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Abstrakt/Abstract

Mapovani protein-proteinovych interakci systému cytochromu P-450
metodami chemické modifikace a hmotnostni spektrometrie

Abstrakt

Cytochromy P-450 (P450) naleZi do superrodiny hemoproteint a v organismu se podileji na
metabolismu Siroké Skaly latek, mezi které patii néktera 1é¢iva a karcinogeny. V systému oxygenas
se smiSenou funkci plni P450 funkci terminalni oxygenasy. Nezbytnou soucasti je také
NADPH: cytochrom P450 reduktasa (CPR), ktera je zodpovédna za pienos dvou elektronti na P450
v pribéhu jeho katalytického cyklu. Druhy elektron mlize misto CPR pfenaset na P450 také
cytochrom bs (cyt bs). Pro pochopeni reakéniho mechanismu P450 je nezbytna znalost jeho
terciarni struktury. V soucasnosti je v nasi laboratofi k dispozici homologni model cytochromu
P-450 2B4 (CYP 2B4).

Presentovana diplomova prace méla za cil oznaceni vazebné domény CYP 2B4 pro cyt bs.
Ke studiu bylo pouzito sitovaci ¢inidlo EDC tvofici amidickou vazbu mezi aminokyselinami
S opacné nabitymi bocnimi fetézci. Pomoci hmotnostni spektrometrie se nam podafilo nalézt pét
pari kovalentné propojenych aminokyselin.

K ovéteni a ke zptesnéni modelu CYP 2B4 byla pouzita metoda fotoafinitniho znaceni se
sondou N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenylaminu. Tato sloucenina se ligandové vaze na
centrélni atom Zeleza hemu. Po fotoaktivaci byl pomoci MS techniky nalezen adukt argininu 197
s fotoaktivovanou sondou.

Oba presentované vysledky ukazuji spravnost zvolenych metodickych pfistupti a objasnuji
molekul&rni mechanismus interakci CYP 2B4-ligand a CYP 2B4-cyt bs.

Mapping of protein-protein interactions in the system of cytochrom P-450 by
chemical modification and mass spectrometry

Abstract

Cytochromes P-450 (P450s) belong to haemoprotein superfamily and they are responsible
for metabolism of a wide variety of compounds, among others many drugs and carcinogens. P450s
serve as the terminal oxidases in the mixed function oxidase system in cooperation with a redox
partner NADPH: cytochrome P450 reductase (CPR) providing input of two electrons to the
reaction cycle of P450. The CPR can be substituted by other redox partner of P450, cytochrome bs
(cyt bs), to deliver the second electron. Three dimensional structure of P450 is required in order to
fully understand its reaction mechanism. At the present time, a homology model of cytochrome
P-450 2B4 (CYP 2B4) is available in our laboratory.

In this study, the mapping of interaction domain between CYP 2B4 and cyt bs employing
a crosslinking agent EDC to form amide bonds between close complementary charged amino acid
side chains was the first goal. We have identified five interacting amino acid pairs in total using
mass spectrometry (MS).

The second research interest was to verify and refine the CYP 2B4 model using
a photoaffinity labelling with N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminophenylamine probe. This
photoreactive probe is known as CYP 2B4 ligand binding to the central iron atom of haem. After
photoactivation the arginine 197 was found by MS technique as a target aminoacid residue for
reactive intermediate of this probe.

Both presented results validate our methodology approaches and elucidate the molecular
mechanism of CYP 2B4-ligand or CYP 2B4-cyt b5 interaction. (In Czech)
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Seznam zkratek

1. SEZNAM ZKRATEK

Asxx
a
ACN
Asp
BCA
BSA
c
CBB
CCA

CPR
cyt bs
cytc
Da
DEAE
DLPC
DMSO
DTT
E-911
EDC

€

ESI
FAD
FMN
FTICR

Glu
HAP
I

LC
Lys

absorbance pii vinové délce xxx nm

aktivita enzymu [nmol substratu . min™®. dm™. (mol enzymu)™]
acetonitril

kyselina asparagova

bicinchoninové kyselina (z angl. bicinchoninic acid)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)
koncentrace [mol . dm™]

briliantova modf (z angl. Coomassie Brilliant Blue)
a-kyano-4-hydoxyskoficova kyselina (z angl. a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid)

NADPH:cytochrom P450 reduktasa

cytochrom bs

cytochrom ¢

dalton

diethylaminoethyl

dilauroylfosfatidylcholin

dimethylsulfoxid

dithiotreitol

Emulgen E-911
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid hydrochlorid
molarni absorpéni koeficient [dm*. mol™. cm™]

ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)
flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

iontova cyklotronovd resonance s Fourierovou transformaci (z angl.
Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance)

kyselina glutamova

hydroxylapatit

opticka dréha paprsku v kyveté [cm]

kapalinova chromatografie (z angl. liquid chromatography)

lysin



Seznam zkratek

A

MALDI-TOF

MF
MFO
MS
MS"

m/z

NaAc
NADH
NADPH
NMR

P450

pH

pl

rpm

SDS
SDS-PAGE

TCEP
TFA
TOF
Tris
uv

viv
VIS

wiv

vinova délka [nm]

desorpce a ionizace laserem za pritomnosti matrice — méfeni doby letu
(z angl. matrix assisted laser desorption/ionization — time of flight)
mikrosomalni frakce

oxygenasy se smiSenou funkci (z angl. mixed function oxygenases)
hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spectrometry)

tandemova hmotnostni spektrometrie

pomér hmotnost/naboj

latkové mnozstvi [mol]

octan sodny

redukovany nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

jaderna magneticka rezonance (z angl. nuclear magnetic resonance)
cytochrom P450

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationt
izoelektricky bod

otaCky za minutu (z angl. revolutions per minute)
dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulfate)
elektroforéza na polyakrylamidovem gelu v prostiedi dodecylsulfatu
sodneho (z angl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electroforesis)
¢as [min]

tris(2-karboxyethyl)fosfin (z angl. tris(2-carboxyethyl)phosphine)
trifluoroctova kyselina (z angl. trifluoroacetic acid)

viz MALDI-TOF

tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové spektrum (vinéni o vlnové délce kratsi nez 400 nm; z angl.
ultraviolet)

objem [dm®]

pom¢ér objem/objem (z angl. volume/volume)

viditelné spektrum (vinéni o vinové délce 400 — 700 nm; z angl. visible
spectrum)

pomér hmotnost/objem (z angl. weight/volume)
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2. UvOoD

Lidskou cinnosti se v zivotnim prostiedi zvySuje mnozstvi latek télu cizich
(xenobiotik), které mohou vnikat do organismu a mit na né negativni vliv. Snahou
organismu je zkraceni doby pulsobeni téchto latek, na c¢emz se podili fada
biotransformaénich enzymt s riznou substratovou specifitou. Tyto enzymy katalyzuji
pifeménu Siroké Skaly latek na latky polarnéjsi, snaze z organismu vyloucitelné.

Kromé latek t€lu vlastnich podléhaji biotransformaci také toxicka a karcinogenni
xenobiotika, kterd mohou byt touto cestou aktivovana a mit pro organismus nezadouci
u¢inky (toxicita, karcinogenita). DalSimi biotransformovanymi xenobiotiky jsou Iéciva,
kde znalost jejich metabolismu je nezbytna pro farmaceuticky primysl. V dusledku
premény muze dojit k nechténym efektim — inaktivaci, zvySeni toxicity, snizeni aktivity ¢i
zkraceni doby ptisobeni 1éku — i k efektiim zadanym — aktivaci pivodné neaktivnich forem
1é¢iv. [1] Detailni znalost struktury biotransformaénich enzymt aod ni se odvijejici
mechanismus G¢inku usnadiiuje a urychluje vyvoj t¢innych a setrnych Iéciv.

Prostorovou strukturu proteini lze v dne$ni dobé zjistovat n€kolika metodami,
jednou z nichz je hmotnostni spektrometrie ve spojeni s modifikaci proteini chemickymi
¢inidly. Na rozdil od ostatnich metod studia prostorové struktury — NMR (jaderna
magneticka rezonance, z angl. nuclear magnetic resonance), rentgenové krystalografie [2]
— je mozne pracovat s proteiny Vv nativnim prostiedi, napt. s proteiny ukotvenymi
v lipidové membrang. Ve prospéch hmotnostni spektrometrie navic hovoti vysoka citlivost

a rozliSovaci schopnost, rychlost a pomérné snadné vyhodnoceni vysledk. [3]

2.1. Oxygenasy se smiSenou funkci

Jednim z Kkatalytickych systémt biotransformace u vysSich organismd jsou
nespecifické oxygenasy se smiSenou funkci (MFO, z angl. mixed function oxygenases),
které jsou ukotvené k membrané¢ endoplasmatického retikula nebo mitochondridlni
membrané. V prvni fazi biotransformace katalyzuji reakce vedouci k hydroxylaci substratu
s jeho naslednou detoxifikaci. Za spotieby 2 elektronti a 2 protonti enzymaticky Stépi
molekulu kysliku, jeden z atoma kysliku inkorporuji do molekuly xenobiotika a druhy

redukuji na vodu. [2] Proces vystihuje sumarni rovnice:

RH + 0, + NADPH + H* —Y© _, ROH + H,0 + NADP".
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Do molekuly vneseny kyslik poskytuje ve druhe fazi misto pro vazbu vysoce
polarnich molekul (napt. kyselina glukuronova, kyselina sirova), které vyrazné zvysi
rozpustnost hydrofobnich molekul. Tyto konjugaty mohou byt vylou¢eny z organismu.
[2.4]

Terminalni oxidasou monooxygenasového systému MFO je cytochrom P450
(P450), ktery katalyzuje vlastni oxidaci substratu. Pro redukci eukaryotickych P450 je
nezbytna interakce s reduktasou obsahujici FAD a FMN prosthetickou skupinu. [5,6] Tou
je NADPH: cytochrom P450 reduktasa (CPR), ktera zprostiedkovava ptenos prvniho,
a Vv pfipadé¢ neptitomnosti cytochromu bs (Cyt bs) i druhého, elektronu na P450.

Cyt bs maze ovliviiovat katalytické vlastnosti P450, ale neni pro biotransformaci
nezbytny. Jeho interakce nejsou plné objasnény, ale liSi se podle izoformy P450,
piitomného substratu a experimentalnich podminek. [7,8]

Dilezitou slozkou katalytického systému je take fosfolipidova membrana, ktera
poskytuje prostfedi pro interakce proteintli, umoziuje jejich spravnou vzajemnou orientaci

a vyrazné ovliviiuje enzymovou aktivitu systému. [9]

2.1.1. Cytochrom P450

V soucastnosti je cytochrom P450 (P450; EC 1.14.14.1) fazen do superrodiny
hemthiolatovych proteind obsahujicich hem typu b. Za sviij nazev vdéci tomu, ze byl
puvodné povazovan za jaterni redoxni pigment, jehoz redukovana forma v komplexu
s oxidem uhelnatym vykazuje charakteristické absorbéni maximum Soretova pasu pii
vinové délce 450 nm. [10,11] Tato odlisnost od ostatnich hemoproteint, jejichz Soretiv
rozlozenim  elektronové  hustoty na  porfyrinovém  kruhu  zplsobenym
koordinaéné-kovalentni vazbou thiolatové siry (paty ligand) na atom Zeleza aktivniho
centra. [12,13]

K oxidaci substratu dochazi na prosthetické hemové skupiné ve vysoce
konzervované oblasti P450 na proximalni strané¢ proteinu. Jednou ze tii zcela
konzervovanych aminokyselin je cystein, ktery interaguje s atomem Zeleza v aktivnim
centru proteinu a je nezbytny pro katalytalytickou funkci P450. [2,10,14]

Nejvice variabilni oblasti proteinu je vazebna dutina pro substrat, kterd urcuje
substratovou specifitu. Nekteré izoformy jsou vysoce specifické a oxiduji jen nékolik

strukturné podobnych substratil, jiné jsou univerzalni a oxiduji mnozstvi nejriznéjSich
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substratt. [2,10] Vazebna dutina se, spole¢né s vazebnym mistem pro molekulu O,
nachazi na distalni strang proteinu a zabranuje pfistupu substrati nevhodné velikosti, tvaru
a fyzikalné-chemickych vlastnosti ke katalytickému centru. [2,15] Na proximalni stran¢
proteinti se nachazi vazebné misto redoxnich partneri, které obsahuje velky pocet
pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytki. [2,7,10] Vazebna mista CPR a cyt bs nejsou
totozna, Castecn¢ se vSak prekryvaji. [7] Diky této skutecnosti P450 pfi interakci s riznymi
partnery zaujima riznou konformaci. [2]

VySe popsana katalyticka doména se nachadzi na C-konci proteinu. Na N-konci
eukaryotickych P450 se nachazi hydrofobni kotva, kterd spolu s ¢asti katalytické domény
slouzi kuchyceni enzymu do membrany. Pro studium funkce eukaryotniho
mikrosomalniho P450 je uchyceni v lipidové membrané nezbytné, a¢ neni jeji vyznam
doposud zcela objasnén. [2] Interakce membrany sP450 muze napomahat pienosu
hydrofobniho substratu k aktivnimu centru enzymu. Také mtze P450 vhodné orientovat
a usnadnit tak jeho interakci s CPR. [6]

Sekvenovanim genomu byly objeveny ruzné izoformy P450, a to u zastupci vSech
8, 1 v ramci jednotlivych druhd — napt. u ¢lovéka jich bylo popsano 57. [13] 1zoformy
jsou rozdéleny do rodin a podrodin na zdkladé minimaln¢ 40%, resp. 55% shody
aminokyselinové sekvence s ostatnimi zastupci. V nazvu oznacuje piislusnost k rodiné
prvni arabska ¢islice, ptislusnost k podrodiné nasledujici velké pismeno a vlastni enzym
pak popisuje arabska cislice na konci.

Jako modely pro zkoumani struktury a funkce P450 slouzi posledni desetileti
zéastupci podrodiny 2B. Projevuji se u nich velké rozdily ve funkci pfi malych rozdilech
Vv sekvenci aminokyselin, coz umoznuje urcit, jakym zptisobem aminokyselinové zbytky
piispivaji k substratove specifit¢ P450. [16,17]

Tato prace se zamétuje na krali¢i izoformu P450 2B4 (CYP 2B4). Jeji sekvence je
tvofena 491 aminokyselinami, ma molekulovou hmotnost 55,8 kDa a vyznauje se

plasticitou umoziujici vazat substraty riznych velikosti a tvart. [2,16]

2.1.2. NADPH: cytochrom P450 reduktasa

Katalyticky cyklus MFO systému shrnuje schéma na Obr. 1 na strané 4. V jeho
pribéhu dochazi k ptenosu elektront z molekuly NADPH na P450. Pienost neni pfimy,
jelikoz NADPH je donorem dvou elektronti souc¢asné, zatimco P450 je schopen piijmout

v jednotlivych krocich katalytického cyklu pouze jeden elektron.

10
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Funkci déli¢e elektronového péru plni na membrané endoplazmatického retikula

lokalizovany flavoprotein NADPH: cytochrom P450 reduktasa (CPR; EC 1.6.2.4). [6,18]

CYP 2B4
/
ROH = 2¢ D et NADPH: cytochrom P450 reduktasa
(ele) ,/
CYP2B4 [<— CYP2B4 =2
e: O" Je
-1 NADH: cytochrom b, reduktasa
: () ! :
cytb, /
a cytb, 2

4
“-{ NADPH: cytochrom P450 reduktasa

/ /

Obr. 1: Pienos elektronu v MFO systému; podle Dirr et al. [2]

NADPH: cytochrom P450 reduktasa

Strukturu eukaryotické, mikrosomalni CPR lIze rozd¢lit na dvé zakladni domény.
Prvni je piiblizné 60 aminokyselin dlouha hydrofobni N-koncova kotva (6 kDa) slouZici
K uchyceni molekuly na endoplazmatické retikulum a jaderny obal bunky. [6,19] Druhou
doménou je hydrofilni C-koncova c¢ast (72 kDa) se specifickymi oblastmi pro vazbu
kofaktoru a interakci s partnery — P450, cyt bs a cytochromem c (cyt ¢). [2,20]

Odstépenim N-koncove hydrofobni kotvy ztraci CPR schopnost redukovat P450,
ackoliv redukci cyt ¢ nadale umoziuje. Metodou rentgenostrukturni analyzy byla ziskana
struktura této rozpustné formy CPR, kterd ukazala existenci 3 domén. FMN-vazebna
doména interaguje s P450, FAD-vazebna doména interaguje s NADPH a spojovaci
doména pravdépodobné zajistuje spravnou vzajemnou oOrientaci domén pii pienosu
elektrond. [6]

FAD a FMN obsahuji isoalloxazinovou prosthetickou skupinu, kterd se muze

vyskytovat ve 3 formach: chinonové (oxidované), semichinonové a hydrochinonové

11
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(redukované). Piijeti 2 elektrontt od NADPH vede ke vzniku hydrochinonové formy, ktera
mize oxidaci na formu semichinonovou a poté piipadné na formu chinonovou odevzdat
2 elektrony P450 postupné. [18]

2.1.3. Cytochrom bs

Maly (16,7 kDa), elektrony ptenasejici hemoprotein cytochrom bs byl puvodné
pojmenovan cytochrom m, jelikoZz byl nalezen v mikrosomech. [21] SlouZi jako donor
redukénich ekvivalenti pii biosyntéze lipidi a jako donor druhého elektronu v reakénim
cyklu P450. [22] Donorem elektronu cyt bs mize byt NADH: cytochrom bs reduktasa
i CPR (Obr. 1 na stran¢ 11). [2]

Ackoliv se rizné formy cyt bs liSi v aminokyselinové sekvenci, jsou zafazovany do
jedné rodiny proteini na zakladé charakteristického diferencniho UV-VIS spektra
oxidované a redukované formy (maxima pii vlnovych délkach 426 nm a 556 nm
aminimum pii vinové délce 409 nm), piitomnosti prosthetické hemové skupiny
(5. a 6. ligandem jsou dva bo¢ni fetézce histidinu 44 a 68) a na zakladé vyskytu nékterych
katalyticky vyznamnych aminokyselin v reak¢nim centru. [21,23]

Cyt bs je tvofen dvémadoménami. Na N-konci se nachdzi velkd katalyticka
doména s vazebnou oblasti bohatou na zaporn¢ nabité aminokyselinové zbytky. Ty tvofi
komplementarni povrch ke kladné¢ nabitym aminokyselinovym zbytkiim vazebného mista
P450. Na C-konci se nach&zi kratkd hydrofobni kotva, kterd slouZi k uchyceni cyt bs
v membrané endoplazmatického retikula.

Domény jsou propojeny spojovacim fetézcem, ktery ovlivituje charakter interakce
cyt bs s P450. [21,22] Povaha interakce je riizna v zavislosti na izoformé CYP, ptitomnosti
substratu, jeho typu aexperimentalnich podminkach. MiZze dojit ke stimulaénimu
I inhibi¢nimu efektu.

Nizk& koncentrace cyt bs brani vzniku vedlejSich produktt katalytického cyklu
a stimuluje tak katalyzu CYP 2B4, kterd probiha 10 — 100 x rychleji. [2] Naopak vysoka
koncentrace cyt bs katalyzu inhibuje kompetici s CPR, ktera nemuze dodavat

v katalytickém cyklu prvni elektron. [7]

2.2. Modifikace chemickymi sit'ovacimi €inidly

Sitovaci ¢inidla obsahuji reaktivni koncové skupiny, které specificky interaguji

s funk¢nimi skupinami proteini a jinych makromolekul. K urceni vzdalenosti mezi
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prostorové blizkymi aminokyselinami Vv proteinech se pouzivaji sitovaci C¢inidla
o definované délce raménka. Pro spojovani molekul bez vkladani raménka se pouzivaji
tzv. sitovaci ¢inidla nulové délky. [24]

Spojenim sit'ovacich technik s hmotnostni spektrometrii vznikla citlivA metoda
slouzici k ur€ovani tercialni struktury proteint. V kombinaci s homolognim modelovanim

umoziuje tvorbu pocitac¢ovych tfidimenzionalnich modelt proteinovych molekul. [3]

2.2.1. Sitovaci reakce cytochromu P450 a cytochromu bs

Vzajemné pusobeni mezi P450 a CPR nebo P450 a cyt bs mé charakter slabych
vazebnych interakci a reaktanty se vreak¢énim komplexu vyskytuji ve zménéné,
pravdépodobné fyziologicky klicové, konformaci. [8,21] Pro pochopeni mechanismu
reakce je tieba tuto konformaci uchovat pro nasledné zkoumani.

Pouziti béznych analytickych metod jako jsou elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu nebo samotna hmotnostni spektrometrie vede k disociaci reak¢éniho komplexu.
Vyhodou sitovacich reakci je tvorba kovalentnich vazeb v mistech ptivodnich slabych,
docasnych interakci a reakéni komplex je stabilizovan pro dalsi zkoumani. [24,21,25]

Karbodiimidy, ¢inidla s nulovou délkou raménka, tvofi pii reakci novou amidovou
vazbu mezi blizkym bazickym aminokyselinovym zbytkem (Lys) nebo koncovym aminem
a kyselym aminokyselinovym zbytkem (Asp, Glu) nebo koncovym karboxylem. [8]
K zafixovani vazebné interakce mezi CYP a cyt bs je mozné pouzit ve vodé rozpustné
sitovaci ¢inidlo 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC).
Mechanismus reakce uvedeny na Obr. 2 zahrnuje aktivaci karboxylové skupiny za vzniku
meziproduktu (Obr. 2a), ktery nasledné reaguje saminoskupinou za vzniku nové

intermolekulérni kovalentni vazby (Obr. 2b). [24]

cr cr

H.C JCH H,C CH
S ~yat e TSR + HN—P, _b) )k P, + >|:0
(o] \\L o P, NH RHN
(a) (3]
P, —4 + — H—pb— 3 4{
OH

OH

>:
>=

|
N ! i)

—_— P\
EDC jCH_‘ kCH, Nil-l >=o

Obr. 2: Reakéni schéma EDC; podle http://piercenet.com [24]

P1, P2 — proteiny tvofici novou kovalentni vazbu
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Protoze meziprodukt neni ve vodném prostiedi stabilni, nedojde-li pomérné rychle
k reakci s aminoskupinou, dochazi k jeho hydrolyze (Obr. 2c na stran¢ 13). Jako vedlejsi
produkt muze také pii reakci vzniknout molekula proteinu modifikovana nové vytvoienou

intramolekularni amidickou vazbou (Obr. 2d na stran¢ 13).

2.2.2. Fotoafinitni znaceni aktivniho centra cytochromu P450

Strukturu proteinu ziskanou rentgenovou strukturni analyzou nebo in silico
homolognim modelovanim je tfeba ovéfit nékterou z nepfimych metod, mezi néz patii
napt. spektrometrické metody, mistné cilend mutagenese (angl. site-directed mutagenesis)
nebo modifikace afinitnimi ¢i fotoafinitnimi sondami. [26]

Principem fotoafinitniho znaceni je tvorba komplexu studovaného enzymu se
specificky se vazici fotoafinitni sondou obsahujici fotolabilni skupinu. Typickymi
fotoafinitnimi sondami jsou derivatizované substraty ¢i ligandy zkoumanych enzym.
Sondy nejcastéji  obsahuji azidovou, benzofenonovou nebo diazirinovou fotolabilni
skupinu. Fotolyza UV laserem vede k tvorbé velmi reaktivniho meziproduktu (nejéastéji
karbenového ¢i nitrenoveho iontu ), ktery kovalentné modifikuje protein. [25]

Jednim ze substrati P450 podrodiny 2B je benzfetamin, ktery patii do skupiny
amfetamind. Stimuluje centralni nervovy systém, zvySuje krevni tlak a potlacuje chut
kjidlu. [27] Zbenzfetaminu je odvozena heterobifunkéni fotoafinitni sonda
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylamin  (Obr. 3), kterd& se aminoskupinou
koordinuje na atom Zeleza hemu v aktivnim centru CYP 2B4 a azidova skupina po ozateni

laserem znadi aminokyselinu ve vzdalenosti pfiblizné 16,5 A od centralniho atomu Zeleza

hemu. [28]
CH;

Obr. 3: Vzorec N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylaminu

2.3. Charakterizace typu vazby substratu do aktivniho centra
cytochromu P450

Interakce P450 se substraty a produkty zpisobuje charakteristické posuny maxim
absorbéniho spektra. V' zavislosti na zpusobu vazby ligandu v aktivnim centru enzymu
a koordinaci hemového Zeleza mohou byt zmény trojiho typu. Diferen¢ni spektrum typu I

ukazuje na vysokospinovy stav Zeleza hemu, které je pentakoordinovane, a vazebné misto
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ligandu se nachazi v proteinové Casti enzymu. Diferencéni spektrum typu Il svédci
0 nizkospinovém stavu Zeleza hemu, pro které je charakteristicky hexakoordinovany
komplex. Vazebnym mistem ligandu je atom Zeleza hemu, a proto se nékdy tento typ
spektra nazyva ligandovy. Ttetim typem diferenc¢niho spektra je spektrum reversniho typu.
[29]

Znalost charakteristickych diferencnich spekter (Obr. 4) umoziuje sledovani vazby
substratu v aktivnim centru enzymu. Fotoafinitni sonda N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-
p-aminofenylamin v komplexu s CYP 2B4 vykazuje ligandovy typ diferen¢niho spektra
s absorbénim maximem pfi vinové délce piiblizn€ 430 nm a Sirokym absorbénim minimem

pfti vinové délce ptiblizné 415 nm. [26,30]

typ 1 i O h typ 2

Obr. 4: Diferené¢ni spektrum typu | (CYP 2B4 s diamantanem) a typu Il (CYP 2B4 se sondou)

2.4. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. mass spectrometry) je analytickd metoda
vyuzivana v mnoha védeckych disciplinach. V biochemii je jeji vyuZiti rozmanité
a zahrnuje, mimo jiné, zjiStovani posttranslatnich Gprav proteind, identifikaci mutaci
v aminokyselinové sekvenci, uréovani disulfidovych vazeb a obecné stanovovani ¢istoty
vzork.

Pii MS analyze je vzorek ionizovan v plynné fazi a nabité molekuly a jejich
fragmenty jsou dé€leny prichodem elektrickym nebo magnetickym polem na zakladé
poméru hmotnost/naboj (m/z). U takto separovanych iontl 1ze velmi pfesné stanovit jejich
molekulovou hmotnost. [3]

Hmotnostni spektrometr ma tii hlavni ¢asti — ioniza¢ni zdroj, analyzator a detektor.
V ioniza¢nim zdroji dochazi jednou z mnoha znamych metod k ionizaci molekul vzorku
ajejich ptevodu do plynné faze. Aby nedochazelo pii prichodu ionizovanych molekul
systéemem k interakci s molekulami vzduchu, musi byt spektrometr evakuovan na tlak
1,3.102-1,3.10° Pa. [31]
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Analyzator slouZi k déleni a analyzovani smési ionti s ruznym m/z na zakladé
jejich rozdilného chovani v elektrickém nebo magnetickem poli. Stejné jako v ptipadé
ionizacnich metod existuje nékolik analyzatorG vzajemné se liSicich ve vlastnostech —
principem stanoveni m/z, rozsahem méfitelnych m/z, piesnosti a rozliSenim. [3,32]

Detektor, na ktery dopadd proud iontd, zesiluje ziskany signal a ptedava ho
datovému systému, ktery zaznamena ziskana data jako zavislost intenzity dopadajicich
ionti na m/z. Vysledkem je hmotnostni spektrum zobrazujici m/z jednotlivych iontl

a jejich relativni zastoupeni.

2.4.1. Meékké ionizacni techniky

V soucasnosti jsou k ionizaci velkych biomolekul nejéastéji vyuzivany tzv. mekké
ionizacni techniky, pfi jejichz pouziti je stupen fragmentace analytu nizky, oproti diive
pouzivanym technikdm dodavajicim analytu nadmérné mnoZstvi energie vedouci k jeho
fragmentaci. [3]

Mezi mékké ioniza¢ni techniky patii ionizace elektrosprejem (angl. Electrospray
lonization, ESI) aionizace laserem za piitomnosti matrice (angl. Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization, MALDI). Jejich vyvoj vedouci k velkému vyuZiti MS pro studium
biomolekul byl v roce 2002 ocenén Nobelovou cenou. [33]

lonizace laserem byla jako tvrda ioniza¢ni technika pouzivana jiz dfive, ale teprve
vroce 1987 byla vylepSena na mékkou techniku pouZzitim ionizace matrice spolu se
vzorkem (MALDI).

Vyhodou pfitomnosti matrice je, ze je schopna absorbovat energii laseru a pfeménit
ji na excitacni energii, ktera je pfenesena na molekuly analytu. Dasledkem je jeho Setrna
ionizace a pfevod do plynné faze. Pouzivany pomér matrice a analytu je obvykle 10000:1.
[3] lonizaci za pfitomnosti matrice Vznikaji pfevazné jedenkrat nabité ionty analytu. [31]

Nejcasteji pouzivanymi matricemi absorbujicimi v UV oblasti pouzivanych lasert
jsou pevné organické kyseliny obsahujici aromaticky kruh. Nejuniverzalnéj$i matrice
Kk ionizaci peptida je a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (Obr. 5), ktera absorbuje pfi
337 nm, coz odpovida vinové délce zaieni nejCastéji pouzivaného Ny-laseru. [3]

HO \ //o
rG// OH

Obr. 5: Matrice a-kyano-4-hydroxyskoricova kyselina pro MALDI MS
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Pulsem laseru je analyt za pfitomnosti matrice ionizovan a v§em iontim je dodana
iontovou optikou stejna kineticka energie. lonty poté vstupuji do analyzatoru, kterym je ve
spojeni s MALDI ioniza¢ni technikou nejcastéji analyzator TOF (z angl. Time of Flight).
Jeho vyhodou je velmi kratkd doba analyzy, kterda umoziuje ziskat celé hmotnostni
spektrum béhem jediného pulsu laseru. TOF analyzator je také vyuZivan pro vysokou
citlivost a témét neomezenou maximalni hmotnost analyzovanych iontd.

Dalsi ioniza¢ni technikou vyuZivanou k charakterizaci velkych molekul je ionizace
elektrosprejem (ESI). Jednou z jejich vyhod je, Ze probiha za atmosferického tlaku a je
snadné ji spojit s kapalinovou chromatografii (LC-MS), a ziskat tak piimo analyzu latek
separovanych na chromatografické koloné. Mezi dalsi vyhody patii tvorba mnohonasobné
nabitych iontd umoznujici méfeni ve velmi Sirokém rozsahu molekulovych hmotnosti latek
a moznost vyuziti techniky i k analyze latek teplotné nestalych.

Roztok vzorku prochazi kapildrou, jejiz konec je pfipojen k vysokému napéti (3 —
5kV). Na hrotu kapilary dochazi ke vzniku malych, mnohonasobné nabitych kapicek,
které jsou rozpraSeny do prostoru. Ty se, v proudu zahiatého inertniho plynu (nejcastéji
N2), zacnou pohybovat smérem k opacné nabité elektrodé, pti¢emz dochazi k odpaieni
rozpoustédla a preneseni ndboje na analyzované molekuly. lonty analytu vstupuji poté
otvorem do evakuovaného analyzatoru. [3,31]

Analyzatoru, které je mozné spojit s ionizaci ESI, je vice typt. MS vyuZivajici ESI
ve spojeni s FTICR analyzatorem (z angl. Fourier-Transform lon Cyclotron Resonance)
patii mezi vysoce piesné metody schopné analyzovat ve velmi kratkém Case komplexni
smési latek. [34] Pro tato pozitiva je vyhodné tento hmotnostni spektrometr vyuZivat pro

analyzu chemicky zesiténych ¢i modifikovanych proteind.

17



Cil

3. CiL

Prvnim cilem diplomové prace bylo purifikovat z jaterni tkan¢ pokusného zvitete
CYP 2B4 a dalsi slozky MFO systému — CPR a cyt bs.

Druhym cilem bylo zjisténi zpusobu vazby ligandu CYP 2B4 - derivatu
benzfetaminu - v aktivnim centru metodou diferencni spektrometrie a metodami
fotoafinitniho znaceni ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Urceni interakci CYP 2B4 a jeho aktivniho centra s redoxnim partnerem cyt bs
hmotnostni spektrometrii ve spojeni se sitovacimi reakcemi bylo poslednim cilem

predkladané diplomové prace.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

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

BIO-RAD, USA: hydroxylapatit

Bruker Daltonics, SRN: a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

Farmakon Olomouc, CR: fenobarbital sodny

Fluka, Svycarsko: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid hydrochlorid (EDC),
akrylamid, Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), dilauroylfosfatidylcholin (DLPC),
dodecylsulfat sodny (SDS), ethylmorfolin, chloroform, jodacetamid (IAA), methanol
(MeOH), N,N-methylen-bis-akrylamid  (BIS), N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
(TEMED), persiran amonny (APS), protaminsulfat, pyridin, thiosiran sodny, triethylamin
(TEA), trifluoroctovd kyselina (TFA), tris(hydroxymethyl)aminomethan  (Tris),
tris(2-karboxyethyl)fosfan (TCEP), a-tokoferol (vitamin E), uhli¢itan sodny monohydrat
Kao Chemicals, Japonsko: Emulgen E-911

Lachema Brno, CR: dihydrogenfosfore¢nan draselny, disodna sl kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTANay), dithioni¢itan sodny, ethanol, glycerol, hydroxid
sodny, chlorid draselny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, octan sodny (NaAc),
sacharosa

Linde, CR: oxid uhelnaty, kapalny dusik, plynny dusik

Loba Feinchemie, Rakousko: L-Glutathion (red.)

Merck, SRN: acetonitril (ACN), silikagel, voda, methanol

Promega, SRN: trypsin

Roche Diagnostics, SRN: Complete Protease Inhibitor

Sevapharma, CR: hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA: bicinchoninova kyselina (BCA), dithiotreitol (DTT),
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), cholat sodny, NADPH, standardy pro SDS-PAGE
(wide range), Tergitol NP-10
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4.1.1. Darované chemikélie

Fenylazid laskavé poskytnula laboratoi Doc. Ing. Stanislava Smréka, CSc., Prirodovédecka
fakulta, Univerzita Karlova v Praze, CR.

N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylamin byl syntetizovan v rdmci diplomové préce

[35] a poskytnut Janem Zachem, P¥irodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze, CR.

4.1.2. Pouzité pufry a dalSi roztoky

Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninove kyseliny

Roztok A — 0,4 % NaOH (w/v), 0,95 % NaHCO;3; (w/v), 2 % Na,CO3.H,O (w/v), 0,16 %
vinan sodny (w/v), pH 11,25

Roztok B — 4 % CuSQ,. 5H,0 (w/v)

Pufr pro stanoveni koncentrace cytochromu P450 — 100 mmol . dm™ KH,PO4,/KOH,
2 % glycerol (v/v), pH 7,5

Pufr pro stanoveni koncentrace CPR — 300 mmol . dm™ KH,PO,/KOH, 1 mmol . dm™
EDTANay, pH 7,4

Roztoky pro SDS-PAGE

Vzorkovy pufr (pétkrat koncentrovany) — 250 mmol . dm™ Tris/HCI, 500 mmol . dm™
DTT, 10 % SDS (w/v), 0,5 % bromfenolova modft (w/v), 50 % glycerol (v/v)

Elektrodovy pufr (p&tkrat koncentrovany) — 0,1 mol . dm™ Tris/HCI, 1 mol . dm™ glycin,
0,5 % SDS (w/v), pH 8,5

Separacni gel (8 %) — 2,3 ml vody, 1,3ml 1,5mol . dm™ Tris/HCI (pH =8,8), 1,4 ml
29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 3 ul TEMED, 50 pl
10 % APS (w/v)

Separacni gel (10 %) — 1,9 ml vody, 1,3 ml 1,5 mol . dm™ Tris/HCI (pH =8,8), 1,7 ml
29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 50 pul
10 % APS (w/v)

Separacni gel (12 %) — 1,7 ml vody, 1,3 ml 1,5 mol . dm™ Tris/HCI (pH =8,8), 2,0 ml
29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 50 pl
10 % APS (w/v)

Zaostfovaci gel (4 %) — 1,4 ml vody, 0,25 ml 1,0 mol . dm™ Tris/HCI (pH = 6,8), 0,33 ml
29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 20 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 20 pl
10 % APS (w/v)
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Barvici lazen Coomassie BBR-250 — 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v), 45 %

methanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci roztok — 35 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Pufry pro izolaci
Pufr PR1 (pufr pro izolaci mikrosomalni frakce) — 153 mmol . dm® KCI/KOH,
10 mmol . dm™ EDTANay, 0,5 mmol . dm™ PMSF, 50 umol . dm™ vitamin E, pH 7,5

Pufr PR2 (pufr pro izolaci mikrosomélni frakce) — 100 mmol . dm® KCI/HCI,
100 mmol . dm™ NayP,0; . 10H,0, 1 mmol . dm™ EDTANay, pH 7,5

Pufr PR3 (pufr pro izolaci mikrosomalni frakce) — 0,25 mmol . dm™ sacharosa/NaOH,
10 mmol . dm™ EDTANa,, 1 mmol . dm® DTT, 250 umol . dm™ vitamin E, 1 tableta

proteasového Complete Inhibitoru/50 ml pufru, pH 7,5

Pufr PR4 (pufr pro solubilizaci) — 100 mmol . dm™ Tris/acetat, 100 mmol . dm™ KClI,
20 % glycerol (v/v), 1 mmol . dm®DTT, pH 7,5

Pufr PR5 (ekvilibraéni pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (1) a HAP (1)) - 5 mmol . dm™
Tris/acetat, 1 mmol . dm™ EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % E-911 (w/v), pH 7,5

Pufr PR6 (dialyzaéni pufr) — 5 mmol . dm® KH,PO,/KOH, 1 mmol . dm® EDTANa,,
0,1 mmol . dm™ DTT, 10 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,0

Pufr PR7 (promyvaci pufr pro HAP (1), ekvilibra¢ni pufr pro HAP (2) a dialyzacéni pufr) —
5 mmol . dm™ NaH,PO4/NaOH, 1 mmol . dm™® EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 %
E-911 (w/v), pH 7,5

Pufr PRS (triethylaminovy dialyzacni pufr) — 25 mmol . dm™ TEA/HCI, 1 mmol . dm™
DTT, 20 % glycerol, pH 7,4

Pufr AP1 (cyklizaéni pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (1)) — 1 mol . dm™ Tris/HCI,
pH 7,5

Pufr AP2 (nalévaci pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (1)) — 5 mmol . dm™ Tris/acetat,
20 % glycerol (v/v), pH 7,5

Pufr BP1 (promyvaci pufr pro HAP (1)) — 10 mmol . dm™ NaH,PO4/NaOH, 1 mmol . dm?
EDTANay, 20 % glycerol (v/v), 0,3 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,5

Pufr BP2 (promyvaci pufr pro HAP (1) a pufr pro gradient HAP (1)) — 25 mmol . dm?
NaH,PO4/NaOH, 1 mmol . dm™ EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,3 % Emulgen E-911
(Wiv), pH 7,5

Pufr BP3 (pufr pro gradient HAP (1)) — 200 mmol . dm™ NaH,PO,/NaOH, 1 mmol . dm?
EDTANay, 20 % glycerol (v/v), 0,3 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,5
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Pufr BP4 (promyvaci pufr pro HAP (2)) — 25 mmol . dm™ NaH,PO4/NaOH, 1 mmol . dm?
EDTANay, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911, pH 7,5

Pufr BP5 (eluéni pufr pro HAP (2)) — 200 mmol . dm™ NaH,PO,/NaOH, 1 mmol . dm™
EDTANay, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911, pH 7,5

Pufr CP1 (ekvilibragni a eluéni pufr cyt bs pro 2',5'-ADP-Sepharosu 4B) — 50 mmol . dm
KH,PO4/KOH, 1 mmol . dm™® EDTANa,, 0,1 mmol . dm™ DTT, 20 % glycerol (v/v),
0,2 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,0

Pufr CP2 (elu¢ni pufr CPR pro 2',5'-ADP-Sepharosu 4B) — 50 mmol . dm™ KH,PO,/KOH,
0,2 mol . dm™ KCI, 1 mmol . dm™ EDTANay, 0,1 mmol . dm™ DTT, 20 % glycerol (v/v),
0,1 % Emulgen E-911 (w/v), t&sné pied pouzitim 0,5 mmol . dm™ NADP*, pH 7,5

Pufr CP3 (dializa¢ni pufr pro cyt bs) — 10 mmol . dm™ Tris/acetat, 1 mmol . dm’
EDTANa,, 0,1 mmol . dm™ DTT, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911 (w/v), pH 7,4
Pufr DP1 (ekvilibracni pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (2)) — 3 mmol . dm™ Tris/acetat,
0,1 mmol . dm™ EDTANay, 20 % glycerol (v/v), pH 8,1

Pufr DP2 (elu¢ni pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (2) a ekvilibraéni pro
DEAE-Sepharosu CL-6B (3)) — 15 mmol . dm™ Tris/acetat, 0,1 mmol . dm™ EDTANa,,
20 % glycerol (v/v), 0,6 % Tergitol NP-10 (w/v), pH 8,1

Pufr DP3 (eluéni pufr pro DEAE-Sepharosu CL-6B (3)) — 15 mmol . dm™ Tris/acetat,
0,1 mmol . dm™ EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % Emulgen E-911 (w/v), pH 8,1

Roztoky pro chemické modifikace a hmotnostni spektrometrii

3

Stépici ethylmorfolinovy pufr — 50 mmol . dm™ ethylmorfolin, 10 % ACN, pH 8,1
Pyridinovy pufr — 50 mmol . dm™ pyridin/HCI, 150 mmol . dm™ NaCl, pH 6,0
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4.1.3. Pristroje

Centrifugy: Beckman Coulter Allegra X-22R, ultracentrifuga Beckman Optima LE 80K,
minicentrifuga Eppendorf, Janetzki K-23, Janetzki K-24

Spektrofotometry: Specord M-40 (Carl Zeiss), HP 8453E Spectroscopy System (Hewlett
Packard)

Hmotnostni spektrometry: MALDI-TOF Ultraflex Il (Bruker Daltonics), FTICR Apex
IV (Bruker Daltonics)

Ostatni: Aparatura na SDS elektroforézu (Hoeffer SE 260), fotolyzér Oriel (z komponent:
zdroj Oriel 68806 basic power supply, vybojka vinové délky 254 nm, UV zrcadlo, zavérka
Oriel 71445 shutter power supply, chladici systém), homogenizator podle Pottera
a Elvehjema, kolona MicroTrap C18 (Michrom Bioresources), peristaltickd pumpa (Pump
PP-05), sbérace frakei (Fraction Collector FCC-60, BioLogic BioFrac Fraction Collector),
pH-metr (ATI Orion370), sonikaéni lazn¢ (P-Lab, Ultrasonic compact cleaner), termostat
(Eppendorf), Thermomixer Comfort (Eppendorf), ultrafiltraéni cela (Amicon), vakuovy
rota¢ni koncentrator (SpeedVac DNA 110, Savant)
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4.2. Metody

4.2.1. Analyticka stanoveni

4.2.1.1. Stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové kyseliny

Neékteré aminokyselinové zbytky redukuji médnaté ionty pfidané do roztoku ve
form¢ vinanu médnatého na ionty médné. Kyselina bicinchoninovd (BCA) tvoii
Vv zésaditém prostiedi s médnymi ionty fialové zbarvené komplexy. Intenzitu zbarveni,
ktera je pfimo umérna koncentraci bilkoviny, 1ze stanovit spektrofotometricky, méfenim
absorbance pii 562 nm. [36]

Stanoveni koncentrace proteinu probihalo dosazenim absorbance do rovnice
kalibra¢ni pfimky. Kalibrace byla ziskdna linedrni regresi ze dvou paralelnich méfeni, pfi
nichz byl jako standard pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentracich 0,1,
0,2a0,5mg. ml™.

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteinu bylo pfipraveno tésné pied samotnym
stanovenim smisenim 49 dilu roztoku A (v/v), 1 % BCA v 50 dilech (w/v) a 1 dilu roztoku
B (V/v).

Do mikrozkumavek dle Eppendorfa bylo pipetovano 20 ul H,O (slepy vzorek),
roztoku standardu nebo stanovovaneho vzorku a bylo piidano 980 pl ¢inidla pro stanoveni
koncentrace proteinu. Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 60 °C, po zchladnuti
centrifugovany a na spektrofotometru Specord M-40 byla métena absorbance pii 562 nm
proti H,O. Po odecteni absorbance slepého vzorku od namétenych hodnot absorbanci dvou

paralelnich méfeni byly ziskany hodnoty pro vypocet koncentrace.

4.2.1.2. Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentraci P450 je mozno stanovit metodou diferenéni spektrometrie, jelikoZ jeho
redukovana forma s navazanym oxidem uhelnatym vykazuje absorbéni maximum pii
450 nm.

Ve zkumavce bylo 40 pl vzorku doplnéno pufrem pro stanoveni cytochromu P450
na objem 1,6 ml, byl pfidan pevny dithioni¢itan sodny (piiblizné 5 mg) a roztok byl
promichan. Do dvou kiemennych kyvet bylo napipetovano po 0,8 ml roztoku, z nichz
jeden byl sycen pfiblizné 45 vtefin pomalym proudem plynného oxidu uhelnatého.

Nasledné¢ bylo na spektrofotometru Specord M-40 prométeno diferenéni absorpéni
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spektrum v rozmezi vinovych délek 350 az 500 nm a koncentrace P450 byla vypoctena ze

vzorce
Covp = (Auso — Augo) - ecyp . I fedéni;
COYP reereeereereens moléarni koncentrace P450 (umol . dm™),
Ausgenniiiiiiiiiin, absorbance pii 450 nm (absorpéni maximum),
Augeniiiiiiiiiins absorbance pti 490 nm (absorpéni minimum),
ECYPerereeeeeeiainn, molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 pii vinové délce 450 nm

(0,091 pmol™. cm™. dm? [11]),
[T opticka dréha kyvety (1 cm),

fedéni ............. hodnota v tomto konkrétnim ptipad¢ je rovna 40.

4.2.1.3. Stanoveni aktivity NADPH: cytochrom P450 reduktasy

Aktivitu a specifickou aktivitu CPR lze stanovit nepfimo méfenim rychlosti
redukce cyt c. Jeho koncentraci je mozné vypocist na zakladé¢ znamého molarniho
absorb¢niho koeficientu pii vinove délce 550 nm.

V kyveté bylo smichano 960 upl pufru pro stanoveni CPR s10 pl cyt c
(25 mg . ml™") abyla zméfena absorbance pozadi pfi 550 nm. Poté bylo piidano 10 pl
vzorku fedéného tak, aby smérnice byla linearni. Reakce byla startovana ptidavkem 20 pl
10 mmol . dm™ NADPH, kyveta byla rychle zamichana a po dobu 1 minuty byla méfena
zména absorbance pii 550 nm (spektrofotometr Specord M-40). Aktivita CPR byla
vypoctena ze vzorce

acpr = Assonm . I . €ss0nm . t* [umol eyt ¢ . min™t . mI™;
specificka aktivita CPR byla vypoctena ze vzorce
aspcPr = AAssonm . I . ess0nm - . t™. ¢y [umol cyt ¢ . min™ . mg™];
AAS50 M. zmeéna absorbance pfi 550 nm za dobu t,

L opticka dréha kyvety (1 cm),

€550 NM.cvvverrreoen molarni absorb¢ni koeficient pti 550 nm
(gs50nm = 21 mmol™ . cm™ . dm® [37]),

| PP doba méfeni (1 min),

Ch veveereeeeneeenenns koncentrace bilkoviny (mg . mI™).
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4.2.1.4. Stanoveni koncentrace fotoafinitni sondy

Koncentraci N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylaminu je mozno stanovit
metodou UV-VIS spektrometrie, na zakladé znamého molarniho absorb¢niho koeficientu
pii vinové délce 250 nm.

V kfemenné kyveté byl smichan 1 ml methanolu s 20 ul roztoku fotoafinitni sondy
a proti slepému vzorku obsahujicimu methanol bylo na jednopaprskovém spektrofotometru
(8453E Spectroscopy System, Hewlett Packard) zméfeno absorbéni spektrum v rozmezi

vinovych délek 200 nm az 400 nm. Koncentrace fotoafinitni sondy byla vypoctena ze

vzorce
Csonpa = [(Azso — Agso) - esonpa - 1] . fedéni;
CSONDA «eeeevrenss molarni koncentrace fotoafinitni sondy (mmol . dm'3),
As0eeiiiiiiinin. absorbance pii 250 nm (absorpéni maximum),
A350. i absorbance pti 350 nm (zdkladni linie),
ESONDA s rereeeres molarni absorpcni koeficient fotoafinitni sondy pfi vinové délce 250 nm

(26,4 mmol™. cm™. dm*[28]),
L opticka draha kyvety (1 cm)

fedéni ............. hodnota v tomto konkrétnim pfipad¢ je 51.

4.2.2. Diskontinualni elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) je metoda slouZici k separaci proteini na zakladé jejich molekulové
hmotnosti a elektroforetické pohyblivosti. Metoda byla provedena podle Laemliho [38], za
pouZiti 4 % (w/v) zaostfovaciho a 8 %, 10 % nebo 12 % (w/v) separa¢niho gelu.

Bylo smichano 20 ul vhodné ztedénych vzorkd s5 ul pétkrat koncentrovaneho
vzorkového pufru, vysledny roztok byl 5 minut povaien a po centrifugaci (minicentrifuga
Eppendorf; 13500 rpm) nanesen na gel. Elektroforéza probihala za konstantniho napéti
80 V pii pruchodu zaostfovacim a 110 V pfi prichodu separa¢nim gelem. Limitni hodnota
proudu byla v obou ptipadech 25 mA na sklo.

Vzorky byly barveny v barvici lazni roztoku Coomassie Brilliant Blue R-250 po
dobu 45 minut a odbarveny v odbarvovacim roztoku. Odbarvené gely byly uchovavany

v 1 % roztoku kyseliny octové (v/v) pii 4 °C.
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4.2.3. lzolace cytochromu P450 2B4, cytochromu bs a NADPH: cytochrom
P450 reduktasy

Purifikace probihala postupné¢ izolaci mikrosomalni frakce diferenéni centrifugaci
a naslednym piecisténim CYP 2B4, CPR a cyt bs pomoci ionexové (DEAE-Sepharosa),
adsorp¢ni (hydroxylapatit) a afinitni (2',5'-ADP-Sepharosa) chromatografie.

Finalni preparaty po odstranéni detergenti byly zmrazeny a uskladnény v malych

alikvotech v kapalném dusiku.

4.2.3.1. Premedikace pokusného zvirete

Samec kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus; New Zealand White, Velaz)
0 hmotnosti 2,5 kg byl po dobu dvou tydnt chovan v kleci pii teploté 18 — 22 °C. Byl
krmen peletovou stravou amél volny pfistup k napajedlu. Od &tvrtého dne byl
premedikovan 0,1 % roztokem fenobarbitalu ve vodé (w/v), aby doslo k indukci CYP 2B4.

Usmrceni predchazelo 18 hodin trvajici hladovéni za Gcelem sniZeni hladiny glykogenu.

4.2.3.2. Izolace mikrosomalni frakce a jeji solubilizace

Fenobarbitalem premedikovany krélik doméci byl narkotizovan oxidem uhli¢itym
a usmrcen zlomenim vazu. Mikrosomalni frakce byla izolovana z homogenizovanych jater
diferenc¢ni centrifugaci. [39]

K solubilizaci ziskané mikrosomalni frakce byly pouzity detergenty cholat sodny
a Emulgen E-911. Ty se vazou na hydrofobni ¢asti proteini a udrzuji je v rozpustné forme.
Pro zvySeni rozpustnosti CPR byl také do roztoku piidan protaminsulfat, ktery mé
vazebnou aktivitu k RNA. Aby nedochéazelo k degradaci proteinii ptsobenim proteas
piitomnych v mikrosomalni frakci, byla do roztoku piidana smés inhibitora Complete

Protease Inhibitor (Roche).
4.2.3.3. Chromatografické metody

DEAE-Sepharosa CL-6B (pH 7,5 a pH 8,1)

Anexova kolona slouzi k zachyceni zaporné nabitych molekul. Témi jsou latky s pl
nizSim nez je pH kolony, tedy CPR (pl 5,38) a cyt bs (pl 5,16). CYP 2B4 (pl 9,01) se na

kolon¢ nezachycuje. [40] Z kolony lze zachycené latky uvolnit gradientem iontove sily.
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Hydroxylapatit (pH 7,5)

Adsorpéni kolona vaze proteiny na zaklad¢ elektrostatickych interakci a slouZi
K jejich vzajemnému odd¢leni. Navazané proteiny — véetné P450 — lze z kolony uvolnit
gradientem iontové sily. Chromatografii ¢i piipadnou rechromatografii dochazi ke zvyseni
Cistoty preparatu.

Kapacita hydroxylapatitu je 40 nmol proteinu . (ml nosice)™.

2'5'-ADP-Sepharosa 4B (pH 7,0)
Afinitni kolona silng interaguje s NADP™ dependentnimi dehydrogenasami, je tedy

vhodné k zachyceni CPR. Zachycené latky Ize z kolony uvolnit pufrem o nizké koncentraci
NADP".

4.2.3.4. Odstranéni detergentu pomoci silikagelu

Pii purifikaci pouzité detergenty (cholat sodny a Emulgen E-911) nejsou vhodneé
pro in vitro rekonstituované systémy, a cholat sodny pro sitovaci reakce s EDC, jelikoz
obsahuje karboxylovou skupinu. Detergenty byly proto odstranény pomoci adsorpce na
silikagel. Optimalizace byla provedena podle diserta¢ni prace doc. P. Hodka, PhD. [41]

4.2.4. Mapovani aktivniho centra cytochromu P450 2B4

Pro ovéfeni a zptesnéni modelu CYP 2B4 byla vyuzita fotoafinitni sonda - derivat
benzfetaminu obsahujici fotolabilni skupinu. Nejprve byl charakterizovan zpusob vazby
sondy metodou diferen¢ni spektrometrie a nasledné byla provedena fotolyza sondy s cilem
oznacit aminokyselinové zbytky v definované vzdalenosti od atomu Zeleza hemu

v aktivnim centru. Identifikaci oznaenych aminokyselin byla provedena pomoci MS.

4.2.4.1. Purifikace a kontrola €istoty fotoafinitni sondy

Roztok N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylaminu byl piecistén metodou
chromatografie na tenké vrstv¢. Jako stacionarni faze byla pouzita hlinéna desticka pokryta
silikagelem s fluorescencnim indikatorem.

Desticka byla tfikrat promyta methanolem, vysusena, na pozice vzdalené 1 cm od
sebe bylo naneseno po 4 nmol fotoafinitni sondy. PouZitim smési methanolu a ethylacetatu
Vv poméru 3:2 (v/v) jako mobilni faze doslo ve vyvijeci komote k oddé€leni fotoafinitivni

sondy od necistot.
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Na odstfizenych krajnich pozicich byla UV zéfenim o vlnové délce 254 nm
vizualizovana majoritni zona a byl stanoven jeji retencni koeficient. Ze zbylé ¢asti desticky
byl vysttizen horizontalni prouzek odpovidajici zjisténému reten¢nimu faktoru. Prouzek
byl otoc¢en do vertikalni polohy a fotoafinitni sonda byla zakoncentrovana na jeho hornim
konci, a to tfikrat provedenou chromatografii zakonc¢enou vysuSenim prouzku proudem
vzduchu. Jako mobilni faze byl pouZit methanol.

Silikagel na hornim konci prouzku byl Spachtli seSkraban na vrstvu skelné vaty,
ktera slouzila jako filtr. Fotoafinitni sonda z n&j byla poté vymyta methanolem a byla
zakoncentrovana odpafenim rozpoustédla proudem dusiku.

Cistota fotoafinitni sondy byla ovéfena tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Experimenty MS a MS" analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru LCQPE“A
(ThermoQuest, San Jose, CA), ktery pouziva jako analyzator iontovou past a ionizacnim
zdrojem je staticky nanoelektrosprej. Napéti na elektrospreji bylo nastaveno na 1,2 kV a na
vstupni ¢occe na 30 V. Teplota vyhiivané kapilary byla 175 °C a napéti 10 V. Hmotnostni
spektrum v pozitivni modu bylo méfeno v rozsahu hodnot 150-2000 m/z. Pro fragmentaci
kolizn& indukovanou disociaci a nasledné MS" experimenty byla pouzita kolizni energie
v rozsahu 25-40 jednotek, aktiva¢ni ¢as 30 ms a okno pro vybér prekurzoru v rozsahu
3 hmotnostnich jednotek. Manualni interpretace dat byla provedena s ohledem na popsana
fragmentacni pravidla.

VysuSeny preparat piecistény chromatografii na tenké vrstvé byl rekonstituovan
sonikaci v 50% ACN, 0,5% kyselin¢ octové (v/v) pied vlastni analyzou hmotnostni

spektrometrii.

4.2.4.2. Studium interakce cytochromu P450 2B4 s fotoafinitni sondou

metodou diferen€ni spektrometrie

Za riznych experimentilnich podminek byla stanovena spektralni disociacni
konstanta fotoafinitni sondy. Byla charakterizovana interakce sondy s purifikovanym
CYP 2B4 a s fenobarbitalem indukovanou komplexni krali¢i mikrosomalni frakci.

Mikrosomy byly nafedény 100 mmol . dm™ KH,PO4/KOH pufrem (pH 7,4) na
vyslednou koncentraci 2 pmol . dm™, CYP 2B4 byl natedén 100 mmol . dm™ Tris/HCI
pufrem (pH 7,4) na vyslednou koncentraci 1 pmol . dm™. Roztok byl rozd&len do 2 kyvet,
po naméfeni zakladni linie bylo do vzorkové kyvety piidavano rostouci mnozstvi

diamantanu, resp. fotoafinitni sondy, do referentni kyvety bylo pfidavano stejné mnozstvi
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ptislusného rozpoustédla a spektrofotometrem Specord M-40 byla méfena diferencni
spektra v rozmezi vinovych delek 350 nm az 500 nm. Pfidavani bylo ukonéeno, jakmile
prestalo dochazet ke zménam diferencniho spektra.

Experimentalni data koncentracni zavislosti rozdilu absorb¢niho maxima a minima
diferen¢niho spektra byla analyzovana nelinearni regresi programem Origin 8.0. Spektralni
disociacni konstanta byla stanovena z rovnice regresni kiivky

AA = AAuax . C . (Ksp +c);

AA ..o, rozdil absorbéniho maxima a minima,

AAMAX ceeeeennnn. maximalni rozdil absorbéniho maxima a minima,
Covevreerrreeireeainens koncentrace fotoafinitni sondy, resp. diamantanu (umol . dm™),
Kspvivereariennnns spektralni disociaéni konstanta (umol . dm™).

Pro zjisténi, zda se sonda vaze i v pfitomnosti diamantanu, bylo méfeni zopakovano

s roztokem mikrosomu i CYP 2B4 saturovanymi timto substratem.

4.2.4.3. Studium interakce cytochromu P450 2B4 s fotoafinitni sondou

metodou fotoafinitniho znaceni

Fotolyza byla provadéna fotolyzérem Oriel v kiemenné kyveté s optickou drahou
1 cm naplnéné methanolem, v niZz byla ponofena kiemenna kapilara obsahujici vzorek.
Vnéjsi pramér kapilary byl 4 mm.

Pifed vlastnim znacenim byla testovana funkénost fotolyzéru spektrofotometrickym
sledovanim fotolyzy fenylazidu. Spektrofotometrem HP 8453E Spectroscopy System bylo
v ktemenné kyveté Vrozmezi vinovych délek 200 az 400 nm proméfeno absorbcni
spektrum roztoku fenylazidu. Mé&feni bylo zopakovano po fotolyze roztoku trvajici
2 a 16 sekund a byl sledovan ubytek absorbéniho maxima pii vinové délce 250 nm.

Dale byl zjistovan vliv ptfitomnosti DLPC v reakéni smési na délku fotolyzy.
V kiemenné kapildfe ponofené v kiemenné kyveté naplnéné 10 mmol . dm™ Tris/HCI
pufrem (pH 7,2) nebo naplnéné 10 mmol . dm® Tris/HCI pufrem (pH 7,2)
s 300 pmol . dm™ DLPC byla provedena fotolyza roztoka fotoafinitni sondy. Absorbcni
spektra roztokd po 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 a 32 sekundéch fotolyzy byla porovnana.

Fotoafinitni znaGeni probihalo v 10 mmol . dm™ Tris/HCI pufru (pH 7,2) a vysledna
koncentrace CYP 2B4 v reakéni smési byla 4 pmol . dm™. Celkem byly provedeny &ty
fotolyzy fotoafinitni sondy, a to v ptitomnosti a nepifitomnosti DLPC (vzorek A a C),

s kontrolami v pfitomnosti diamantanu (vzorek B a D). Reak¢ni podminky jsou shrnuty
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v Tabulce 1. Vysledné koncentrace v reakéni smési byly 25 pmol . dm fotoafinitni sonda,
300 umol . dm™ DLPC a 6 pmol . dm™ diamantan.

Tabulka 1: Reakéni podminky fotoafinitniho znaéeni

Fotoafinitni sonda DLPC Diamantan
Vzorek A +
Vzorek B + - +
Vzorek C + +
Vzorek D + + +

+/- — ptitomnost/nepfitomnost slozky v reakéni smési

Po 15minutové inkubaci pfi laboratorni teploté byl vzorek fotolyzovan po dobu
35 sekund. Thned po skonceni fotolyzy byl k odstranéni zbylych volnych radikéld do
roztoku pfidan glutathion do vysledné koncentrace 12,5 pmol . dm™. Vzorky byly pomoci
SDS-PAGE oddéleny od degradacnich produkti fotolyzy a necistot, modifikovany
aanalyzovdny metodou MS pomoci LC-FTICR Apex IV (Bruker Daltonics)
RNDr. Petrem Novakem, PhD. (Mikrobiologicky ustav Akademie Vé&d, v.v.i., CR).

4.25. Studium interakce cytochromu P450 2B4 s cytochromem bs

4.2.5.1. Chemické zesiténi

Ptenos elektront z cyt bs na CYP 2B4 je doprovdzen konformacnimi zménami
interagujicich partneri. Aminokyselinové zbytky, které se pti interakci piiblizi, mohou byt
V této poloze zafixovany kovalentni vazbou diky pfidanému sitovacimu ¢inidlu EDC. Tato
nove vytvoiena spojeni, at’ uz v ramcei jedné molekuly (intramolekulérni) nebo mezi obéma
cytochromy (intermolekularni), mohou byt identifikovana hmotnostni spektrometrii.

Z roztoku DLPC v chloroformu bylo odpaieno rozpoustédlo ve vakuovém rota¢nim
koncentratoru. Poté byl ptidan pyridinovy pufr (pH 6,0) a po 5 minut trvajici sonikaci byly
pridany preparaty purifikovanych proteindi o vysledné koncentraci 2 umol . dm™. Aby
doslo k ukotveni CYP 2B4 a cyt bs do lipidové membrany, byl vzorek 5 minut sonikovan.
Nakonec bylo ke vzorku piiddno EDC o vysledné koncentraci 200 pmol . dm™ jako
sitovaci ¢inidlo a reak¢ni smés byla 16 hodin inkubovéna za laboratorni teploty. Vzorky
byly separovany pomoci 10 % SDS-PAGE, barveny CBB R-250 a po odbarveni uchovany
1 % kyselin€ octové (v/v) pii 4 °C.
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Vybrané proteinove zony obsahujici intermolekul&rni vazby mezi CYP 2B4 a cyt bs
byly dale modifikovany acetylaci cysteinovych zbytkd, proteolyticky Stépeny

a analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie.

4.2.5.2. Modifikace proteint a jejich proteolyza

Z polyakrylamidovych gelt byly vyfiznuty vybrané proteinové zony a nakrajeny na
asi 1 mm?® kostky. Ty byly 5 minut sonikovany v 50 mmol . dm™ ethylmorfolinu (pH 8,1),
50 % ACN (v/v). Po sonikaci byl supernatant odebran a postup byl opakovan, dokud
nedoslo k uplnému odbarveni gelu.

Nasledovala redukce pfipadnych disulfidovych vazeb a  rozvolnéni
struktury proteinti modifikaci cysteinovych aminokyselinovych zbytki. Ke vzorkiim byl
pfidan 30 mmol . dm™ TCEP (&inidlo k redukci disulfidovych vazeb) ve 100 mmol . dm™
ethylmorfolinovém pufru a vzorky byly 20 minut inkubovany v termostatu pii teploté
70 °C. Poté byly promyty ACN, vodou a ACN, pievrstveny 30 mmol . dm™ roztokem
jodacetamidu (IAA; &inidlo kacetylaci cysteinovych zbytké) ve 100 mmol . dm™
ethylmorfolinovém pufru a 60 minut inkubovéany za laboratorni teploty v temnu.

Poté byly vzorky sedmkrat promyty stiidavé ACN a vodou, a v 50 % ACN (v/v)
byly 5 minut sonikovany. Po odstranéni supernatantu byly vzorky 10 minut sudeny ve
vakuovém rotacnim koncentratoru (SpeedVac), bylo knim pfidano 30 pl S$tépiciho
ethylmorfolinového pufru, 1 pl roztoku trypsinu o koncentraci 3,3ng.pl™* a byly

inkubovany a protfepavany nejméné 20 hodin (37 °C, 650 rpm).

4.2.5.3. Priprava vzorkl pro hmotnostni spektrometrii

Ke vzorku byl ptidin ACN a TFA do findlni koncentrace v roztoku 30 %
ACN, 0,1% TFA (v/v), vzorek byl 15 minut sonikovan a extrakt byl odd¢len. Zbyly
vzorek byl z gelu reextrahovan piidanim 50 pl roztoku 50 % ACN, 0,1 % TFA (V/v).
Extrakt byl po sonikaci spojen s ptedchozim.

Spojené extrakty byly vysuSeny ve vakuovém koncentratoru (SpeedVac), odparek
rozpustén v 50 ul 0,1 % TFA (v/v) a vzorek 5 minut sonikovan. Poté byl pfecistén na
kolonce peptide MicroTrap C18 (Michrom Bioresources) ekvilibrované 0,1 % roztokem
TFA (v/v). Kolona vaze peptidy, slouzi k odsolovani a mize byt pouzita i k Casteéné
separaci. [42]

Po naneseni vzorku na kolonku z ni byly 300 ul 0,1 % TFA (v/v) vymyty sole
a zachycené peptidy byly uvolnény bud’ ptimo — 80 % ACN (v/v), 0,1 % TFA (v/v) — nebo
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krokovym gradientem ACN — vZdy pouZzito 100 ul 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 40 % a 80 %
ACN (v/v), 0,1 % TFA (v/v) a frakce jimany do rozdilnych mikrozkumavek. VVzorky byly

vysuseny ve vakuovem koncentratoru (SpeedVac).

4.2.5.4. Hmotnostni spektrometrie

K vysuSenym vzorkiim bylo pfidano po 2 ul ACN, byly 20 minut sonikovany,
centrifugovany na minicentrifuze Eppendorf (15 sekund, 13500 rpm), po piidavku 18 pl
0,1 % TFA (v/v) byla sonikace zopakovéna a 0,4 ul tohoto roztoku bylo naneseno na tercik
MALDI-TOF. Po odpafeni rozpoustédla byly vzorky pfevrstveny 0,4 pl matrice
(5 mg . ml™? kyseliny o-kyano-4-hydoxyskoficové v 50 % ACN (V/v), 0,1 % TFA (V/v))
a analyzovany hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF Ultraflex 111 (Bruker Daltonics)
v pozitivnim reflektronovém modu v rozsahu hodnot m/z 700 — 4000.

Po 5ul vzorki bylo také analyzovano pomoci LC-FTICR Apex IV (Bruker
Daltonics) RNDr. Petrem Novakem, PhD. (Mikrobiologicky ustav Akademie Véd, v.v.i.,
CR). Ziskané vysledky byly s pomoci Mgr. Katefiny Pavlaskové (Mikrobiologicky tstav
Akademie Vé&d, v.v.i., CR) vyhodnoceny pouZitim programi Data Analysis a LC-MS Mass

Extractor.
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5. VYSLEDKY

5.1. I1zolace cytochromu P450 2B4, cytochromu bs
a NADPH: cytochrom P450 reduktasy

Purifikace proteinu probihala podle schématu na Obr. 6. Postupné doSlo k izolaci
jaterni  mikrosomalni frakce pokusného zvifete diferencni centrifugaci, solubilizaci
a prec¢isténi proteini pomoci ionexové (DEAE-Sepharosa), adsorpéni (hydroxylapatit)
a afinitni  (2',5'-ADP-Sepharosa) chromatografie a odstranéni detergentu z finalniho

preparatu pomoci silikagelu. Cely izola¢ni proces probihal v chlazené mistnosti pii 6 °C.

[ izolace MF |

Y
[ solubilizace |

k4
DEAE1 (pH 7,5)

5 mmol . dm” Tris/acetat

grad. 0-400 mmol . dm”KCI

0,4% E-911 \
#2-15 grad. 0-400 mmol . dm”KCl \
#40-43\
[ HAP1(pH75) | \ [ 2',5-ADP (pH 7,0) |
- 50 mmol . dm”KH,PO,
grad. 25-200 mmol . dm~NaH,PO, | | #34-62a, 26-52b \ 50 mimol - dm KH.PO, 0.5 mmol . dm"® NADP*
v #4-18 #39-42
[ HAP2 (pH7,5) | [ DEAE2 (pH 8,1) | [ CPR ]
'grad, 25-200 mmol . dm®NaH,PO, #22-29 grad. 25-75 mmol . dm”KCl #28-50
75 mmol . dm”KCl
v grad. 75-200 mmol . dm~KCI v
[ DEAES5 (pH7,5) | [ DEAE3 (pH 8,1) |
5 mmol . dm*NaH,PO, || #2-10 grad. 0-200 mmol . dmKCI | #14-28
y y
[ HAP3 (pH7,5) | [ DEAE4 (pH 8,1) |
200 mmol . dm™NaH,PO, #2-6 200 mmol . dm”KCI | #7-9
y y
[ CYP 284 | [ cyt b5 |

Obr. 6: Schéma pribéhu izolace CYP, CPR a cyt bs

MF — mikrosomalni frakce, DEAE — kolona DEAE-Sepharosy CL-6B, HAP — kolona hydroxylapatitu,
2',5'-ADP - kolona 2',5'-ADP-Sepharosy 4B, grad. — gradient

5.1.1. lzolace mikrosomalni frakce

Fenobarbitalem premedikovany kralik domaci byl narkotizovan a usmrcen. Jeho
jaterni tkan o hmotnosti 118 g byla oplachnuta ve 100 ml pufru PR1 a na ledu ve 350 ml
pufru PR1 rozrusena homogenizatorem podle Pottera a Elvehjema.

Homogenat byl 10 minut centrifugovan pii 600 x g na centrifuze Janetzki K-23
(vykyvny rotor 4 x 70 ml, 2000 rpm) chlazené na 4 °C. Pro zvySeni vytézku byl sediment

rehomogenizovan v pufru PR1 a za pfedchozich podminek znovu centrifugovan. Spojené
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supernatanty po obou centrifugacich byly dale centrifugovany 20 minut p#i 15000 x g na
centrifuze Janetzki K-24 (Uhlovy rotor 6 x 35 ml, 13000 rpm) chlazené na 4 °C.

Ziskany supernatant byl dale centrifugovan 65 minut pii 105000 x g na
ultracentrifuze Beckman Optima LE 80K (Uhlovy rotor Ti45 6 x 60 ml, 45000 rpm)
chlazené na 4°C. Supernatant byl po centrifugaci odstranén, sediment byl
rehomogenizovan ve 200 ml pufru PR2 a znovu centrifugovan za pfedchozich podminek.
Supernatant byl opét odstranén a sediment resuspendovan v 50 ml pufru PR3.

Ze zhomogenizované tkané bylo diferencni centrifugaci piipraveno 62 ml finalni
mikrosomalni frakce o koncentraci 22 pmol . dm™ P450 (1400 nmol) a obsahu bilkoviny
42 mg.ml*. Mikrosomalni frakce byla pred provedenim solubilizace uskladnéna

v kapalném dusiku.

5.1.2. Solubilizace

Izolované proteiny obsahuji hydrofobni oblasti slouZici k interakci s lipidovou
membranou. Pfidani detergentt zvysi jejich rozpustnost v polarnich rozpoustédlech.

Mikrosomalni frakce byla rozmraZena, nafedéna pufrem PR4 na konecnou
koncentraci proteinu 6 mg . ml™ a zhomogenizovana. Na ledu a za stalého michani byly
k 270 ml nafedéné mikrosomalni frakce ptidany 4 tablety Complete Protease Inhibitoru
rozpuiténé v 5 ml pufru PR4, po kapkach 4 ml roztoku protaminsulfatu (15 mg. ml™) a
pod dusikovou atmosférou 19 ml 10 % cholatu sodného (v/v) a 19 ml 10 % Emulgenu
E-911 (w/v). Nakonec byly po kapkach ptidany dalSi 4 ml roztoku protaminsulfatu.

Roztok byl jesté 20 minut michan a poté centrifugovan 60 minut pii 105000 x g na
ultracentrifuze Beckman Optima LE 80K (Uhlovy rotor Ti45 6 x 60 ml, 45000 rpm).
Supernatant o objemu 360 ml byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy
CL-6B (1), pH 7,5, slouzici k oddéleni P450 od CPR a cyt bs.

Solubilizace proteinit prob¢hla Uspé$né. Koncentrace P450 v supernatantu po
solubilizaci byla 8 pmol . dm™ (celkové 3000 nmol CYP), doslo tedy k nartstu jeho

celkového latkového mnozstvi.

5.1.3. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5

Na ekvilibrovanou kolonu (2,5 x 30 cm, 150 ml, pH 7,5) pufrem PR5 byl nanesen
supernatant po solubilizaci a pro eluci P450 byla kolona promyvéna pufrem PR5
s piidavkem Emulgenu E-911 o celkové koncentraci 0,4 % (w/v). Ve shiranych frakcich

o celkovém objemu piiblizn¢ 18 ml byla méfena absorbance pii 417 nm (spektrofotometr
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Specord M-40, Carl Zeiss). Promyvani bylo ukonc¢eno po vymyti veSkerého P450 z kolony
doprovézené poklesem absorbance pii 417 nm na poc¢ateéni hodnotu.

Proteiny, které na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (1) zistaly navazany (mj. CPR
a cyt bs), byly eluovany linearnim gradientem 2 x 400 ml 0 — 0,4 mol . dm™ KCI v pufru
PR5. Objem shiranych frakci byl asi 10 ml a byla v nich promé&fovana absorbance pii
417 nm a aktivita CPR. Pribéh chromatografie je patrny z grafu na Obr. 7.

<‘;'< . T>/ - 0,4
#16-30 Asran A 002 5
a(CPR) /,/ _ e
o(KCl) prd 5
. A - 02 £
< N 7 G r | ’
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Obr. 7: Eluéni profil chromatografie supernatantu po solubilizaci MF na koloné DEAE-Sepharosy
CL-6B (1),pH 7,5

kolona 2,5 x 30 cm, 150 ml; ekvilibraéni pufr PR5; promyvaci pufr PR5 s 0,4 % (w/v) Emulgenem E-911,
eluce gradientem 0 — 400 mmol . dm™ KCI v pufru PR5

A417 nm — absorbance méfena pii vinové délce 417 nm; #2-30, #95-109 — spojené frakce; a(CPR) — aktivita
CPR; N - nana3eni; P — promyvani; G — gradient KCI; MF — mikrosomalni frakce

Byla provedena SDS-PAGE frakci v oblastech maxim absorbance pii 417 nm
a frakci v oblasti aktivity CPR (Obr. 8, Obr. 9 na stran¢ 37).

kDa st #2 B4 HE #12 #16 #20 #24 w28 #30
116 m—
OF w—
B m—

B m—

20—

m—\

HAP (1a) HAP (1b)

Obr. 8: SDS-PAGE frakci obsahujicich P450 nezachycenych na DEAE-Sepharose CL-6B (1), pH 7,5
st — Sigma marker; #2-30 — ¢isla frakci; HAP (1a), HAP (1b) — frakce nanasené na kolonu

hydroxylapatitu (1a), resp. (1b)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250
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kDa st M H75 #IT #85 #89  #93 #a7 || #1101 #105 sl #1090 #1113  #115 #1117 #1119 #4121 #123 #1125 #1126
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Obr. 9: SDS-PAGE frakci eluovanych z DEAE-Sepharosy CL-6B (1) gradientem KCI, pH 7,5

st — Sigma marker; #69-126 — ¢isla frakci; DEAE (2), 2',5'-ADP — frakce nanaSené na kolonu
DEAE-Sepharosy CL-6B (2), resp. 2',5-ADP-Sepharosy 4B
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

Elektroforéza jednotlivych frakci nandSeciho piku ukézala piiblizné stejné mnozstvi
P450 a kontaminaci ve frakcich 2 — 30, proto byly vSechny déale purifikovany. Pro nizkou
kapacitu kolon hydroxylapatitu (fadové 1000 nmol proteinu) byly spojeny frakce 2 — 15
(1200 nmol P450) a frakce 16 — 30 (1500 nmol P450). Po zahusténi na 50 ml (membréna
Amicon PM-30, Millipore) byly spojené frakce pii 6 °C pies noc dialyzovany proti
2 x 1000 ml pufru PR5 a naneseny na ekvilibrované kolony HAP (1a) a (1b), pH 7,5
s cilem oddélit CYP 2B4 od CYP 1A2 a dalSich kontaminant.

V gradientem soli na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 eluovanych
frakcich 99 — 126 byla naméfena aktivita CPR a zaroven se ve frakcich 101 — 126
nachazela zona odpovidajici jeji molekulové hmotnosti (78 kDa). Ve frakcich 113 — 126
byla podle SDS-PAGE pfitomna také tetrahydrofolat reduktasa 0 molekulové hmotnosti
95 kDa (Gstni sdéleni Skolitele RNDr. Miroslava Sulce, PhD.), a to ve vét§im mnoZstvi nez
CPR. Jelikoz neni jejich vzajemné oddéleni mozné na afinitni  koloné
2',5'-ADP-Sepharosy 4B [43], frakce obsahujici obé reduktasy nebyly, i za cenu velké
ztraty celkove aktivity CPR, dale pii purifikaci vyuzivany. Spojeny byly frakce 99 — 109
obsahujici CPR, a také cyt bs, k jehoz uplnému oddéleni na kolon¢ DEAE-Sepharosy
CL-6B (1) nedosSlo. K oddéleni CPR od cyt bs a kontaminujicich proteinti doslo pfi
nasledné chromatografii na kolon¢ 2',5'-ADP-Sepharosy 4B.

Kromé spojenych frakci CPR se podle SDS-PAGE cyt bs nachazel také ve frakcich
93 a 97 (zona o molekulové hmotnosti 17 kDa). Absorbance pii 417 nm u frakci 95 — 98
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presahla desetinu absorbéniho maxima elu¢niho piku a proto byly tyto frakce spojeny jako
preparét cyt bs a dale purifikovany na koloné¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (2), pH 8,1.

5.1.4. Chromatogqrafie na kolonach hydroxylapatitu (1) a (2), pH 7.5

Precisténi CYP 2B4 probihalo na pufrem PR5 ekvilibrovanych kolonach HAP (1a)
a HAP (1b) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosice, pH 7,5), na které byly naneseny spojené frakce 2 —
15, resp. 16 — 30 po chromatografii na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (1).

Po naneseni vzorku byly kolony promyty 40 ml pufru BP1 a poté 20 ml pufru BP2.
Jak je wvidét z Obr. 10, mirnym zvySenim iontové sily doSlo kuvolnéni podilu
kontaminujicich proteind. Naneseny CYP byl z kolon eluovan linearnim gradientem
2 x 250 ml BP2-BP3 (25 — 200 mmol . dm™ NaH,PO,), rychlosti asi 10 ml za hodinu, byly
jimény frakce o objemu 5 ml a spektrofotometricky byl pii 417 nm proméfovan elu¢ni

profil chromatografie (Obr. 10).
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Obr. 10: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich P450 z nanaSeciho piku DEAE-Sepharosy
CL-6B (1) na kolonach HAP (1a) (vlevo) a HAP (1b) (vpravo), pH 7,5

1,8 x 15 cm, 25 ml; ekvilibraéni pufr PRS; promyvaci pufr BP1a BP2; eluce gradientem 25 —

200 mmol . dm™ NaH,PO, (pufr BP2 — BP3)
Aus17 nm — absorbance méfend pti vinové délce 417 nm; #34-79a, #26-67b — spojené frakce P450 po
chromatografii HAP (1); N — nanaSeni; BP1, BP2 — promyvani pufrem BP1, resp. BP2; G — gradient
NaH,PO,

Byla provedena SDS-PAGE (Obr. 11, Obr. 12 na stran¢ 39) a oznacené zony 1A —
4A byly analyzovany pomoci MS.
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kDa st B #26 #30 | M 838 #2 M6 ME #50 st #54 WSB WG2 |66 W70 WT4 WIS #TT W19

Obr. 11: SDS-PAGE frakci obsahujicich P450 eluovanych z kolony HAP (1a) gradientem NaH,PO,
pH 7,5

st — Sigma marker; #8-79 — &isla frakei; 1A-4A — zdny analyzované pomoci MS; HAP (2) — frakce nandSené
na kolonu HAP (2)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

kDa st #18 #Haa #26  #28 H30 frd #36 #3B #4081 #4246 #50 #54  #58 HE2Z #54 #65 #67

Obr. 12: SDS-PAGE frakci obsahujicich P450 eluovanych z kolony HAP (1b) gradientem NaH,PO,,
pH 75

st — Sigma marker; #18-67 — ¢isla frakci; HAP (2) — frakce nanasené na kolonu HAP (2)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

Hmotnostni spektrometrie urcila jako majoritni proteiny CYP 2B4 (54 kDa, pl 9,4)
a epoxid hydrolasu 1 (52 kDa, pl 7,3) v zoné 1A, karboxyl esterasu 1 (62 kDa, pl 6,2)
V zOn¢ 2A, sérovy albumin (68 kDa, pl 5,8) v zoné 3A a CYP 1A2 (58 kDa, pl 9,5) v z6né
4A (viz Ptiloha 1 na strané 72).

Pro Caste¢né odstranéni séroveho albuminu a karboxyl esterasy 1 z pocatku eluce
nebyly pro dalsi purifikaci vyuZzity frakce eluované z kolon HAP (1), pH 7,5 diive nez
frakce 34a, resp. 26b. Frakce 34 — 62a a 26 — 52b obsahovaly CYP 2B4 a byly proto
spojeny a dale purifikovany. Néasledné frakce obsahovaly jako majoritni protein CYP 1A2
a dale proto vyuzity nebyly.
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Spojeneé frakce byly pii 6 °C ptes noc dialyzovany proti 2 x 1000 ml prufru PR7.
K odstranéni izoformy CYP 1A2 zprepardtu doSlo zopakovanim chromatografie za
piedchozich podminek na koloné¢ HAP (2), pH 7.,5.

Pribéh chromatografie na kolon¢ HAP (2) je patrny z grafu na Obr. 13.
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Obr. 13: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich P450 z eluéniho piku HAP (1a) a (1b) na
koloné HAP (2), pH 7,5

1,8 x 15 cm, 25 ml; ekvilibra¢ni pufr PR5; promyvaci pufr BP1a BP2; eluce gradientem 25 —

200 mmol . dm™ NaH,PO, (pufr BP2 — BP3)
A417 nm — absorbance méfena pii vinové délce 417 nm; #18-33 — spojené frakce chromatografie HAP (2); N —
nanaseni; BP1, BP2 — promyvani pufrem BP1, resp. BP2; G — gradient NaH,PO,

Provedena SDS-PAGE (Obr. 14 na strané 41) ukazala, Ze je podil CYP 2B4
nejvyssi ve frakcich 22 — 28. Proto byly frakce spojeny, a to v¢etné frakce 29. Ta nebyla na
SDS-PAGE nanesena, ale podil CYP 2B4 v ni byl podle namétené absorbance pti 417 nm
vySSi nez v piipadé nasledujici, nanesené frakce 30.

Pied vlastnim spojenim frakci byla pomoci MS provedena analyza oznacenych zon
(1B, 2B), ktera potvrdila, Ze se jedna o CYP 2B4 (viz Ptiloha 1 na strané 72).

Cilem chromatografie byla minimalizace obsahu CYP 1A2 v preparatu. Té bylo
dosazeno, avsak cenou byla vyrazna ztrata CYP 2B4, ktery se béhem chromatografie od
této izoformy dostatecné neoddélil (frakce 16 — 20 na Obr. 14 na strané 41).

Spojené frakce byly pii 6 °C pies noc dialyzovany proti 2 x 1000 ml prufru PR7
aza ucelem oddéleni zbylého sérového albuminu, karboxyl esterasy 1 a epoxid
hydrolasy 1 byly naneseny na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (5), pH 7,5.

Zminéné proteiny by vzhledem ke svym hodnotdm pl mély zlistat navazany na kolong¢.
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kDa st #11 #12  #14 #16 M8 H20| #22 #24 st st #2628 | #30  #32  #34 #36 #3840 st

Obr. 14:SDS-PAGE frakci obsahujicich P450 eluovanych z kolony HAP (2) gradientem NaH,PO,,
pH 75

st — Sigma marker; #11-40 — ¢isla frakei; 1B, 2B — zény analyzované pomoci MS; DEAE (5) — frakce

nanasené na kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (5)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

5.1.5. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (5), pH 7.5

Na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 nedoslo, patrné z divodu malé
kapacity kolony, k iplnému oddéleni epoxid hydrolasy 1, karboxyl esterasy 1 a sérového
albuminu od P450. Za t¢elem jejich odstranéni byla ionexova chromatografie zopakovéna.

Kolona DEAE-Sepharosy CL-6B (5) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e, pH 7,5) byla
ekvilibrovana pufrem PR7, byly na ni naneseny spojené frakce po chromatografii na
koloné¢ HAP (2) obsahujici CYP 2B4 a kolona byla promyvana pufrem PR7 do poklesu
absorbance pfi 417 nm. Prib&h chromatografie je patrny z grafu na Obr. 15.
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Obr. 15: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich P450 z elu¢niho piku HAP (2) na koloné
DEAE-Sepharosy CL-6B (5), pH 7,5

kolona 1,8 x 15 cm, 25 ml; ekvilibraéni pufr PR7; promyvaci pufr PR7
Au17 nm — absorbance méfena pii vinové délce 417 nm; #2-10 — spojené frakce; N — nanaseni; P - promyvani
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Byla provedena SDS-PAGE frakci z maxima absorbance pti 417 nm (Obr. 16). Na
koloné, podle o¢ekavani, doslo k zachyceni kontaminantd. Spojeny byly proteené frakce
2 — 10, jejichZ absorbance pii 417 nm dosahovala minimalné desetiny absorb¢niho maxima
chromatografického piku. Ty byly nasledné zahustény na objem 40 ml, pii 6 °C byly pies
noc dialyzovany proti 2 x 1000 ml pufru PR8 a naneseny na ekvilibrovanou kolonu
HAP (3), pH 7,5. Necistoty jiz byly od CYP 2B4 odstranény, chromatografie proto slouzila

pouze ke sniZeni koncentrace detergentd v preparatu a k jeho zakoncentrovani.

Obr. 16: SDS-PAGE frakci obsahujicich CYP 2B4 nezachycenych na DEAE-Sepharose CL-6B (5),
pH 75

st — Sigma marker; #2-10 — &isla frakei; HAP (3) — frakce nandSené na kolonu HAP (3)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

5.1.6. Chromatografie na koloné hydroxylapatitu (3), pH 7.5

Na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B ptecistény preparat CYP 2B4 byl nanesen na
pufrem PR7 ekvilibrovanou kolonu HAP (3) (0,5 x 25 cm, 20 ml nosice, pH 7,5). Kolona
byla promyta pufrem BP4 a CYP 2B4 byl eluovan pufrem BP5 rychlosti asi 10 ml za
hodinu. Byly jimany frakce o objemu 2 ml a spektrofotometricky byl pfi 417 nm
proméfovan elucni profil chromatografie (Obr. 17 na strané 43).

Frakce 2 — 6 dosahujici alesponi desetiny absorbéniho maxima eluc¢niho piku byly
spojeny a pii 6 °C pies noc dialyzovany proti 2 x 1000 ml pufru PR8. Preparat CYP 2B4
byl chromatografii zakoncentrovan na 10,5 ml, ¢imz v ném klesl podil detergentt. Zbylé
detergenty z néj byly odstranény adsorbci na silikagel v poslednim kroku purifikace.
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Obr. 17: Elu¢ni profil chromatografie frakci CYP 2B4 nezachycenych na koloné DEAE-Sepharosy
CL-6B (5) na koloné HAP (3), pH 7,5

kolona 0,5 x 25 cm, 20 ml; ekvilibra¢ni pufr PR7; promyvaci pufr PR7; elu¢ni pufr BP5

A417 nm — absorbance métena pii vlnové délce 417 nm; #2-6 — spojené frakce; N — nandSeni; P — promyvani
pufrem BP4; E — eluce pufrem BP5

5.1.7. Odstranéni detergentu z preparati cytochromu P450

Jako adsorbent k odstranéni detergent pouzitych pii purifikaci CYP 2B4 slouzil
silikagel. [24] V purifikovaném preparatu byla stanovena koncentrace 10 pmol . dm™
P450. Bylo odebrano 500 pl vzorku a piidan k nému silikagel o koncentraci 4 mg . ml™
roztoku, tj. 4 mg. (mg Emulgenu E-911)™. Vzorek byl 3 hodiny promichévan pii 6 °C,
odstfedén a v supernatantu byla stanovena koncentrace P450.

Pokud ve vzorku koncentrace P450 nepoklesla pod 80 % pocate¢ni koncentrace,
byl postup se stejnym mnozstvim silikagelu zopakovan se zbytkem preparatu a zaroven se
supernatantem vzorku, ke kterému byl ptidan dalsi silikagel.

Jakmile poklesla ve vzorku koncentrace pod 8 pmol . dm™ P450, tj. 80 % pocateéni
koncentrace, pokus jiZz nebyl opakovan se zbytkem preparatu a supernatant vzorku byl
piidan k preparatu.

Koncentrace detergentd ve finalnim preparatu CYP 2B4 byla popsanym postupem
vyrazné snizena. Finalnalni preparat byl po odstranéni detergenta charakterizovdn metodou
MS (viz Piiloha 1 na stran¢ 72) a poté uskladnén v malych alikvotech v kapalném dusiku.
Po rozmrazeni preparatu CYP 2B4 pied pouzitim byla stanovena jeho koncentrace
vyznamné vys$i nez jakd byla koncentrace po ukonceni purifikace. Néktera z prubéznych
stanoveni tedy byla chybnd. Pfi¢inou mohlo byt nedostatecné mnozstvi ptidaného
dithionicitanu sodného, ¢imz doSlo pouze k Castecné redukci P450, nebo kratka doba

syceni preparatu oxidem uhelnatym.
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Celkem bylo tedy izolaci ziskano 12,2 ml CYP 2B4 o koncentraci 25,2 pmol . dm™,
coz odpovida latkovéemu mnoZstvi 310 nmol a vytézku izolace 22,1 %. Specificky obsah
CYP 2B4 v preparatu byl 5,6 nmol . mg™ . Pribéh purifikace CYP 2B4 je uveden
v Tabulce 2.

Tabulka 2: Bilan¢ni tabulka izolace CYP 2B4

n[nmol] V[ml] c,[mg.ml*] s.o.[nmol.mg?] [%)]

MF 1400 62 41,7 0,5 100,0
Solubilizat 3000 360 5,6 15 215,8
DEAE (1) 2700 350 3,9 2,0 195,0
HAP (1) 1400 335 N N 100,0
HAP (2) 475 86 N N 33,9
DEAE (5) 160 57 1,0 2,75 11,3
HAP (3) 125 12,5 N N 8,9

Finalni preparat 310 122 45 56 221

po rozmrazeni

n — latkové mnozstvi; V — objem; ¢, — koncentrace bilkoviny; s.0. — specificky obsah P450; [%] —
procentudlni vytézek oproti mikrosomalni frakci; MF — mikrosomalni frakce; DEAE — frakce eluované
z kolony DEAE-Sepharosy CL-6B; HAP — frakce eluované z kolony hydroxylapatitu; N - nestanoveno

5.1.8. Chromatografie na koloné 2' 5'-ADP-Sepharosy 4B, pH 7,0

Frakce 99 - 109 eluovane linearnim gradientem KCI z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (1) obsahovaly CPR spole¢né scyt bs. Spojene frakce byly
zahu$tény na objem 40 ml, pies noc pfi teploté 6 °C dialyzovany proti pufru PR6 a jejich
pH bylo upraveno 1 mol . dm™ KH,PO, na hodnotu 7,0.

Pro odd¢€leni cyt bs a kontaminanti od CPR byla provedena chromatografie na
kolon¢ 2'5'-ADP-Sepharosy 4B (1,4 x6,5cm, 10 ml nosice, pH 7,0). Kolona byla
ekvilibrovana pufrem CP1 a spojené frakce na ni byly naneseny rychlosti 30 ml za hodinu.

Kontaminanty s cyt bs se na koloné nezachycovaly a byly z ni odmyty 100 ml pufru
CP1. Poté byla z kolony eluovana CPR 60 ml pufru CP2, ktery obsahoval 0,5 mmol . dm™
NADP". Jimany byly frakce o objemu asi 4 ml apromé&fovana v nich absorbance pii

417 nm a aktivita CPR. Pribéh chromatografie je patrny z grafu na Obr. 18 na strané 45.
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Obr. 18: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich CPR a cyt bs eluovanych z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 gradientem KCl na koloné 2',5'-ADP-Sepharosy 4B, pH 7,0

kolona 1,4 x 6,5 cm, 10 ml; ekvilibra¢ni pufr CP1; promyvani pufrem CP1; eluce CPR pufrem CP2
Au17 nm — absorbance méfena pii vinové délce 417 nm; #4-18, #39-42 — spojené frakce; N — nanaseni; P —
promyvani pufrem CP1; E — eluce CPR pufrem CP2

Byla provedena SDS-PAGE frakci s nejvyssi absorbanci pii 417 nm (Obr. 19 na
stran¢ 46) a piku s nejvyssi aktivitou CPR (Obr. 20 na strané 46).

Spojeny byly frakce, jejichz aktivita CPR dosahovala alespon desetiny maxima
aktivity v eluénim vrcholu, tedy frakce 39 — 42. Afinitni chromatografie zbavila preparat
CPR kontaminantli a zakoncentrovala ho na objem 15 ml, ¢imz v ném také dosSlo ke
snizeni mnozstvi detergentu. Spojené frakce byly pfes noc pii 6 °C dialyzovany proti
2 x 1000 ml pufru PR8 a z preparatu byl v poslednim kroku purifikace odstranén zbyly
detergent adsorbci na silikagel.

Kontaminované frakce protecené kolonou obsahovaly podle SDS-PAGE cyt bs.
Frakce 4 — 18 byly spojeny, jelikoz jejich absorbance pii 417 nm dosahovala alespon
desetiny absorbance v maximu nanaSeciho piku. Preparét cyt bs byl dale ptecistén fadou

ionexovych chromatografii.
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Obr. 19: SDS-PAGE frakci z 2',5'-ADP-Sepharosy 4B, pH 7,0 s nejvys$i absorbanci p¥i 417 nm

st — Sigma marker; #3-20 — ¢isla frakci; DEAE (2) — frakce nandSené na kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (2)
12 % PAGE, barveni: CBB R-250
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Obr. 20: SDS-PAGE frakci z 2',5'-ADP-Sepharosy 4B, pH 7,0 s nejvyssi aktivitou CPR

st — Sigma marker; #39-48 — ¢isla frakci; CPR — spojené frakce obsahujici CPR
8 % PAGE, barveni: CBB R-250

5.1.9. Odstranéni detergentu z preparatu NADPH: cytochrom P450
reduktasy

Z purifikovaného preparatu CPR byl odstranén detergent stejnym postupem, jakym
probéhlo odstranéni detergentu u CYP 2B4 (kapitola 4.2.3.4 na strané 28).

V purifikovaném preparatu byla stanovena aktivita CPR
1,3 pumol cyt c. min® . mI*. Bylo odebrano 500 ul vzorku a k nému pridan silikagel
v koncentraci 12 mg . (ml roztoku)™, tj. 4 mg . (mg Emulgenu E-911)*. Vzorek byl
3 hodiny promichavan pii 6 °C, odstiedén a v supernatantu byla stanovena aktivita CPR.
Jelikoz ve vzorku aktivita nepoklesla pod 80 % pocate¢ni hodnoty, byl postup

zopakovan se zbytkem prepardtu a zaroven se supernatantem vzorku, ke kterému byl
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ptidan dalsi silikagel. Nedopatienim vSak bylo ke zbytku preparatu pridano desetinasobné
mnozstvi silikagelu, coz vedlo k poklesu aktivity CPR pod 80 % pocate¢ni aktivity, na
0,7 umol cyt ¢ . min™ . mI™. Pokus jiz nebyl opakovan a supernatant vzorku byl pfidan ke
zbytku preparatu.

Koncentrace detergentli ve finalnim preparatu CPR byla popsanym postupem
vyrazné sniZzena. Finalndlni preparat CPR byl po odstranéni detergentti analyticky
charakterizovan, identifikovan pomoci MS (viz Pfiloha 1 na strané¢ 72) a poté v malych
alikvotech uskladnén v kapalném dusiku.

Celkem bylo izolaci ziskdno 54 ml CPR, jejiz aktivita byla
0,75 umol cytc. min™ . ml™, co? odpovidd celkové aktivits 4,0 umol cyt c . min™
a vytézku izolace 1,6 %. Prubéh purifikace CPR je shrnut v Tabulce 3. Udana aktivita CPR
v mikrosomalni frakci a solubilizatu je dle tstniho sd€leni Skolitele RNDr. Miroslava
Sulce, PhD. piili§ vysoka a doslo patrné k chybnému fedéni preparatu pied vlastnim
stanovenim. Z toho vyplyva, Ze vytézek izolace byl vyssi, nez je uvedend hodnota.

Tabulka 3: Bilanéni tabulka izolace CPR

a \Y% Ch s.a.
[umol cyt ¢ . min™] [ml] [mg.mlI"]  [umolcytc.min™.mg'] [%]
MF 257 62 41,7 0,1 100,0
Solubilizat 144 360 5,6 0,07 56,1
DEAE (1) 27,6 40 2,1 0,3 10,8
2'5'-ADP 6,9 55 N N 2,7
Finalni preparéat 4,0 54 15 0,5 1,6

a — aktivita; V — objem; ¢, — koncentrace bilkoviny; s.o. — specificka aktivita CPR; [%] — procentualni
vytézek oproti mikrosomélni frakci; MF — mikrosomalni frakce; DEAE (1) — frakce eluované z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (1); 2',5'-ADP — frakce eluované z kolony 2',5'-ADP-Sepharosy 4B; N —
nestanoveno

5.1.10. Chromatoqrafie na kolonach DEAE-Sepharosy CL-6B (2), (3) a (4),
pHS8,1

Frakce 95 — 98 obsahujici cyt bs, které byly eluované linearnim gradientem KCI
z kolony DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5, byly po spojeni zahustény na objem 30 ml
(membrana Amicon PM-30, Millipore) a pies noc pii teploté 6 °C dialyzovany proti
2 x 1000 ml pufru PR6. Frakce 4 — 18, které protekly kolonou 2',5-ADP-Sepharosy 4B,
pH 7,0 a také obsahovaly cyt bs byly po spojeni pies noc pii 6 °C dialyzované proti
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2 x 1000 ml pufru DP1. Oba preparaty obsahujici cyt bs byly po spojeni naneseny na
pufrem DP1 s 0,6 % Tergitolu NP-10 ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (2)
(2,0 x 40 cm, 150 ml, pH 8,1).

Kolona byla promyta 200 ml pufru DP2 a cyt bs z ni byl eluovan gradientem 25 —
75 mmol . dm™ KCI v DP2 a poté 75 mmol . dm™ KCI v DP2. U frakci o objemu asi 13 ml
byla meéfena absorbance pii 413 nm a frakce zokoli absorbéniho maxima byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 23 na strané 49). Prub&h chromatografie je patrny
z grafu na Obr. 21.
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Obr. 21: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich cyt bs eluovanych z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 gradientem KCI a nezachycenych na koloné 2',5'-ADP-Sepharosy
4B, pH 7,0 na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (2), pH 8,1

2,0 x 40 cm, 150 ml; ekvilibra¢ni pufr DP1 s 0,6 % Tergitolu NP-10 (w/v); promyvaci pufr DP2

As13nm — absorbance méfend pti vinové délce 413 nm; #28 — 50 — spojené frakce; N — nanaseni; P —
promyvéni pufrem DP2; G — gradient 25 =75 mmol . dm™ KCl v pufru DP2; E — eluce 75 mmol . dm™ KCI
v pufru DP2

Elektroforéza ukazala, Ze chromatografie vedla k vyraznému naci$téni preparatu.
Spojeny byly frakce 28 — 50 v nichz absorbance pii 413 nm ptesahla desetinu absorbéniho
maxima elu¢niho vrcholu. Nasledné byly zakoncentrovany na objem 24 ml a dialyzovany
proti pufru DP2.

Pro dalsi purifikaci byly spojené frakce naneseny na pufrem DP2 ekvilibrovanou
kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (3) (1,6 x 12cm, 24 ml, pH 8,1) a ta byla promyta
pufrem DP3.

Cyt bs byl z kolony eluovan gradientem 0 — 200 mmol . dm™ KCI v pufru DP3.
Byly jimany frakce o objemu piiblizné 5 ml a spektrofotometricky byl pfi 413 nm

proméfovan elucni profil chromatografie (Obr. 22 na strané 49).
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Obr. 22: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich cyt bs eluovanych z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (2), pH 8,1 gradientem KCI na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (3), pH 8,1

1,6 x 12 cm, 24 ml; ekvilibracni pufr DP2; promyvaci pufr DP3; eluce gradientem 0 — 200 mmol . dm™ KClI
v pufru DP3

Au13 nm — absorbance méiena pii vinové délce 413 nm; #14 — 28 — spojené frakce; N — nanaseni; P —
promyvani pufrem DP2; G — gradient 0 — 200 mmol . dm™ KCI v pufru DP3

Byla provedena SDS-PAGE frakci s maximalni absorbanci pii 413 nm (Obr. 23)
a precisténé frakce dosahujici alespon desetiny maxima elu¢niho piku (14 — 28) byly
spojeny, zakoncentrovany na objem 30ml a pifes noc pii 6 °C dialyzované proti
2 x 1000 ml pufru DP2.
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Obr. 23: SDS-PAGE frakci obsahujicich cyt bs po eluci z kolon DEAE-Sepharosy CL-6B (2), pH 8,1
(vlevo) a DEAE-Sepharosy CL-6B (3), pH 8,1 (vpravo)

st — Sigma marker; #24-53, #10-30 — ¢&isla frakci; DEAE (3), DEAE (4) — frakce nanasené na kolonu

DEAE-Sepharosy CL-6B (3), resp. (4)
8 % PAGE, barveni: CBB R-250

Chromatografii doslo k odstranéni vétSiny zbylych necistot a posledni
chromatografie slouZila jiz pouze k zakoncentrovani preparatu cyt bs, coZ v ném vedlo také

ke sniZeni koncentrace detergentu.
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Spojené frakce obsahujici cyt bs byly naneseny na pufrem DP2 ekvilibrovanou
kolonu DEAE-Sepharosy CL-6B (4) (1,6 x 12 cm, 24 ml, pH 8,1), ta byla promyta pufrem
DP3 a cyt bs z ni eluovan 200 mmol . dm™ KCI v pufru DP3. Pribe¢h chromatografie je
patrny z grafu na Obr. 24. Spojeny byly frakce dosahujici alespont desetiny absorb¢niho
maxima eluc¢niho piku (7 -9), ze kterych byl po dialyze proti 2 x 1000 ml pufru PR8
odstranén detergent adsorbci na silikagel.
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Obr. 24: Eluéni profil chromatografie frakci obsahujicich cyt bs eluovanych zkolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (3), pH 8,1 gradientem KCI na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (4), pH 8,1

1,6 x 12 cm, 24 ml; ekvilibra¢ni pufr DP2; promyvaci pufr DP3

Au13 nm — absorbance méfena pii vinové délce 413 nm; #7 — 9 — spojené frakce; N — nanaSeni; P — promyvani
pufrem DP3; E — eluce 200 mmol . dm™ KCI v pufru DP3

5.1.11. Odstranéni detergentu z preparatu cytochromu bs

Z purifikovaného preparatu cyt bs byl odstranén detergent stejnym postupem,
jakym probéhlo odstranéni detergentu u CYP 2B4 a CPR (kapitola 4.2.3.4 na stran¢ 28).
V pribéhu metody nebyla stanovovdna koncentrace proteinu, ale pouze ji Umérna
absorbance pii 413 nm.

Z prepardtu bylo odebrano 500 pl vzorku a knému byl pfidan silikagel
v koncentraci 3,6 mg . (ml roztoku)™, tj. 4 mg . (mg Emulgenu E-911)™. Vzorek byl 3
hodiny promichéavan pii 4 °C, odstfedén a v supernatantu byla opét zméfena absorbance pfi
413 nm. Ve vzorku doslo k jejimu vyraznemu poklesu a silikagel byl po sedimentaci
vyrazné zabarven do ¢ervena. Doslo patrné kK adsorbci vétSiny cyt bs na silikagel, a tedy
k jeho znehodnoceni.

Zbyly preparat byl tfikrat nafedén pufrem DP3 a postup byl zopakovan. Pouzita
koncentrace silikagelu byla 1,2 mg . (ml roztoku)™, tj. 4 mg . (mg Emulgenu E-911)™.
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Absorbance pii 413 nm ve druhém vzorku nepoklesla pod 80 % pocatecni absorbance,
proto byl postup zopakovén se zbytkem preparatu a zaroven se supernatantem vzorku, ke
kterému byl pridan dalsi silikagel. Tentokrat jiz ve vzorku do$lo k poklesu absorbance pii
413 nm pod 80 % pocatecni absorbance a postup se zbytkem preparatu opakovan nebyl.
Supernatant vzorku byl ptidan ke zbytku preparéatu.

Koncentrace detergentti ve finalnim preparatu cyt bs byla popsanym zpisobem
vyrazn¢ snizena. Finalnalni preparat cyt bs byl poté odstranéni detergentii identifikovan
pomoci MS (viz Pfiloha 1 na stran¢ 72) a poté v malych alikvotech uskladnén v kapalném

dusiku.

5.2. Fotoafinitni zna€eni aktivniho centra cytochromu P450 2B4

Fotoafinitni sonda N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylamin (dale jen sonda)
slouzila k ur¢eni aminokyselinového zbytku v aktivnim centru izolovaného CYP 2B4,
ktery se nachazi ve vzdalenosti 16,5 A od centralniho atomu Zeleza hemu. [28]

Sondu bylo nejprve nutno piecistit pomoci chromatografie na tenké vrstvé
a diferen¢ni spektrometrii ovéfit zpusob, jakym se vaze v aktivnim centru CYP 2B4.
Fotoafinitni znaceni probéhlo za riznych experimentalnich podminek a vazba fotoafinitni

sondy byla identifikovana metodou hmotnostni spektrometrie.

5.2.1. Purifikace a ovéreni Cistoty fotoafinitni sondy

Zasobni roztok N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylaminu v methanolu byl
delSi dobu skladovan vtemnu, pii 4 °C. Chromatografie na tenké vrstvé ukazala
v zasobnim roztoku sondy pfitomnost necistot. Ty byly rovnéz chromatografii na tenké
vrstvé odstranény.

Na zakladé optimalizace byla jako mobilni faze pro separaci zvolena smés
methanolu a ethylacetatu v poméru 3:2 (v/v). Sonda méla pfi jejim pouZiti reten¢ni faktor
ptiblizn¢ 0,6 a chromatografii se podafilo oddélit necistoty svy$Si i nizsi
chromatografickou mobilitou neZ byla chromatograficka mobilita sondy.

Zasobni roztok sondy o objemu 260 ul byl nanesen na 18 pozic chromatografické
desticky o rozmérech 10 x 20 cm. Sonda byla postupem uvedenym v kapitole 4.2.4.1
zakoncentrovana na plose desticky ptiblizné 1 x 0,5 cm, silikagel byl odtud seSkraban na

skelnou vatu slouzici jako filtr a sonda byla ze silikagelu vymyta 2,7 ml methanolu.
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Na zakladé naméfeného absorb¢éniho spektra (Obr. 25) byla stanovena vysledna
koncentrace sondy 36,3 umol.dm™, co? odpovida latkovému mnoZstvi 100 nmol
a vytézku precisténi 64 %. PreciStény roztok byl odpatenim rozpoustédla proudem dusiku
zakoncentrovan na vysledny objem 0,2 ml, coZz odpovida vysledné koncentraci sondy
490 pmol . dm.
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Obr. 25: Absorb¢ni spektrum predisténé fotoafinitni sondy

Obecna cistota sondy byla charakterizovdna metodou tandemové hmotnostni
spektrometrie postupem uvedenym v kapitole 4.2.4.1.

Hmotnostni spektrum na Obr. 26A na strané 53 obsahuje majoritni pik m/z 281,27,
ktery odpovidd monoisotopické hmotnosti sondy a minoritni pik m/z 598,80, ktery
odpovida aduktu dvou molekul sondy s molekulou vody. Spektrum neobsahuje dalSi
intenzivni signaly, coZ vypovida o zvyseni Cistoty vzorku a potvrzuje tspéSnost piedeslé
purifikace.

Majoritni pik byl fragmentovan (Obr. 26B na strané 53) a ziskané spektrum
porovnano s hodnotami m/z odpovidajicimi teoretickému fragmenta¢nimu schématu

znazornénému na Obr. 26C na stran¢ 53. Sonda tak byla jednozna¢né identifikovana.

52



Vysledky

223

120
105/107
287
254

1471149\

Ny—— \ NH,

281.27 CyHyoNs
(A) G707 Exact Mass: 281.16 (B )

105.07
223.13

120.07

Relafve Abundance

Obr. 26: Identifikace N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenylaminu metodou MS

A — hmotnostni spektrum sondy; B — fragmenta¢éni spektrum iontu m/z = 281,27; C — teoretické fragmentacni
schéma; podminky méfeni uvedeny v kapitole 4.2.4.1 na strané 28

5.2.2. Charakterizace interakce cytochromu P450 2B4 s fotoafinitni sondou

Metodou diferen¢ni spektrometrie byla postupem uvedenym v kapitole 4.2.4.2 na
strané 29 charakterizovana vazba fotoafinitni sondy v aktivnim centru P450, a to jak
U purifikovaného preparditu CYP 2B4, tak u fenobarbitalem indukované krali¢i
mikrosomalni frakce obsahujici kromé CYP 2B4 také dalsi soucasti MFO systému. Vazba
diamantanu a vazba sondy po piedchozim navazani diamantanu byla také
charakterizovéna, a to u purifikovaného preparatu i mikrosomalni frakce.

Fotoafinitni sonda tvofi s mikrosomalni frakci i purifikovanym preparatem
CYP 2B4 ligandovy typ diferenéniho spektra (Amax 430 — 440 nm, Ay 410 — 420 nm;
Obr. 27 (A,B) na strané 54), v aktivnim centru se tedy vaze na centralni atom Zeleza hemu.
Diamantan tvoii diferen¢ni spektrum typu I (Amax 385 — 395 nm, Ay 420 — 430 nm; Obr.
27 (C,D) na strané¢ 54), tedy vaZe se na proteinovou c¢ast aktivniho centra CYP 2B4.
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Fotoafinitni sonda v jeho piitomnosti tvoii stale diferenéni spektrum ligandového typu
(Obr. 27 (E,F)).
Nelinearni regresi byly programem Origin 8.0 ziskany regresni rovnice ve tvaru
AA = AApax . C . (Ksp + €)™

Charakteristiky vazby fotoafinitni sondy a diamantanu jsou shrnuty v Tabulce 4.
CYP 2B4 MF

sonda

diamantan

diamantan
+
sonda

Obr. 27: Diferen¢ni spektrum titrace CYP 2B4 (A) a mikrosomalni frakce (B) fotoafinitni sondou,
titrace CYP 2B4 (C) a mikrosomalni frakce (D) diamantanem a titrace CYP 2B4 (E) a mikrosomalni
frakce (F) fotoafinitni sondou po piedchozi saturaci diamantanem
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Tabulka 4: Vysledky analyzy diferen¢nich spekter

Vzorek Kgp AAmax  R?
[umol . dm™]

MF, titrace sondou 0,168 0,010 0,994
MF, saturace diamantanem, titrace sondou 0,790 0,009 0,820
MF, titrace diamantanem 0,150 0,023 0,658
CYP 2B4, titrace sondou 34,14 0,025 0,993
CYP 2B4, saturace diamantanem, titrace sondou 196,86 0,032 0,987
CYP 2B4, titrace diamantanem 1,84 0,041 0,961

MF — mikrosomalni frakce

Spektrélni konstanty ve vzorcich s mikrosomalni frakci jsou vyrazné niz$i nez ve
vzorcich s CYP 2B4, sonda se proto v aktivnim centru mikrosomalnich P450 vaze pii
nizSich koncentracich. Naopak mnozstvi sondy vazané v aktivnim centru je vyssi
u purifikovaného preparatu. Vysledek je vsouladu s piedpokladem, Ze mikrosomalni
P450 snadngjs$i. Stanovend koncentrace u mikrosomalni frakce je celkovd koncentrace
véech izoforem P450, tedy i téch, v jejichz aktivnim centru se sonda nevaze. Proto je
celkové navazané mnozstvi sondy u mikrosomalni frakce niz8i nez u purifikovaného
preparatu CYP 2B4.

Pomér spektralnich konstant vazby sondy v pfitomnosti diamantanu a vazby sondy
samotné¢ byla u obou preparati podobnd — v ptipad¢ CYP 2B4 5,8 a v piipadé
mikrosomalni frakce 4,6. Maximalni rozdil absorbanci byl u vazby sondy v ptitomnosti
a neptitomnosti sondy rovnéz podobny, a to v pfipadé¢ mikrosomélni frakce i CYP 2B4.
Jelikoz diamantan zvysil hodnotu Kgsp sondy ptiblizné 5x v obou testovanych systémech
(Tabulka 4) ovliviiuje vazbu sondy. Nicméné diamantan pravdépodobné neni schopen

totaln¢ zablokovat vazbu sondy na centralni atom Zeleza hemu.

5.2.3. Fotoafinitni znaceni aktivhiho centra cytochromu P450 2B4

Funkénost fotolyzéru Oriel byla pfed fotoafinitnim znac¢enim testovana. Absorbéni
spektrum roztoku fenylazidu v methanolu (Obr. 28 na strané 56) po 0, 2 a 16 sekundach

fotolyzy ukazuje ubytek absorbéniho maxima pii 250 nm doprovazejici rozklad fotolabilni
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slouceniny. Na zaklad¢ tohoto vysledku bylo prokézano, Ze paprsek prochazi kyvetou a

intenzita svétla UV lampy je pro fotolyzu dostacujici.
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Obr. 28: Absorb¢ni spektrum fenylazidu po 0, 2 a 16 sekundach fotolyzy

Slozkou MFO systému je lipidovd membréna, kterd je uin vitro experimentt
nahrazovana micelami tvofenymi z DLPC. Postupem uvedenym v kapitole 4.2.4.3 na
stran¢ 30 bylo ovéfeno, Ze pFitomnosti této sloZky v reakéni smési neovliviiuje dobu
potiebnou k fotolyze sondy. Absorb¢ni spektra (Obr. 29 na strané 57) ukazuji, ze polo¢as
fotolyzy se v ptitomnosti a neptitomnosti DLPC vyrazné nelisi (pohybuje se mezi 2 a 4
sekundami) a v obou piipadech je fotolyza sondy uplna po 32 sekundach.

Doba fotolyzy sondy je pii fotoafinitnim znafeni CYP 2B4 35 sekund, za
nezménénych podminek tedy miize byt fotoafinitné oznacen také CYP 2B4 ukotveny

V membrangé.
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Obr. 29: Absorbéni spektra fotoafinitni sondy po 0, 4, a 16 sekundéch fotolyzy v nep¥itomnosti (A) a
pFitomnosti (B) DLPC

Fotoafinitni znaceni CYP 2B4 probé¢hlo postupem uvedenym v Kapitole 4.2.3.4 na
stran¢ 30, vzorky byly nasledn¢ separovany na SDS-PAGE (Obr. 30) a oznacené zony
odpovidajici molekulové hmotnosti CYP 2B4 byly analyzovany metodou MS (Tabulka 5

na strané 58).
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Obr. 30: SDS-PAGE fotoafinitné znac¢eného CYP 2B4

st — Sigma marker; slozeni reakénich smési vzorkll: 1 — CYP 2B4, sonda; 2 — CYP 2B4, sonda, diamantan;
3-CYP 2B4, sonda, DLPC; 4 - CYP 2B4, sonda, diamantan, DLPC; oznaéeny analyzované zony
10 % PAGE, barveni: CBB R-250
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Tabulka 5: Vysledky LC-FTICR analyzy tryptickych peptidii v fotoafinitné znaéeném CYP 2B4

Experimentalni Teoretické Chyba Sekvence CYP Sekvence .
g, Intenzita
m/z m/z [ppm] 2B4 peptida
Vzorek 1 neoznacen
Vzorek 2 1706,922 1706,917 2,9 187-197+sonda RFDYKDPVFLR  1,83E+06
Vzorek 3 1706,925 1706,917 4,9 187-197+sonda RFDYKDPVFLR  2,21E+06
Vzorek 4 1706,926 1706,917 51 187-197+sonda RFDYKDPVFLR  2,15E+06

SloZeni reakénich smési vzorka: Vzorek 1 — CYP 2B4, sonda; VVzorek 2 — CYP 2B4, sonda, diamantan;
Vzorek 3 - CYP 2B4, sonda, DLPC; Vzorek 4 — CYP 2B4, sonda, diamantan, DLPC

Ve vzorcich 2 — 4 byl nalezen signdl o nominalni hmotnosti 1706 Da, ktery
odpovidd hmotnosti peptidu 187 — 197 CYP 2B4 s navdzanou sondou. Intenzity signélu se
v jednotlivych vzorcich vyrazné neliSily, coz naznaCuje, Ze piitomnost diamantanu
Vv reak¢éni smési neméla na fotoafinitni znaceni vliv. Ve vzorku 1 byl rovnéz nalezen
fragment o nominalni hmotnosti 1706 Da, ale odchylka experimentalni m/z byla 11,0 ppm,
coz neni pro identifikaci dostacujici. ZjiStény vysledek bude ovéfen tandemovou

hmotnostni spektrometrii a in silico inkorporaci sondy a diamantanu do modelu CYP 2B4.

5.2.4. Chemické zesiténi cytochromu P450 2B4 a cytochromu bs

Pro studium vzajemné interakce CYP 2B4 s cyt bs byly oba cytochromy spojeny
kovalentni vazbou pomoci sitovaciho ¢inidla EDC (viz kapitola 4.2.5.1 na stran¢ 31).
Smés zesitovanych a nemodifikovananych proteini byla rozdélena na 10% SDS-PAGE
(Obr. 31 na stran¢ 59), byly vyfiznuty proteinové zoény odpovidajici CYP 2B4, cyt bs a
jejich kovalentnimu dimeru a vzorky byly ptipraveny pro MS analyzu postupem uvedenym
v kapitole 4.2.5 na stran¢ 31.

Data ziskand hmotnostni analyzou spektrometrem MALDI-TOF Ultraflex 111
(Bruker Daltonics) byla porovnana sinsilico teoretickou peptidovou mapou a bylo
jednozna¢né uréeno proteinové slozeni zon na SDS-PAGE (Obr. 31 na stran¢ 59). Zéna C

obsahovala cyt bs, zéna B CYP 2B4 a zona A oba cytochromy zérover.
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Obr. 31: Vytez z SDS-PAGE vzorku CYP 2B4 a cyt bs po sitovaci reakci

st - Sigma marker, vz — vzorek po sitovaci reakci s EDC; zvyraznény z6ny s jednoznaéné uréenym
proteinovym sloZzenim MALDI-TOF hmotnostni analyzou: A - CYP 2B4 a cyt bs, B — CYP 2B4, C —cyt bs

Porovnanim molekulovych hmotnosti peptidi ve vzorku kovalentniho dimeru
CYP 2B4-cyt bs ziskanych hmotnostni analyzou s molekulovymi hmotnostmi peptida
teoreticky vzniklych Sté€penim celych proteinti cyt bs a CYP 2B4 trypsinem byla predbézné
identifikovana jedna nova intramolekularni vazba CYP 2B4 mezi aminokyselinovymi
zbytky 49K a 474E (m/z peptidu 2070,2). Daly byl nalezen signal m/z = 1914,1, ktery by
mohl odpovidat nové intermolekularni vazbé mezi aminokyselinovym zbytkem 192D
nélezicim CYP 2B4 a 19K naleZicim cyt bs. Nicméné toto zjisténi nebylo potvrzeno
pomoci LC-FTICR analyzy. Naopak bylo zjisténo, Ze dv¢é oblasti aminokyselin CYP 2B4
(126 — 145 a 423 — 443) se podileji na interakci se dvéma oblastmi aminokyselin cyt bs
(19 — 33 a 90 — 94). Identifikovany byly celkem ¢tyii interagujici pary aminokyselinovych
zbytkl,, kterymi jsou 134D-19K, 424E-24K, 424E-91K a439E-19K, vzdy vV potadi
CYP 2B4-cyt bs. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6 na stran€ 60 a interagujici

aminokyselinove zbytky ukazany na Obr. 32 na stran¢ 60.
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Tabulka 6: Vysledky LC-FTICR analyzy tryptickych peptidi v kovalentné spojeném bindrnim
komplexu CYP 2B4-cyt bs

Sekvence Sekvence
Experimentalni  Teoretické Chyba Sekvence
m/z m/z [ppm] CYP 2B4 cyt bg peptidi
DFGMGKR-
2657.4001 2657.3999 0.1 134-140 19-33 KHNHSKSTWLILHHK
RFSLATMRDFGMGKR-
2504.2917 2504.2878 1.6 126-140 19-24 KHNHSK
NEGFMPFSLGKR-

3117.5886 3117.5955 2.2 423-434+0x-M 20-33 HNHSKSTWLILHHK
1785.9193 1785.9208 0.8 423-433+0x-M 90-94 NEGFMPFSLGK-SKLSK
1719.9058 1719.9076 1 435-443+CAM 19-24 ICLGEGIAR-KHNHSK

0x-M — oxidovany methionin v sekvenci, CAM — modifikace cysteinu karbamidomethylem

Obr. 32: Model CYP 2B4 (zeleny) a cyt bs (¢erveny) s vyznaenymi interagujicimi aminokyselinami
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6. DISKUZE

6.1. Izolace proteini MFO systému

Studovany protein CYP 2B4 byl spole¢né s dalsimi slozkami MFO systému (cyt bs
a CPR) izolovan zjaterni tkané kralika domaciho. Za tucelem jeho nabohaceni bylo
experimentalni zvife 11 dni premedikovano roztokem 0,1% fenobarbitalu (v/v) v pitné
vodé.

Pii purifikaci CYP 2B4 v roce 2008 [44] pochézel kréalik domaci z chovu ¢incila
velka. Jeho jaterni tkan obsahovala ve vétsim mnozstvi CYP 1A2. Tato izoforma ma
podobneé fyzikalni vlastnosti jako CYP 2B4, jejich oddéleni je tedy obtizné. Kvili tomu byl
celkovy vytézek piedchozi purifikace nizsi, stejné jako i Cistota preparatu.

Proto byl pro izolaci vybran krélik domaci plemene novozélandsky bily. MnoZstvi
CYP 1A2 v jaterni tkéni zvifete bylo dle SDS-PAGE a MALDI-TOF analyzy proteinovych
zon frakci chromatografie HAP (1) vyznamné niZSi neZ v piedchozim ptipadé¢ a doSlo
k uspésné purifikaci CYP 2B4.

Jaterni tkan pokusného zvitete byla homogenizovéana a diferen¢ni centrifugaci byla
izolovadna mikrosomalni frakce obsahujici 1400 nmol P450. K solubilizaci mikrosomalni
frakce byly pouZzity detergenty protaminsulfat, Emulgen E-911 a cholat sodny. Jejich
piitomnost v roztoku umoznila uvolnéni P450 ukotveného v lipidové membrané do

roztoku, coz bylo doprovazeno nabohacenim P450 na 3000 nmol.

6.1.1. Purifikace cytochromu P450 2B4

Za ucelem separace P450 od CPR a cyt bs byla provedena chromatografie na
ionexové kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5. Pti tomto pH jsou CYP 2B4
(p1 9,01) a také CYP 1A2 (pl 9,40) kladn¢ nabity a na anexové koloné se nevazi. 1zoformy
P450 je mozné oddélit na adsor¢nich kolonach hydroxylapatitu.

Naopak pii tomto pH zaporné nabité proteiny, kterymi jsou CPR (pl 5,38) a cyt bs
(pl 5,16), jsou na koloné zachyceny. Z kolony je mozné zachycené proteiny uvolnit
gradientem iontove sily.

Kolona DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 méla rovnéz slouzit k oddéleni P450
od né¢kterych kontaminujicich proteint, jejichz pl je niz$i nez pH kolony. Jelikoz

v preparatu CYP 2B4 byla po chromatografii na kolon¢ HAP (1), pH 7,5 ptitomnost
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kontaminujicich sloZek stale vyznamna, byla provedena hmotnostni analyza vybranych
proteinovych zon SDS-PAGE, kterd ukézala, Ze na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B (1),
pH 7,5 nedoSlo k aplnému odd¢leni epoxid hydrolasy 1 (pl 7,31), karboxylesterasy 1
(p! 6,19) a séroveho albuminu (pl 5,85). Pfi¢inou byla patrné jejich vysokd koncentrace
v mikrosomalni frakci a nizka kapacita pouzité ionexové kolony. Vy3e jmenované proteiny
byly od CYP 2B4 uspésn¢ oddéleny opakovanou chromatografii na ionexové koloné
DEAE-Sepharosy CL-6B (5), pH 7,5. Dalsim krokem byla rechromatografie na kolon¢
HAP (2), ktera vyznamné piispéla k oddéleni CYP 1A2 a tedy ke zvySeni Cistoty naseho
preparéatu.

Detergenty cholat sodny a Emulgen E-911 nejsou vhodné pro in vitro
rekonstituované systemy a cholat sodny navic obsahuje karboxylovou skupinou, kterad
muze reagovat se zvolenym sitovacim ¢inidlem (EDC), a tak interferovat pii sitovacich
experimentech. Posledni chromatografie na kolon¢ hydroxylapatitu (3) proto slouzila ke
snizeni podilu detergentii v preparatu. Zaroven pii ni doslo k zakoncentrovani CYP 2B4.
Zbylé detergenty byly v poslednim kroku purifikace odstranény adsorbci na silikagel.
Z poc¢atku vedlo postupné odstranovani detergenti ke zvySeni koncentrace aktivniho
CYP 2B4, opétovnym opakovanim postupu vSak zacala ptevazovat nezadouci adsorbce
proteinu na silikagel. Koncentrace aktivniho CYP 2B4 zacala klesat, a proto bylo

odstraniovani detergentu adsorbci na silikagel ukonceno.

6.1.2. Purifikace NADPH: cytochrom P450 reduktasy

Pii eluci CPR a cyt bs z kolony DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 gradientem
KCI nedochazi k jejich tplnému rozdéleni (Obr. 9 na stran¢ 37). Naproti tomu je v tomto
chromatografickém kroku tieba oddélit protein tetrahydrofolat reduktasu, i za cenu ztraty
nebyl z preparatu oddélen. Pokud by bylo tieba zvysit vytézek CPR, je nezbytné
chomatografii na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL-6B, pH 7,5 zopakovat.

V planovanych sitovacich experimentech mapujicich vazebnou doménu CPR
acyt bs by tetrahydrofolat reduktasa vadila, jelikozZ jeji molekulova hmotnost ptiblizné
odpovida teoretické molekulové hmotnosti kovalentniho komplexu CPR-cytbs a na
SDS-PAGE by nedoslo k jejich odliseni.

K oddéleni CPR od cyt bs a kontaminaci byla pouzita afinitni chromatografie na

koloné& 2',5'-ADP-Sepharosy 4B, pH 7,0. Kolona silné interaguje s NADP™ dependentnimi
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dehydrogenasami [43], a proto se na ni CPR selektivné zachytila. Po odmyti cyt bs
a ostatnich kontaminujicich proteinti byla z kolony eluovana pufrem obsahujicim NADP”,
ktery je ligandem CPR. K uvolnéni CPR dochazi diky kompetici NADP™ s afinitnimi
skupinami nosi¢e. Chromatografie byla rovnéz vyuZita ke sniZzeni obsahu detergenti
v preparatu a k jeho zakoncentrovani.

Pouzity afinitni nosi¢ byl pti purifikaci CPR velice efektivni. Na kolon¢ se
nezachytila a protekla spole¢né s cyt bs pouze CPR o celkové aktivité nepiesahujici 0,1 %
puvodné nanasené aktivity. Nasledna SDS-PAGE eluovanych frakci (Obr. 20 na stané 46)
ukézala vysokou Cistotu preparatu.

Poslednim krokem purifikace bylo odstranéni ptitomnych detergentd v preparatu
adsorpci na silikagel, stejn¢ jako v piipadé CYP 2B4. Omylem bylo k preparatu ptidano
desetinasobné mnozstvi silikagelu. Kvuli této chyb¢ aktivita CPR vyrazné poklesla, na
56 % pocatecni aktivity.

Tato chyba jednozna¢né ukazuje, Ze vhodné mnozstvi pouzitého silikagelu a jeho
postupné piidavky jsou nezbytné a vedou k optimalnimu poméru mezi ztratou aktivity

enzymu a mnozstvim odstranéného detergentu z preparatu.

6.1.3. Purifikace cytochromu bs

Spojené frakce obsahujici cyt bs eluované linearnim gradientem KCI z kolony
DEAE-Sepharosy CL-6B (1), pH 7,5 a frakce protecené kolonou 2',5'-ADP-Sepharosy 4B
byly purifikovdny na dalSich ionexovych kolonach DEAE-Sepharosy CL-6B, pH 8,1.
Zvoleny postup ionexovych chromatografii byl optimalni pro zisk vysoce nabohaceného
proteinu cyt bs.

Posledni chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B (4) slouZila ke sniZeni
mnozZstvi detergentu v prepardtu a k zakoncentrovani cyt bs. Stejné jako v piipadé
CYP 2B4 a CPR bylo poslednim krokem purifikace odstranéni detergentu adsorbci na
silikagel.

Pivodné Cerveny roztok preparatu cyt bs se béhem odstranovani detergentu téméet
odbarvil. Podle ¢erveného zbarveni vysledného sedimentu doslo témét ke kvantitativni
adsorpci cyt bs na silikagel. Po trojnasobném ztedéni preparatu probéhlo jiz odstranéni
detergentu bez problémi. Ztoho vyplyva, Ze dualezit¢ je nejen mnozstvi piidaného

silikagelu v poméru k mnoZstvi proteinu, jak se ukazalo pii odstrafiovani detergentu
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z preparatu CPR, ale také koncentrace proteinu v prepardtu. Ta ovliviluje nezadouci

adsorpci proteinu na silikagel.
6.2. Fotoafinitni znaéeni aktivniho centra cytochromu P450 2B4

6.2.1. Purifikace fotoafinitni sondy

Pouzita fotoafinitni sonda je derivatem benzfetaminu, nejedna se o komeréné
dostupnou slouceninu a jeji pfiprava je casoveé naro¢na. Pro nase experimenty byl vyuzit
preparat sondy pfipraveny v roce 2005, skladovany v temnu pfi teploté 4 °C. Protoze sonda
obsahuje fotoaktivni azidovou skupinu, kterd se rozklada UV zatenim, byla testovana
ucinnost fotoafinitni sondy sledovanim jeji fotolyzy doprovazené poklesem absorbéniho
maxima pii 250 nm. Dale byly pomoci TLC odstranény pfitomné rozkladné produkty
sondy a kontaminace. SloZeni mobilni faze bylo optimalizovano tak, aby v ni méla sonda
reten¢ni faktor piiblizné 0,5 abylo mozné oddélit sondu od necistoty s vysSi i nizsi
chromatografickou mobilitou. Jako optimalni mobilni faze byla nalezena smés methanolu
a ethylacetatu v poméru 3:2 (v/v). Piecisténim zasobniho roztoku bylo ziskano 100 nmol
sondy s vytézkem 64 %.

Precistény roztok byl analyzovan tandemovou hmotnostni spektrometrii, kterd

sondu jednoznaéné identifikovala a potvrdila Cistotu preparatu (Obr. 26 na strané 53).

6.2.2. Diferenc¢ni spektrometrie

Diferencni spektrometrie umoznuje sledovat, zda a jakym zpiisobem se latky vazi
v aktivnim centru P450.

Touto metodou byla charakterizovdna vazba sondy, diamantanu a sondy
Vv piitomnosti diamantanu v aktivnim centru CYP 2B4. Sonda vykazuje ligandovy typ
diferen¢niho centra, coz napovida, Ze se vaze na centralni atom zeleza v aktivnim centru
CYP 2B4. Diamantan je znamym substratem CYP 2B4. Poskytuje diferenéni spektrum
typu | a vaze se v aktivnim centru na proteinovou cast. Bylo nezbytné zjistit, zda
diamantan zabrani vazbé fotoafinitni sondy v aktivnim centru CYP 2B4 a mize byt pouzit
jako negativni kontrola experimentu fotoafinitniho zna¢eni CYP 2B4.

Experimenty byly provedeny s mikrosomalni frakci a s purifikovanym preparatem
CYP 2BA4. Protoze se koncentrace P450 pii experimentech lisila, byly naméfené hodnoty

normalizovany na mnozstvi P450. Porovnani experimenti purifikovaného preparatu
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a mikrosomalni frakce je problematické, jelikoZz koncentrace CYP 2B4 v mikrosomalni
frakci neni zndma. Je znama pouze celkova koncentrace v§ech pfitomnych izoforem P450.

Latky zkoumané metodou diferencni spektrometrie jsou charakterizované
spektralni disocia¢ni konstantou Ksp a maximalnim rozdilem absorbanci AAmax, které jsou
obdobou Michaelisovy konstanty Ky, resp. maximalni rychlosti reakce Vmax U rovnice
enzymové kinetiky. Ziskané vysledky byly porovnany a ukazuji, Ze se sonda v obou
zvolenych experimentalnich modelech chova podobneé.

Experimentalni data ukazala, Ze se fotoafinitni sonda véze v aktivnim centru
CYP 2B4 na centralni atom zeleza hemu. Dale bylo zjisténo, Ze se diamantan vaze na
proteinovou ¢ast aktivniho centra CYP 2B4 a jeho ptitomnost v reakéni smési nezabréni ve
vazb¢ sondy. Nicmén¢ jeho ptitomnost zvySuje hodnotu Kgp ptiblizné 5x

Vysledky experimentti s mikrosomalni frakci jsou podobné, avSak s nékolika
rozdily. Substraty se v aktivnim centru P450 mikrosomalni frakce vazi pii jejich nizsich
koncentraci, avSak jejich saturacni koncentrace je nizsi nez v pifipadé preparatu CYP 2B4.

Moznym vysvétlenim je, Ze se mikrosomalni frakce vice nez purifikovany
CYP 2B4 podoba nativnim podminkdm a vazba substrati je usnadnéna piitomnosti
membrany a dalSich slozek mikrosomalni frakce. Vyssi satura¢ni koncentrace CYP 2B4 je

pak zpusobena neptitomnosti izoforem P450, jejichz substratem diamantan a sonda nejsou.

6.2.3. Fotoafinitni znacéeni

Fotoafinitni zna¢eni aktivniho centra CYP 2B4 bylo provedeno fotoafinitni sondou
pii rizném slozeni reak¢ni smési. Cilem bylo zjistit, zda CYP 2B4 zaujimé odliSnou
prostorovou konformaci v piitomnosti diamantanu ¢i DLPC a zaroven ovéfit vysledky
diferen¢ni spektrometrie, ze diamantan neovlivituje vazbu sondy.

DLPC je v reakéni smési nadhradou in vivo lipidové sloZzky mikrosomalni frakce.
Spektrofotometricky nebyl nalezen jeho vliv na délku a uc¢innost fotolyzy fotoafinitni
sondy.

Pti fotolyze vznikaly velmi reaktivni radikaly, které mohly oznacit aktivni centrum
CYP 2B4. Thned po ukonceni fotolyzy byly zbylé volné radikaly odstranény pfidanym
glutathionem.

NaSe vysledky potvrdily jednoznaéné piedchozi experimenty Antonovié et al. [28]
identifikaci modifikovaného Arg 197. Dale LC-MS analyza potvrdila, Zze piitomnost

diamantanu neovlivnila intenzitu a tedy i celkové mnoZstvi sondou modifikovaného
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peptidu. Tyto vysledky koreluji se zjisténim diferenéni spektrometrie a potvrdily, Ze
diamantan jako substrat CYP 2B4 neni schopen uplné vytésnit ligandové vazanou sondu
z aktivniho centra. Proto piitomnost diamantanu neni nejvhodnéjsi volbou jako negativni
kontrola experimentu fotoafinitniho znaceni se sondou. Takovym vhodnym substratem by
mohl byt 7-pentoxyresorufin, jehoz pfeména (O-dealkylace) je pouzitou sondou vyrazné
inhibovana [28].

Ziskané vysledky identifikace modifikovanych peptidi LC-MS analyzou bude
nutné ovefit fragmentaci nalezenych peptidu a in silico inkorporaci sondy a diamantanu do
modelu CYP 2B4 [26].

6.3. Chemické zesiténi cytochromu P450 2B4 a cytochromu bg

Interakce CYP 2B4 s cyt bs byla pro experimentalni potieby stabilizovana tvorbou
kovalentnich vazeb v misté piiblizeni nabitych aminokyselinovych zbytkd sitovacim
¢inidlem EDC.

Komplex obou cytochromii byl nejprve piedbézné analyzovan hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF s niz8im rozliSenim. Analyzou byl nalezen signal, ktery mohl
odpovidat m/z intermolekularni vazbé mezi aminokyselinovym zbytkem 192D CYP 2B4
a aminokyselinovym zbytkem 19K cyt bs [44].

Piesnéjsi LC-FTICR analyza existenci této intermolekularni vazby nepotvrdila.
Ukazala vSak dvé interakéni oblasti CYP 2B4 (aminokyseliny 126 — 145 a 423 — 443), dvé
interakéni oblasti cyths (19 — 33 a 90 — 94) a celkem c¢tyfi interagujici pary
aminokyselinovych zbytki (134D-19K, 424E-24K, 424E-91K a 439E-19K, vV poiadi
CYP 2B4-cyt bs).

Gao et al. [8] provedl obdobné zesiténi CYP 2E1 scytbs pomoci EDC,
a hmotnostni analyzou identifikoval dvé interakce 428K — 53D a 434K — 56E, v poradi
CYP 2E1-cyt bs. Davydov et al. [45] oznacil metodou sekvenéniho ,,alignmentu oblast
aminokyselin 121 — 145 a Chang et al. [46] na zakladé homologniho modelu a Bridgesova
et al. [47] metodou mistné cilené mutagenese oblast aminokyselin 116 — 134 u CYP 2B4
jako interakéni oblast s cyt bs. Sulc et al. [48] vychazi ze znamych krystalovych struktur
P450 auvadi, ze arginin 133 mitize plnit dilezitou roli pii vazbé redoxnich partnert
CYP 2B4. Aminokyseliny 434 — 443 jsou znamy jako oblast interakce CYP 2B4 s CPR
a cyt bs [46] a aminokyselinové zbytky 422, 433 a 434 jsou spojovany s interakci s CPR

[49,50]. NaSe vysledky biokonjugac¢nich sitovacich experimentt identifikuji interak¢éni
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vvvvvv

pohled na molekularni mechanismus interakce P450-redoxni partner, a ukazuji na

spravnost ndmi zvolené techniky.
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7. ZAVER

Podafilo se izolovat cytochrom P450 2B4 v mnoZzstvi 310 nmol. Zaroven byla
ziskéna NADPH: cytochrom P450 reduktasa s celkovou aktivitou 4 umol cyt ¢ . min™
a cytochrom bs, dalsi slozky MFO systému.

Byl optimalizovan postup purifikace N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-
p-aminofenylaminu a timto postupem bylo ptecisténo 100 nmol této fotoafinitni sondy pro
pouZiti s purifikovanym preparatem cytochromu P450 2B4.

Diferencni spektrometrie potvrdila vazbu fotoafinitni sondy na centralni atom
Zeleza hemu v aktivnim centru cytochromu P450 2B4. Pro tvorbu bindrniho komplexu
fotoafinitni sondy stimto proteinem byla stanovena spektralni disocia¢ni konstanta
34 pmol . dm.

V aktivnim centru cytochromu P450 2B4 se podafilo fotoafinitné oznacit Arg 197
ve vzdalenosti 16,5 A od centralniho atomu Zeleza hemu.

Bylo provedeno chemické zesiténi cytochromu P450 2B4 s cytochromem bs
a nalezeny c¢tyti pary interagujicich aminokyselinovych zbytka 134D-19K, 424E-24K,
424E-91K a 439E-19K, v poradi CYP 2B4-cyt bs.
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Piiloha 1: Proteiny characterizované pomoci MS metody “Peptide Mass Fingerprint” s pomoci prohledavacich programi MASCOT nebo ProFound.

Legenda: Mowse Score (Probability Based Mowse score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event. Protein scores greater than
61 are significant (p<0.05).), ProFound Est'd Z (The estimated Z score 2.326 corresponds to 99.0 percentile in an estimated random match population). MASCOT
(http://www.matrixscience.com), ProFound (http://prowl.rockefeller.edu).

Protein T . , . Mowse  ProFound Pokryti Piirazené/prohledavané
Oznacdeni proteinu  Nazev proteinu MW (Da) pl score Est'd 7 sekvence (%6) peptidy

1A CP2B4 RABIT  Cytochrome P4502B4 55678  9.01 134 1.24 39 18/40
(Oryctolagus cuniculus)

1A HYEP_RABIT Epoxide hydrolase 1 52478 731 111 1.36 40 17/40
(Oryctolagus cuniculus)

2A ESTL RABIT Liver carboxylesterase 1 62252  6.19 133 2.41 32 13/16
(Oryctolagus cuniculus)

3A ALBU_RABIT Serum albumin (Oryctolagus — ggags 5 g5 76 2.31 18 12/24
cuniculus)

4A CP1A2 RABIT  Cytochrome P450 21A2 58297 940 114 2.41 22 12117
(Oryctolagus cuniculus)

1B CP2B4 RABIT ~ Cytochrome P450 284 55678 901 188 233 40 18/24
(Oryctolagus cuniculus)

CYP2B4  CP2B4 RABIT  Cytochrome P4502B4 55678  9.01 369 2,37 70 30/33
(Oryctolagus cuniculus)
NADPH--cytochrome P450

CPR NCPR_RABIT reductase (Oryctolagus 76540 5.38 227 2.39 42 27/34
cuniculus)

Cyt bs CYB5_RABIT Cytochrome bs (Oryctolagus 15445 516 141 2.00 81 9/13

cuniculus)



http://www.matrixscience.com/

Svoluji k zaptijéeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence
vypujcovateli.
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