23,9
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4.8 Stanoveni koncentrace apo-cyt bs pfi titraci chloridem heminu

Apoprotein cytochromu bs byl titrovan roztokem 1 mM chloridu heminu postupem

uvedenym v kapitole 3.2.7.5.

0,1 4 413

0,09 +
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0,07 ~
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A 0,05 ~
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Obr. 29. Titrace solubilniho apo-cytochromu bs. Na grafu jsou zndzornény spektra titrace
odpovidajici celkovému mnozstvi heminu pridaného do roztoku (9, 10, 11, 12, 13, 14 ul) a
klicovy posun absorbcniho maxima z vinové délky 413 nm (15 ul). Roztok apo-cyt bs byl

titrovan pridavkem 1 ul ImM heminu.

Absorbéni spektrum s nulovym ptidavkem heminu (obr. 29, 0 pl) charakterizuje

roztok apo-cyt bs, ktery byl nasledné titrovan.

K tplnému natitrovani solubilniho apo-cyt bs bylo zapotiebi 13 - 14 ul 1 mM
roztoku chloridu heminu. Pti dalSim ptidavku 1 pul heminu doslo k posunu absorb¢niho
maxima na vlnovou délku 387 nm, coz indikuje pfitomnost volného hemu v roztoku a

nasyceni apo-cyt bs hemem.
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Pied zahdjemin titrace mikrosomalniho apo-cytochromu bs bylo zméfeno absorb¢ni
spektrum roztoku mikrosomalniho apo-cyt bs (obr. 30, 0 ul). Ten byl nasledné titrovan
0,5 pl alikvoty heminu az do posunu absorbéniho maxima na 388 nm, kterému odpovidala

spotieba 1,5 - 2 pl titra¢niho Cinidla.
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Obr. 30. Titrace mikrosomdlniho apo-cytochromu bs. Spektra odpovidaji celkovému
objemu 1 mM heminu pridaného do méreného roztoku. Apo-cyt bs byl titrovan pridavkem

vzdy 0,5 ul heminu.

Mirny piebytek neinkorporovaného hemu v titrovaném roztoku lze pozorovat jiz na
modré linii (obr. 29, 14 ul, str. 81 a obr. 30, 2 pl) nespecifickym zvySenim absorbance

v rozmezi vlnovych délek 350 - 410 nm vi¢i ostatnim absorbénim spektriim.
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Ze znamého objemu spotfebovaného titraéniho ¢inidla byla spoctena hmotnosti a

molarni koncentrate lidského apo-cytochromu bs ve finalnich preparatech (Tabulka 7).

Tabulka 7. Koncentrace apo-cyt bs uréend ze spotieby titracniho Cinidla.

cn/mg.ml” c/pmol.I"
mikrosomalni apo-cyt bs 2,0 133
solubilni apo-cyt bs 15,8 1400

V pribéhu titrace obé apoformy cytochromu bs inkorporovaly molekulu hemu, coz
bylo potvrzeno zvySenou absorbanci na spektru v oblasti 413 nm, které je typické pro
hemovy cyt bs. Tento fakt svéd¢i o tom, Ze apo-cyt bs byl purifikovan jako nativni protein

bez zjevného poskozeni a ztraty biologické aktivity.

Pro stanoveni koncentrace apo-cytbs byly pouzity rizné metody. Ziskané
koncentrace jsou vzdy uvadény pro obé izoformy cytochromu bs v zavorce. Jedna se o
titraci heminem (2,0 mg.mlI' mikrosomalni, 15,8 mg.ml" solubilni), stanoveni pomoci
metody s BCA (2,5 mg.ml" mikrosomaélni, 17,0 mg.ml" solubilni) a vypocet koncentraci z
absolutniho spektra (1,9 mg.ml' mikrosomalni, 15,6 mg.ml" solubilni). PouZitim riiznych
metod bylo dosaZzeno srovnatelnych hodnot vyslednych koncentraci preparat
mikrosomalniho a solubilniho apo-cyt bs. Pficemz nejméné spolehlivou metodou je BCA,
nebot’ k sestaveni kalibra¢ni kiivky, zniZz se odecitaji posléze koncentrace apo-cyt bs ¢i

cyt bs, se pouzivaji standardy sérového hoveéziho albuminu, tedy odlisného proteinu.
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S DISKUSE

Z koncentrace vyslednych preparatu cyt bs a apo-cyt bs je zjevné, Ze pii expresi
probihajici pti 37°C a vysSiho ptidavku IPTG bez 6-ALA produkce apo-cytochromu bs
prevysila produkci cytochromu bs v pfipadé mikrosomdlniho a byla srovnatelna u
solubilniho cyt bs. Proto pii snaze o produkci holoproteinové formy cytochromu bs byvaji
voleny odliSné podminky exprese. Snizené mnozstvi ptidaného IPTG by mohlo vést ke
snizené produkci T7 RNA polymerasy bunéénou RNA polymerasou, kterda vyZzaduje
interakci /ac promotoru s IPTG pro svou Cinnost. Nizk4 koncentrace T7 RNA polymerasy

by v diisledku mohla sniZit intenzitu translace genu pro cyt bs.*

Inkorporaci hemu do cytochromu bs lze také ovlivnit zménou teploty exprese
v urcitém rozsahu. Exprese probihajici pti 27°C vede ke zvySeni inkorporace hemu oproti
37°C, ale pfi dalSim sniZeni teploty dochazi k vyraznému poklesu exprese holoproteinové

formy.*’

Ptidavkem 06-ALA do kultury kultivovanych bunék, by mohla byt podpoiena
rychlejsi syntéza hemu pro néslednou inkorporaci do apoproteinu, ¢imz by mohlo dojit ke
zvyseni produkce holoproteinové formy. Dle Woodarda je syntéza hemu iniciovana zpétnou
vazbou pii syntéze apoproteinu.®' Intenzivni exprese viak byla doprovazena ubytkem hemu,
pravdépodobné vyvolanym pomalou aktivaci syntézy hemu ¢i vyssi afinitou aminokyselin

k biosyntéze apoproteinu nez hemu.*

V pribéhu izolace se ukazalo, Ze solubilni forma cytochromu bs samovolné piijma
vice hemu i bez ptidavku 3-ALA ve srovnani s mikrosomalni formou. To lze pozorovat na
obr. 11, str. 58 a obr. 17, str. 65. Frakce solubilniho cytochromu vykazuji vyssi absorbanci
pfi 413 nm oproti 280 nm, zatimco u mikrosomalni formy je tomu naopak. Tento jev by
mohl byt pravdépodobné vysvétlen vlivem membrany na konformaci mikrosomalniho
cytochromu bs, v jehoz disledku je cytochrom bs hiife ptistupny pro prostetickou skupinu

a hem se zfejmé obtiznéji inkorporoval oproti solubilni formé.

Apoproteinova forma vykazuje vzhledem k nepfitomnosti hemu ztratu Ccasti
sekundarni a tercidlni struktury oproti holoproteinu.’ Tato ztrita je doprovazena
neuspofadanosti v oblasti jddra 1 v podobé neuspotadaného fetézce o 42 aminokyselinych

zbytcich, ptfiemz struktura jadra 2 se zachovava. Vazbou hemu se obnovi hydrofobni
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charakter jadra 1 tvofeny 4 Sroubovicemi (H2, H3, H4, HS5) obklopujicimi hem.’
Pravdépodobné z diivodu této neusporadané struktury je apo-cytochrom bs nachylnéjsi

k denaturaci vyvolané tepelnymi®' nebo chemickymi zménami’.
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6 ZAVER
Vysledky ziskané v ramci bakalarské prace lze shrnout nasledovné:

Byl amplifikovan plasmid s inzerty obsahujicimi geny pro mikrosomélni a
erytrocytarni formu cytochromu bs a to v dostatecné Cistoté¢ a koncentraci. Tyto plasmidy

byly vlozeny do buné¢k E. coli BL-21 (DE3) Gold urcenych pro expresi cytochrom bs.

Byla provedena exprese cytochromil bs pii 37°C za Gcelem ziskani vysokého podilu
apoformy cytochromu bs. Sekundarné byla provedena také exprese pii 27°C s piidavkem
S-ALA pro expresi holoproteinové formy cytochromu bs, ta vSak jiz nebyla v ramci

bakalatské prace izolovana.

Mikrosomalni apo-cytochrom bs byl ziskdn v nékolika krokovém purifika¢nim
procesu zaloZeném na izolaci membranové frakce a chromatografickém dé¢leni proteint na
kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B. Bylo ziskdano celkem 3,8 mg elektroforeticky
homogenniho proteinu. Preparat nevykazuje vyznamnou kontaminaci hemovou prostetickou
skupinou. Jako vedlejsi produkt byla totoznym postupem izolovana hemova forma tohoto

cytochromu bs a to s vytézkem 2,6 mg. Nejedna se vSak o pln€ hemovany preparat.

Solubilni apo-cyt bs byl purifikovan chromatografickym délenim na kolonach
DEAE-Sepharosy CL-6B a Sephadexu G-75. Tuto formu se podafilo izolovat v mnozstvi
15,6 mg a rovnéz ve vysoké elektroforetické Cistot¢ bez kontaminace nejenom jinymi
proteiny, ale ani hemem. Hemové forma cytochromu bs byla purifikovana stejnym postupem

ve vytézku 13,6 mg a neobsahovala ekvivalentni mnozstvi hemu vici proteinu.

Titraci mikrosomalniho i erytrocytdrniho apo-cyt bs heminem bylo potvrzeno

zachovani jejich biologické aktivity ve schopnosti vazat hem.

Vysledky bakalafské prace tedy pln€ splnily cile, které byly jejim ukolem.



PfrF UK, Praha 2011 Stranka |87

SEZNAM POUZITE LITERATURY

1.

10.

11.

12.

Alberts B., Bray D., Johnson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P.: Zaklady
bun&né biologie: Uvod do molekuldrni biologie buiiky, Espero Publishing, Usti nad
Labem, kap. 8 - 9, (2000)

Bayburt T.H., Sligar S.G.: Single-molecule height measurements on microsomal
cytochrome P450 in nanometer-scale phospholipid bilayer disks, Biophysics, 99(10),
6725-6730, (2002)

Bodin K., Bretillon L., Aden Y., Bertilsson L., Broome U., Einarsson., Diczfalusy U.:
Antiepileptic drugs increase plasma levels of 4p-hydroxycholesterol in humans:
Evidence for involvement of cytochrome p450 3A4, J. Biol. Chem., 276(42), 38685-
38689, (2001)

Buxbaum E.: Biophysical chemistry of proteins: An introduction to laboratory methods,
kap. 15.3.1, Springer, New York (2010). Dostupné na
http://books.google.cz/books?id=gqK S5 7rrAC&printsec=frontcover&source=gbs g
e summary r&cad=0#v=onepage&q&f=false

Carlsen J., Christiansen K., Jensen H.M.: Rat hepatic microsomal cytochrome b5. A
simple large-scale purification procedure and antibody production by antigen-
containing liposomes, Biochem J., 256(3), 1051-1054, (1988)

Cowley A.B., Rivera M., Benson D.R.: Stabilizing roles of residual structure in empty
heme binding pockets and unfolded states of microsomal and mitochondrial
apocytochrome b5, Protein Sci., 13(9), 2316-2329, (2004)

Davis R.D. Jr., Lecomte J.T.J.: Structural propensities in the heme binding region of
apocytochrome b5. [.Free peptides., Biopolymers, 90(4), 544-555, (2008)

Domanski L.T., He Y-A., Harlow R.G., Halpert R.J.: Dual role of human cytochrome
P450 3A4 residue Phe-304 in substrate specifity and cooperativity, J. Pharmacol. Exp.
Ther., 293(2), 585-591, (2000)

Douglas R.H., Hultquist D.E.: Evidence that two forms of bovine erythrocyte
cytochrome b5 are identical to segments of microsomal cytochrome b5, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 75(7), 3118-3122, (1978)

Durr U.H.N., Waskell L., Ramamoorthy A.: The cytochromes P450 and b5 and their
reductases-promising targets for structural studies by advanced solid-state NMR
spectroscopy, Biochim. Biophys. Acta, 1768(12), 3235-3259, (2007)

Fowler M.F., Taylor M.J., Friedberg T., Wolf R.C., Riley J.R.: CYP3A4 active site
volume modification by mutagenesis of leucine 211, Drug Metab. Dispos., 30(4), 452-
456, (2002)

Fyjii-Kuriyama Y., Mizukami Y., Kawajiri K., Sogawa K., Muramatsu M.: Primary
structure of a cytochrome P-450: coding nucleotide sequence of phenobarbital-
inducible cytochrome P-450 cDNA from rat liver, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79(9),
2793-2797, (1982)



PfrF UK, Praha 2011 Stranka |88

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

Guengerich F.P.: Cytochrome p450s and other enzymes in drug metabolism and
toxicity, AAPS J., 8(1), 101-111, (2006)

Guryev O.L., Gilep A.A., Usanov S.A., Estabrook R.W.: Interaction of apo-
cytochrome b5 with cytochromes P4503A4 and P45017A: Relevance of heme transfer
reactions, Biochemistry, 40(16), 5018 — 5031, (2001),

Halkova T.: Pfiprava rekombinantniho lidského cytochromu bs, Diplomova prace,
PiF UK Praha, katedra biochemie, (2010)

Hames B. D.: Gel electrophoresis of proteins: A practical approach, 3. vydani, kap. 3.,
Oxford University Press, Oxford (1998)

Harlow R.G., Halpert R.J.: Alanine-scanning mutagenesis of a putative substrate
recognition site in human cytochrome P450 3A4, J. Biol. Chem., 272(9), 5396-5402,
(1997)

Harlow R.G., Halpert R.J.: Analysis of human cytochrome P450 3A4 cooperativity:
Construction and characterization of a site-directed mutant that display hyperbolic
steroid hydroxylation kinetics, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95(12), 6636-6641, (1998)
Hlavica P., Lewis D.F.: Allosteric phenomena in cytochrome P450-catalyzed
monooxygenations, Eur. J. Biochem., 268(18), 4817-4832, (2001)

Holme J. D., Peck H.: Analytical biochemistry, 3. vydani, kapitola 11.3.2, Longman,
London (1998)

http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/GE _gelfiltration.pdf (cit. 31.8.2011)
http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/GE _proteinelectrophoresis.pdf

(cit. 31.8.2011)
http://metallo.scripps.edu/promise/HAEM_THIOLATE.html#PROMISE

(cit. 31.8.2011)

http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam?P00167-2 (cit. 31.8.2011)
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam1?P00167@2-134@

(cit. 31.8.2011)
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lst/literature/Bulletin_2121D.pdf

(cit. 31.8.2011)
http://www.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nst/Content/3ES6FFCAFE43BCADC1
257628001 DOEC6/$file/11000421 AA.pdf (cit. 31.8.2011)
http://www.chem.eng.osaka-u.ac.jp/~inoue-
tken/ja/staffs/matsumura/BL21competent man.pdf (cit. 31.8.2011)
http://www.iechs.org/staff/ Andrews/files/BTEC%202010/CHAPTER 4 -
_Analysis_of Plasmid Using Spectro_and Electrophoresis.pdf (cit. 31.8.2011)
http://www.monmouthscientific.co.uk/uploads/pages/files/SONOPULS%20Ultrasonic
%20Liquid%20Processors.pdf (cit. 31.8.2011)
http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp (cit. 31.8.2011)
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp (cit. 31.8.2011)
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0111.asp (cit. 31.8.2011)
http://www.neb.com/nebecomm/products/productr0146.asp (cit. 31.8.2011)


http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/GE_gelfiltration.pdf 7
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_2121D.pdf
http://www.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/3E56FFCAFE43BCADC1257628001D0EC6/$file/11000421AA.pdf
http://www.iechs.org/staff/Andrews/files/BTEC 2010/CHAPTER_4_-_Analysis_of_Plasmid_Using_Spectro_and_Electrophoresis.pdf
http://www.monmouthscientific.co.uk/uploads/pages/files/SONOPULS Ultrasonic Liquid Processors.pdf
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0111.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productr0146.asp
http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/GE_gelfiltration.pdf 7
http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/GE_proteinelectrophoresis.pdf
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam?P00167-2
http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam1?P00167@2-134@
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_2121D.pdf
http://www.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/3E56FFCAFE43BCADC1257628001D0EC6/$file/11000421AA.pdf
http://www.chem.eng.osaka-u.ac.jp/~inoue-tken/ja/staffs/matsumura/BL21competent_man.pdf
http://www.iechs.org/staff/Andrews/files/BTEC 2010/CHAPTER_4_-_Analysis_of_Plasmid_Using_Spectro_and_Electrophoresis.pdf
http://www.monmouthscientific.co.uk/uploads/pages/files/SONOPULS Ultrasonic Liquid Processors.pdf
http://www.neb.com/nebecomm/DoubleDigestCalculator.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productB7004.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0111.asp
http://www.neb.com/nebecomm/products/productr0146.asp

PfrF UK, Praha 2011 Stranka |89

35.
36.

37.

38.
39.
40.
41.
42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

http://www.opsdiagnostics.com/notes/ranpri/rpsonication101.htm (cit. 31.8.2011)
http://www.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-
applications-guide/dna-purification/ (cit. 31.8.2011)

http://www .sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?D7=0&N5=SEARCH_CONC
AT PNOIBRAND KEY&N4=G75120|SIGMA&N25=0&QS=ON&F=SPEC

(cit. 31.8.2011)

http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/pld 140bul.Par.0001.Fil
e.tmp/pld140bul.pdf (cit. 31.8.2011)

http://www.uniprot.org/uniprot/P00167 (cit. 31.8.2011)
http://www.youtube.com/watch?v=6RjZ{Xz4NO8 & feature=related (cit. 31.8.2011)
http://www.youtube.com/watch?v=u_AKDas-Nb8 (cit. 31.8.2011)
Ingelman-Sundberg M.: The human genome project and novel aspects of cytochrome
P450 research, Toxicol. Appl. Pharmacol., 207(2), 52 — 56, (2005)

Ito A., Mitoma J.: The carboxy-terminal 10 amino acid residues of cytochrome b5 are
necessary for its targeting to the endoplasmatic reticulum, EMBO J., 11(11), 4197-
4203, (1992)

Jeon S., Kim K.H., Yun C.H., Hong B.W., Chang Y.s., Han H.S., Yoon Y.S., Choi
W.B., Kim S., Lee A.Y.: An NH2-terminal truncated cytochrome P450 CYP3A4
showing catalytic activity is present in the cytoplasm of human liver cells, Exp. Mol.
Med., 40(2), 254 — 260, (2008)

Jung Y., Kwak J., Lee Y.: High-level production of heme-containing holoproteins in
Escherichia coli, Appl. Microbiol. Biotechnol., 55(2), 187-191, (2001)

Klingenberg M.: Pigments of rat liver microsomes, Arch. Biochem. Biophys., 75(2),
376 — 386, (1958)

Koberova Monika: Studium inkorporace modifikovanych aminokyselin do cytochromu
b5, Bakalatska prace, PiF UK Praha, katedra biochemie, (2010)

Kolektiv: Biochemie — zakladni kurz, skriptum PfF UK Praha, (1995)

Kotrbovd V., Aimova D., Ingr M., Botek-Dohalska L., Martinek V., Stiborovd M.:
Preparation of a biologically active apo-cytochrome b5 via heterologous expression in
Escherichia coli, Protein Expr. Purif., 66(2), 203-209, (2009)

Laemmli U.K.: Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4, Nature, 227(5259), 680 — 685, (1970)
Li A. P., Kaminski D. L., Rasmussen A.: Substrates of human hepatic cytochrome

P450 3A4, Toxicology, 104(1-3), 1 — 8, (1995)

Meunier B., de Visser S.P., Shaik S.: Mechanism of oxidation reactions catalyzed by
cytochrome p450 enzymes, Chem. Rev., 104(9), 3947 — 3980, (2004)

Mulrooney S.B., Waskell L.: High-level expression in Escherichia coli and purification
of membrane-bound form of cytochrome b(5), Protein Expr. Purif., 19(1), 173-178,
(2000)

Nebert D.W., Adesnik M., Coon M.J., Estabrook R.W., Gonzalez F.J., Guengerich
F.P., Gunsalus I.C., Johnson E.F., Kemper B., Levin W., Phillips I.LR., Sato R.,


http://www.opsdiagnostics.com/notes/ranpri/rpsonication101.htm
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?D7=0&N5=SEARCH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&N4=G75120|SIGMA&N25=0&QS=ON&F=SPEC
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/pld140bul.Par.0001.File.tmp/pld140bul.pdf
http://www.uniprot.org/uniprot/P00167
http://www.opsdiagnostics.com/notes/ranpri/rpsonication101.htm
http://www.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/dna-purification/
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/ProductDetail.do?D7=0&N5=SEARCH_CONCAT_PNO|BRAND_KEY&N4=G75120|SIGMA&N25=0&QS=ON&F=SPEC
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Bulletin/pld140bul.Par.0001.File.tmp/pld140bul.pdf
http://www.uniprot.org/uniprot/P00167
http://www.youtube.com/watch?v=6RjZfXz4NO8&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=u_AKDas-Nb8

PfrF UK, Praha 2011 Stranka |90

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Waterman M.R.: The P450 gene superfamily: Recommended nomenclature, DNA, 6(1),
1-11, (1987)

Ogishima T., Okada Y., Omura T.: Import and processing of the precursor of
cytochrome P-450(SCC) by bovine adrenal cortex mitochondria, J. Biochem., 98(3),
781-791, (1985)

Omura T.: Forty years of cytochrome P450, Biochem. Biophys. Res. Commun., 266(3),
690 — 698, (1999)

Ortiz de Montellano P. R.: Cytochrome P450: Structure, mechanism and biochemistry.
3. vydani, kap.1, 4 a 9, Plenum Press, New York, (2004)

Palackého Univerzita v Olomouci, katedra biochemie, ucebni material dostupny na
http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/cgi/8.pdf (cit. 31.8.2011)

Panja S., Aich P., Jana B., Basu T.: How does plasmid DNA penetrace cell membranes
in artificial transformation process of Escherichia coli?, Mol. Membr. Biol., 25(5),
411 —422, (2008)

pET system manual, Novagen, 10. vydani, (2002)

Pfeil W.: Thermodynamics of apocytochrome b5 unfolding, Protein Sci., 2(9), 1497-
1501, (1993)

Porter T.D: The roles of cytochrome b5 in cytochrome P450 reactions, J. Biochem.
Mol. Toxicol., 16(6), 311-316, (2002)

Sakaguchi M., Mihara K., Sato R.: A short amino-terminal segment of microsomal
cytochrome P-450 functions both as an insertion signal and as a stop-transfer sequence,
EMBO J., 6(8), 2425-2431, (1987)

Sakaguchi M., Mihara K., Sato R.: Signal recognition particle is required for co-
translational insertion of cytochrome P-450 into microsomal membranes, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 81(11), 3361-3364, (1984)

Schenkman J.B., Jansson I.: Interactions between cytochrome P450 and cytochrome
bS5, Drug Metab. Rev., 31(2), 351-364, (1999)

Schenkman J.B., Jansson I.: The many roles of cytochrome b5, Pharmacol. Ther.,
97(2), 139-152, (2003)

Shet S.M., Fisher W.Ch., Holmans L.P., Estabrook W.R.: Human cytochrome P450
3A4: enzymatic properties of a purified recombinant fusion protein containing
NADPH-P450 reductase, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90(24), 11748-11752, (1993)
Shimada T., Guengerich F.P.: Evidence for cytochrome P-450NF, the nifedipine
oxidase, being the principal enzyme involved in the bioactivation of aflatoxins in human
liver, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86(2), 462-465, (1989)

Stiborova M.: Studium enzymu biotransformujicich xenobiotika jako ndstroj k poznani
mechanismu pasobeni karcinogeni a konstrukce kancerostatik nové generace,
Oteviena véda, Praha, 6-9, (2005)

Stiborova M., Hudecek J., Hodek P., Frei E.: Vyznam cytochromi P450 pro lidské
zdravi, Chem. Listy, 93, 229 — 237, (1999)


http://www.molbio.upol.cz/stranky/vyuka/cgi/8.pdf

PfF UK, Praha 2011 Stranka |91

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Stiborova M., Hudecek J., Paca J. Jr., Martinek V., Paca J.: Enzymy metabolizujici
kontaminanty Zivotniho prostiedi, Chem. Listy, 98, 876 — 890, (2004)

Strittmatter P., Velick. S.F.: The isolation and properties of microsomal cytochrome, J.
Biol. Chem., 221(1), 253-264, (1956)

Smarda J., Doskaf J., Panti¢ek R., Razickova V., Koptikova J.: Metody molekularni
biologie, str. 13-14, Masarykova univerzita v Brné, Brno, (2005)

Vergéres G., Waskell L.: Cytochrome b5, its functions, structure and membrane
topology, Biochimie, 77(7-8), 604-620, (1995)

Voet D., Voet J.G.: Biochemie, kap. 5, Victoria Publishing, Praha (1995)

Wang M., Roberts D.L., Paschke R., Shea T.M., Masters B.S.S., Kim J-J.: Three-
dimensional structure of NADPH-cytochrome P450 reductase: prototype for FMN-
and FAD-containing enzymes, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94(16), 8411-8416, (1997)
Waxman D.J., Attisano C., Guengerich F.P., Lapenson D.P.: Human liver microsomal
steroid metabolism: Identification of the major microsomal steroid hormone 6 beta-
hydroxylase cytochrome P-450, Arch. Biochem. Biophys., 263(2), 424-436, (1988)
Wiechelman K. J., Braun R. D., Fitzpatrick J. D.: Investigation of the bicinchoninic
acid protein assay: Identification of the groups responsible for color formation, Anal.
Biochem., 175(1), 231 — 237, (1988)

William A.J., Ring J.B., Cantrell E.V., Jones R.D., Eckstein J., Ruterbories K.,
Hamman A.M., Hall D.S.; Wrighton A.S.: Comparative metabolitc capabilities of
CYP3A4, CYP3AS, and CYP3A7, Drug Metab. Dispos., 30(8), 883-891, (2002)
Williams A.P., Cosme J., Vinkovic M.D., Ward A., Angove C.H., Day J.P., Vonrhein
C., Ticke J.I., Jhoti H.: Crystal structure of human cytochrome P450 3A4 bound to
metyrapone and progesterone, Science, 305(5684), 683-686, (2004)

Woodard S.I., Dailey H.A.: Regulation of heme biosythesis in Escherichia coli, Arch.
Biochem. Biophys., 316(1), 110-115, (1995)

Yamazaki H., Johnson W.W., Ueng Y.F., Shimada T., Guengerich F.P.: Lack of
electron transfer from cytochrome b5 in stimulation of catalytic activities of
cytochrome P450 3A4. Characterization of a reconstituted cytochrome P450
3A4/NADPH-cytochrome P450 reductase system and studies with apo-cytochrome b5,
J. Biol. Chem., 271(44), 27438 — 27444, (1996)

Yamazaki H., Shimada T., Martin M.V., Guengerich F.P.: Stimulation of cytochrome
P450 reactions by apo-cytochrome b5: Evidence against transfer of heme from
cytochrome P450 3A4 to apo-cytochrome b5 or heme oxygenase, J. Biol. Chem.,
276(33), 30885 — 30891, (2001)

Yamazaki J., Nakamura M., Komatsu T., Ohyama K., Hatanaka N., Asahi S.,
Schimada N., Guengerich F.P., Schimada T., Nakajima M., Yokoi T.: Roles of
NADPH-P450 reductase and apo- and holo-cytochrome b5 on xenobiotic oxidations
catalyzed by 12 recombinant human cytochrome P450s expressed in membranes of
Escherichia coli, Protein Expr. Purif., 24(3), 329 — 337, (2002)



PfF UK, Praha 2011 Stranka |92

Svoluji k zaptjeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné¢ vedena evidence

vypijcovateli.

Jméno a piijmeni
Cislo OP Datum vyptjceni Poznamka
s adresou




	ÚVOD
	Monooxygenasový systém
	Katalytická činnost CYP

	Cytochromy P450 CYP, EC 1.14.14.1
	Rozšíření CYP
	CYP3A4

	Cytochrom b5
	Mechanismus působení cytochromu b5 v monooxygenasovém systému
	Vliv apo-cytochromu b5 na katalytickou činnost CYP

	Heterologní exprese
	Expresní vektor pET22b
	Restrikční endonukleasy XhoI a NdeI

	CÍL BAKALÁŘSKÉ PRÁCE
	MATERIÁL A METODY
	Použité přístroje, chemikálie a materiál
	Přístroje
	Chemikálie a materiál

	Metody využité při řešení bakalářské práce
	Restrikce plasmidu pET22b endonukleasami XhoI a NdeI
	Amplifikace expresního vektoru pET22b
	Příprava agarových ploten
	Transformace kompetentních buněk
	Inokulace bakteriálního růstového média a kultivace E. coli DH5α

	Purifikace plasmidu pET22b pomocí komerčního kitu MidiPrep
	Exprese cytochromu b5 probíhající při 37 C
	Exprese cytochromu b5 při 27 C za přítomnosti δ-aminolevulové kyseliny

	Purifikace lidského mikrosomálního apo-cytochromu b5 a cytochromu b5
	Ultrazvuková lýza buněk BL-21 DE3 Gold
	Izolace membránové frakce buněk
	Solubilizace
	Purifikace cytochromu b5 iontově výměnnou chromatografií
	Příprava nosiče DEAE-Sepharosy CL-6B
	Separace proteinů ionexovou chromatografií na DEAE-Sepharose
	Ultrafiltrace roztoků cyt b5 a apo-cyt b5
	Eliminace solí dialýzou
	Eliminace detergentu Brij 35 ionexovou chromatografií
	Eliminace detergentu cholátu sodného dialýzou
	Regenerace nosiče


	Izolace lidského erytrocytárního apo-cyt b5 a cyt b5
	Ultrazvuková lýza buněk BL-21  DE3 Gold
	Purifikace erytrocytárního apo-cyt b5 a cyt b5 chromatografickými metodami
	Dělení proteinů ionexovou chromatografií na nosiči DEAE-Sepharosy
	Separace proteinů gelovou filtrací na nosiči Sephadex G-75


	Kvantifikační a verifikační metody
	Agarosová elektroforéza
	SDS elektroforéza
	Stanovení koncentrace proteinů
	Stanovení koncentrace a čistoty plasmidové DNA
	Titrace apo-cytochromu b5 chloridem heminu
	Stanovení koncentrace apo-cyt b5 a cyt b5 z absolutních spekter



	VÝSLEDKY
	Kontrolní štěpení plasmidu pET22b
	Amplifikace a izolace plasmidu pET22b
	Průběh exprese cytochromu b5
	Exprese cytochromu b5 probíhající při 37 C
	Exprese cytochromu b5 při 27 C

	Purifikace mikrosomálního apo-cyt b5 a cyt b5
	Izolace membránové frakce a solubilizace
	Ionexová chromatografie na DEAE-Sepharose CL-6B
	Rechromatografie apo-cytochromu b5 na koloně DEAE-Sepharosy CL-6B
	Chromatografické přečištění cytochromu b5 na koloně DEAE-Sepharosy

	Purifikace erytrocytárního cytochromu b5
	Ionexová chromatografie na koloně DEAE-Sepharosy CL-6B
	Separace apo-cytochromu b5 na koloně Sephadexu G-75
	Přečištění cytochromu b5 gelovou filtrací na koloně Sephadexu G-75

	Shrnutí průběhu izolace
	Koncentrace proteinů v průběhu purifikace

	Koncentrace finálních preparátů stanovená ze spektra
	Stanovení koncentrace apo-cyt b5 při titraci chloridem heminu

	DISKUSE
	ZÁVĚR



