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Abstract

The system of mixed-function oxidases (MFO system) has a significant role in
metabolism of many endogenous compounds, as well as xenobiotics (for ex. karcinogens,
drugs). Membrane-bound haemoproteins called cytochromes P450 are a vital part of that
system. Reactions catalyzed by cytochromes P450 are influenced by another protein of the
MFO system, cytochrome bs. The mechanism of this cyt bs agency has not yet been fully
described. One of methods used for study of this protein-protein interaction is covalent cross-
linking. By replacing one of three methionines in the cyt bs structure by a photo-reactive
analogue (photo-methionine), an analogue of cyt bs (photo-cyt bs) can be obtained. When
activated by UV radiation, the protein covalently bonds cytochrome P450 in a membrane
environment.

This paper focuses on expression and isolation of a recombinant cyt bs analogue with
only one methionine position (96) in the protein structure and substitution by
photo-methionine. Protein was purified in a yiedl of 6 mg from 1 liter of baterial suspension.
Analysis by mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF) showed methionine to have been
substituted by the photo-reactive analogue in approx. 30 %. Photo-cyt bs was used to fixate
transient protein-protein interactions with cytochrome P450 2B4 (CYP2B4). Photo-cyt bs
was reconstituted in a lipid system with CYP2B4 and photolyzed. With SDS electrophoresis,
3 heterooligomers were found. Peptide mapping showed presence of both the peptides

originating from cyt bs and CYP2B4 in all of the three complexes.
Keywords:

NADPH:cytochrome P450 oxidoreductasa, cytochrome b5, protein expression,

fotocrosslinking
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Abstrakt

Systém oxidas se smiSenou funkci (MFO systém) hraje dilezitou roli v metabolismu
mnoha endogennich latek a xenobiotik (naptf. karcinogend, 1é¢iv). Membranové
hemoproteiny nazyvané cytochromy P450 jsou zasadni slozkou tohoto systému. Reakce
katalyzované cytochromy P450 jsou ovliviiovany piisobenim jiného proteinu MFO systému,
a to cytochromem bs (cyt bs). Mechanismus, jakym cyt bs plisobi, jesté nebyl zcela objasnén.
Jednou z moznosti studia této protein-proteinové interakce je metoda kovalentniho sit'ovani.
Zamé&nou methioninu ve struktufe cyt bs za jeho foto-aktivovatelny analog (foto-methionin)
je mozné ptipravit analog cyt bs (foto-cyt bs), ktery po aktivaci UV zafenim kovalentné vaze
cytochrom P450 v membranovém prostiedi.

Tato prace se zabyva expresi a izolaci rekombinantniho analogu cyt bs s pouze
jednou pozici pro methionin (96) v primarni struktufe proteinu a jeho substituci za
foto-methionin. Protein byl purifikovan s vytézkem 6 mg na 1 | bakterialni suspenze.
Analyza hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF/TOF) ukéazala, Ze methionin byl
v sekvenci substituovan foto-reaktivnim analogem z asi 30 % (pokryti sekvence 77 %). Foto-
cyt bs byl pouzit k fixovani transientni protein-proteinové interakce s cytochromem P450
2B4 (CYP2B4). Foto-cyt bs byl rekonstituovan v lipidovém systému s CYP2B4
a fotolyzovéan. Pomoci SDS elektroforézy byly identifikovany 3 vzniklé heterooligomery.
Peptidové mapovani ukéazalo pfitomnost peptida cyt bs i CYP2B4 ve vSech tfech vzniklych

heterooligomernich komplexech.

Klic¢ova slova:

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, cytochrom b5, exprese proteinu, fotositovani
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Seznam pouzitych zkratek

AK aminokyselina

Amp ampicilin

AMP adenosinmonofosfat

ATP adenosintrifosfat

Ax absorbance pfi vinové délce x nm

Amax absorpéni maximum

BCA 4,4’ -dikarboxy-2,2"-bicinchoninova kyselina

BIS N,N-methylen-bis-akrylamid

BSA hovézi sérovy albumin

c molarni koncentrace

CBB Coomassie Brilliant Blue

CPR NADPH:cytochrom P450 reduktasa

cyt bs cytochrom bs

cyt bsR NADH:cytochrom bs reduktasa

CYP cytochrom P450

Da dalton

DEAE diethylaminoethyl

DSS disukcinimidylsuberat

DSG disukcinimidylglutarat

E. coli Escherichia coli

EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) karbodiimid
hydrochlorid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

FAD flavinadenindinukleotid

FADH/FADH: flavinadenindinukleotid —
semichinoidniradikal/hydrochinon

FMN flavinadeninmononukleotid

FMNH/FMNH: flavinadeninmononukleotid-

semichinoidni radikal/hydrochinon

foto-cyt bs foto-cytochrom bs
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systtm oxidas a oxygenas se smiSenou funkei
(z angl. ,,mixed-function oxidases*)
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cut-off™)
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vlnova délka absorpéniho maxima
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1. Uvod

Moderni lidska spolecnost zije v prostiedi obrovského mnozstvi xenobiotik.
Xenobiotika jsou takové chemické latky, které se v daném organismu piirozené nevyskytuji,
a spravna funkce organismu neni nijak zavisla na jejich pfijmu. Mezi nejcastéjsi skupiny
xenobiotik, s nimiz ¢lovek piichazi do styku, patii environmentalni polutanty — pfedev§im
vedlejsi produkty primyslu a dopravy. Druhou velkou skupinu tvoii latky zamérné
¢lovékem piijimané — 1é€iva. S neustale rostoucim poctem novych latek v prostredi stoupa i
vyznam studia jejich vlivu na organismy, predev§im na ¢lovéka.

Zatimco polarni latky mohou byt diky jejich rozpustnosti ve vodé z organismu
vylou€eny bez nutnosti jejich tiprav, nepolarni latky zpravidla podstupuji biotransformaci za
ucelem zvySeni polarity jejich molekul. Biotransformace muZze mit mnoho krokt
a meziproduktl, v zavislosti na substratu. Mize dochazet naptiklad k nezadouci aktivaci
prokarcinogenu na karcinogen, ale i k zadouci pfeméné neaktivni formy lé¢iva na formu
ucinnou, ¢ehoZz se vyuziva ve farmakologii [1, 2]. Stejné tak je mozné, Ze je 1éCivo jesté pred
dosazenim mista G¢inku pfeménéno na neaktivni formu. Pro toxikologii a farmakologii je
naprosto zdsadni znalost mechanismi, kterymi xenobiotika piisobi na zivé systémy, ale také

jak jsou dale pfeménovana a vylu€ovana, piipadné bioakumulovéna.

1.1. Systém oxygenas se smiSenou funkeci

vvvvvv

systém oxidas a oxygenas se smisenou funkci (MFO, z angl. ,,mixed-function oxidases®).
Tento enzymovy systém je zodpovédny za preménu velkého mnozstvi latek cizorodych,
ale i endogennich [3]. Na po¢tu unikatnich reakci metabolismu 1é¢iv se podili z az 75 % [4],
podle nékterych zdrojt az 90 % [5, 6].

Proteiny MFO systému jsou u eukaryotnich organismi ukotveny v membrané
endoplazmatického retikula, v nejvetsi mife se nachéazeji v jaternich buiikach. Systém tvofi
cytochrom P450 (P450), cytochrom bs (cyt bs), NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
(CPR) a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa (cyt bsR). Cytochrom P450 je hlavni slozkou
provad¢jici biotransformaci substratu, zatimco CPR a cyt bs pfedstavuji jeho redoxni

partnery. Cytochrom bs s cytochromy P450 interaguje dosud ne zcela objasnénym
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mechanismem. Bylo prokdzano, Ze pfitomnost cytochromu bs muize stimulovat nebo
inhibovat funkci cytochromu P450, v nékterych piipadech i ménit pomér vzniklych produktt
[7]. Odhaleni tohoto mechanismu by znamenalo podstatny posun ve studiu MFO systému.

Z tohoto duvodu je vyzkum této protein-proteinové interakce velmi vyznamny [8].

1.1.1. Cytochromy P450

Skupina cytochromi P450 je superrodina enzymu Citajici vice nez 21 000
zastupct [9]. Jedna se o hemoproteiny Cervené barvy (,,P450% jako ,,pigment‘), s absorpénim
maximem tzv. Soretova pasu, v oblasti 380-420 nm [10]. Jiz pfi objevu prvniho cytochromu
P450 v roce 1958 bylo zjisténo, Ze tento pigment v redukovaném stavu velmi silné vaze
molekulu oxidu uhelnatého (podobné jako hemoglobin), coz je doprovazeno posunem
absorpéniho maxima k 450 nm (odtud ¢islo v nazvu) [11]. Cytochromy P450 byly nalezeny
Vv prokaryotnich i eukaryotnich organismech a evolu¢né jsou velmi staré [12, 13, 14].

Protoze cytochromii P450 byly objeveny tisice a dalsi se stale objevuji, byla zavedena
jejich systematickd nomenklatura. Superrodina se déli do rodin a podrodin v zavislosti na
mife sekvencni shody izoforem proteinu. Pokud se aminokyselinova sekvence izoforem
shoduje ze 40 %, spadaji do stejné rodiny. Pokud se shoduje z 55 %, naleZi navic do stejné
podrodiny. Zakladem ndzvu cytochromu je zkratka ,,CYP*, nasledovana cislem rodiny,

pismenem podrodiny a ¢islem konkrétni izoformy, napi. ,,CYP1A2“ [10].

1.1.1.1. Struktura cytochromi P450

Molekulova hmotnost proteinové ¢&asti cytochromu P450 se pohybuje okolo
50 000 Da [15]. Cytochromy P450 jsou ukotveny v membrané pomoci hydrofobni domény
na N-terminalnim konci, ktera je ve formé o-helixu. Primarni struktura P450 je sice u
zastupct ruznych 181 organismu odlisnd, sekundarni a terciarni struktury se vSak podobaji.
Vsechny P450 obsahuji 12 a-helixti a 4 struktury B-skladaného listu. Na tzv. proximalni
strané, kter4 je velmi konzervovana, se nachazi vazebnd mista pro redoxni partnery. Vazebna
mista pro CPR a cyt bs se piekryvaji, nejsou vSak identicka. Ve stfedu molekuly je zanofena

prostheticka skupina protoporfyrinu IX s vazanym kationtem zeleza (hem). Distalni strana
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obsahuje pfistupovy kandl pro substrat do stfedu molekuly. Distdlni strana je z divodu
zna¢ného mnozstvi sloucenin, které P450 katalyzuji, velmi variabilni [8].

Cytochromy P450 je mozno spravnéji nazyvat hemthiolatovymi proteiny, coz je
oznaceni lépe vystihujici jejich stavbu — prostheticka skupina je vazana na proteinovou ¢ast
koordina¢né-kovalentni vazbou hemového zeleza a thiolatové siry cysteinu (Obr. 1) [8].
V typickych cytochromech je hem vazan pomoci imidazolového zbytku histidinu, coz ¢ini

nazev ,,cytochrom P450* pon¢kud zavad¢jicim.

COOH COOH

Obr. 1: Vazba hemu na cystein cytochromu P450. Prevzato z [16].

Strukturni modely jsou ziskavany pfedev§im metodou rentgenové krystalografie. Jeji
pouziti ale komplikuje fakt, ze hydrofobni membranova doména vyrazné ztéZzuje krystalizaci
P450. Vétsina studii proto pracuje s proteinem, z n¢hoz je tato doména odstranéna, tedy
pouze s tzv. solubilni doménou [8]. Piiklad struktury cytochromu P450

(kralici CYP2B4) vyiesené pomoci rentgenové krystalografie je uveden na Obr. 2, str. 14.
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Obr. 2: Struktura krali¢ciho mikrosomalniho CYP2B4 vyfeSena krystalograficky.
Prevzato z [17].

1.1.1.2. Reakce cytochromu P450

Cytochromy P450 se podili zejména na prvni fazi biotransformace xenobiotik, ale
pfeméiiuji i endogenni latky. Ugastni se napiiklad biosyntézy mastnych kyselin, ikosanoidi,
sterolll a vitamind. Katalyzuji oxidacni, peroxida¢ni a redukcni reakce, které jsou soucasti

metabolickych drah mnoha latek [8]. Typickou reakei P450 je monooxygenace:

R-H + O, + NAD(P)H + H*+ 2e- — R-OH + H,0 + NAD(P)*

Substrat ziskava hydroxylovou skupinu, jejiz kyslikovy atom pochazi z molekuly kysliku.
Druhy atom kysliku se redukuje za spotfeby dvou protonti na vodu. Dva elektrony, které
jsou potieba pro jeho redukci, mohou byt dodany systémem tii proteini: NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasy (CPR), cytochromu bs a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy [10].
Tyto tfi enzymy tvofi transportni systém elektronti, potiebnych pro funkci P450 (Obr. 3,
str. 15). CPR slouzi jako déli¢ elektronového paru (Obr. 4, str. 15). Je to flavoprotein
obsahujici koenzymy FMN 1 FAD. Postupnym ptfedavanim elektrontit mezi NADPH, FAD
a FMN je schopna dodat P450 elektrony postupné v riznych fazich jeho reakéniho cyklu
(Obr. 5, str. 16). P450 mtze byt redukovan jak CPR, tak cyt bs. Obdobné cyt bs neni
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redukovan pouze NADH:cyt bs reduktasou, ale i CPR. Cyt bs mtize elektron predavat i jinym
systémtm nez pouze P450 (Obr. 3).

NADH T
C 5 A

NAD‘> reduktasa [e) | cytochrom bs

& <

NADPH

> CV(:P:50 E> cytochrom
reduktasa

NADP*{ Fase

R

-H

R-OH

Obr. 3: Schéma elektronového transportu v MFO systému. Elektrony miize P450 ziskat
jak z CPR, tak z cyt bs. Cyt bs miize byt redukovan jak cyt bsR, tak CPR. Cyt bsR ke své
redukci vyuziva NADH, zatimco CPR vyuziva NADPH. Prevzato z [8] a upraveno.

NADPH P450Rep P450gep
FMNH __\ o FMNH __ FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD Ty FADHz FADH FADH P ap FAD
1e NADP*  3e 3 P450g 2e P4500x 1e

Obr. 4: Transport elektronii z NADPH na P450 pomoci CPR. FMN a FAD umoznuji
CPR plnit funkci délice elektronového paru. Prevzato z [18].

1.1.1.3. Reak¢ni cyklus cytochromu P450

Oxygenace substratu cytochromem P450 probihd mechanismem zndzornénym na
Obr. 5, str. 16: 1 — V klidovém stavu se ion Zeleza prosthetické skupiny nachéazi jako
hexakoordinovany v centru porfyrinového kruhu, v oxida¢nim stavu 3+ a s navazanou
vodou. Il - Navazanim substratu do aktivniho mista P450 se voda odstépi a ion zeleza se
stava pentakoordinovanym. 111 — NADPH:cyt P450 oxidoreduktasa dod4 iontu Fe** elektron
a zredukuje ho na Fe?*. IV — Na ion Zeleza se vaze molekula kysliku za tvorby nestabilniho

komplexu superoxidového anionradikélu, Zelezo je opét hexakoordinovano. Zelezo ve formé
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Fe?* ale také mlize ochotné koordinovat napiiklad oxid uhelnaty (V). VI - Dal3i elektron,
tentokrat dodany CPR nebo cyt bs, umozni do¢asné vytvotreni druhé vazby kyslik-zelezo.
VIl — Pomoci dvou protonil je St€épena molekula kysliku, pficemz jeden kyslikovy atom se
redukuje a s protony odchazi ve form¢ vody. Na P450 zastava druhy atom kysliku, ktery
vytvofti tzv. ferrioxenovy komplex. Kyslik je zde ve formé radikélu a je schopen vytrhnout
vodik z molekuly substratu, ¢imz se vytvofi na hemu vézany hydroxylovy radikal a zaroven
radikal ze substratu. Rekombinaci radikali vznikne hydroxylovany produkt, ktery se uvolni,
a na hem se opét navaze voda (I). P450 mohou jako zdroje aktivovaného kysliku vyuzit také

peroxokyseliny nebo peroxidy, které dokazi ze struktury II vytvorit ptimo komplex VII [19].

H H
S~

| I
AOH é/:rl--_'-;' ; AH
H2O |\ H2'J i
Cys e
kl
\ |

/‘T||7|-.\. VI
FI,:__' -+ FP

Obr. 5: Reakéni cyklus cytochromu P450. Obsahuje i zndzornéni vyuziti peroxokyseliny
(XOOH) jako donoru kysliku. Znazornuje také moznou tvorbu komplexu s CO za posunu

absorpcniho maxima k 450 nm. Prevzato z [20].

Donorem elektronu pro cytochrom bs v MFO systtmu mize byt jak
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa [21], tak CPR [22]. Cytochrom bs pak dokaze piedat
elektron cytochromu P450, ne viak jeho oxidované formé (Fe®*, viz Obr. 5, str. 16), ale jen
jeho formé piedem redukované jednim elektronem. Dlivodem jsou rozdily v redoxnich

potencialech interagujicich proteini. Redukovany cytochrom bs ma redoxni potencial o
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nékolik desitek mV vys§i oproti oxidované formé Fe®* cytochromu P450. Redukci Fe** na
Fe** ale redoxni potencial P450 stoupne dostatené na to, aby bylo umoznéno piijeti
elektronu od cyt bs [23, 24]. Druhy elektron pro P450 nemusi zakonité pochazet z cyt bs,
velmi Casto je donorem opét CPR (viz Obr. 3, str. 15.)

1.1.2. Cytochrom bs

Cytochromy bs jsou zpravidla membranové hemoproteiny endoplasmatického
retikula nebo mitochondrii, podilejici se zejména na interakcich, pfi nichz dochdzi k ptenosu
elektront. Z evolu¢niho hlediska patii mezi velmi staré proteiny a objeveny byly nejen u
zivocichu, ale také u bakterii, rostlin a hub [25]. Od jejich objevu v padesatych letech

vvvvvv

zivota.

1.1.2.1. Struktura cytochromu bs

Cytochrom bs miize byt bud’ membranovy (mikrosomalni a mitochondrialni) nebo
rozpustny, ktery se nachazi v cytoplazmé erytrocytti [29]. Mikrosomalni cytochrom bs je
oproti mitochondrialnimu mnohem 1épe prozkouman, co se tyce struktury i funkce [25].

Proteinova ¢ast cytochromu bs ma molekulovou hmotnost asi 17 kDa [23]. Tvofi
ji vétsi, cca 100 aminokyselin dlouha hydrofilni N-terminalni doména, exponovana v
cytosolu a obsahujici hemovou prosthetickou skupinu; dale pak mensi, asi 25 aminokyselin
dlouhd hydrofobni C-termindlni doména, kotvici protein v membrané. Obé domény
propojuje usek o délce 14 nebo 15 aminokyselin (angl. ,linker*). Spojovaci tisek netvofi
uspofadanou sekundérni strukturu a je velmi flexibilni, ¢imZ napoméha funkci enzymu.
Pokusy s krali¢im cyt bs se zkracenym tsekem ukazaly, Ze pro spravnou funkci CYP2B4
staci usek o délce 7 aminokyselin. Jakékoliv dalsi zkraceni znamenalo Uplnou ztratu funkce.
Naopak prodlouzeni neptineslo Zadnou funkéni zménu [8]. Na funkci enzymu neméelo vliv
ani obraceni aminokyselinové sekvence tohoto Useku. Velkd doména je tvofena jak
a-helixy, tak PB-skladanymi listy, zatimco mala kotvici doména je a-helikalni (Obr.6)
[30-32].
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Obr. 6: Membranova topologie a struktura cytochromu bs. A — Topologie. Prevzato z
[8] a upraveno, B — Struktura kraliciho cyt bs zjisténa pomoci metody NMR. Hem vyznacen

zelené. Prevzato z [32] a upraveno.

V cytochromu bs se nachazeji tfi methioniny — dva v kotvici domén¢ a jeden ve
spojovacim useku. Ctvrty, N-terminalni methionin je odstépovan pii expresi (Obr. 7, str. 19).
Znalost poctu a poloh molekul methioninu je dalezita pro tuto praci, jejimz cilem je pfipravit

cyt bs, jenz ma jeden z methionind substituovan za foto-methionin.

(M)AAQSDKDVKYYTLEEIKKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQ
AGGDATENFEDVGHSTDARELSKTFIIGELHPDDRSKLSKPMETLITTVDSNSSWW
TNWVIPAISALIVALMYRLYMADD

Obr. 7: Primarni struktura krali¢iho cytochromu bs. Podtrzené jsou methioniny, cerne
solubilni katalyticka doména, cervene spojovaci usek, modre hydrofobni kotvici doména.

Sekvence z [8].
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1.1.2.2. Ovlivnéni cytochromu P450 cytochromem bs

Cytochromy bs se podileji na velké fadé¢ metabolickych procest v raznych typech
bun&k. Uastni se napiiklad zpétné redukce methemoglobinu na hemoglobin v erytrocytech
[33, 34], desaturaci a elongaci mastnych kyselin [35], syntézy cholesterolu [37, 38]
a steroidu [39].

Interakce se systémem cytochromti P450 (resp. MFO) jsou velmi komplexni a vliv
cyt bs na systém zavisi na mnoha faktorech, zejména pak na formé P450 a na substratu.
Cytochrom bs muize byt nezbytnou slozkou reakce nebo miize modifikovat reakci, ktera by
probihala i v jeho nepfitomnosti. V1iv na reakci muze byt jak stimulacni, tak inhibi¢ni [7].
Naptiklad metabolismus methoxyfuranu prostfednictvim CYP2B4 vyzaduje pfitomnost
cyt bs [40, 41], zatimco transformace benzfetaminu CYP2B4 piitomnost cytochromu bs
nevyzadovala [41], ptipadné inhibovala [42]. Zhang [43, 44] zjistil, Ze cyt bs ovliviiuje
funkci P450 kompetici s CPR o vazebné misto na P450.

Moznych mechanismt vlivu cytochromu bs bylo navrzeno hned n¢kolik. Podle
prvniho mechanismu cytochrom bs rychle piendsi druhy elektron na cytochrom P450
(viz Obr. 4, str. 15) v kroku ur¢ujicim rychlost celé monooxygenasové reakce [45]. Druhy
mechanismus piedpoklada vytvoreni komplexu cyt bs-P450 a usnadnéni postupného piijeti
dvou elektront pfi jednom kontaktu s reduktasou, coz vyrazné urychli celkovou reakci [46].
Treti hypotéza navrhuje, Ze cyt bs béhem reakéniho cyklu P450 zvySuje stabilitu jeho
superoxidové formy, kterd se Casto jinak rozpada za uvolnéni superoxidového aniontu
[47, 48] (Obr. 5.: 1V, str. 16). Ctvrtym mechanismem je alostericky efekt cyt bs na P450,
tedy ovlivnéni jeho konformace, a tak katalytickych vlastnosti. Apoforma cyt bs, ktera
neobsahuje prosthetickou skupinu, mize v nékterych ptipadech ovliviiovat P450 stejné jako

holoforma. To naznacuje, Ze k vlivu neni tfeba elektronového pienosu [7, 49].
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1.2. Metody studia proteinové struktury

Mezi strukturou a funkci proteinu existuje uzky vztah. Od struktury se odviji napf.
rozpustnost molekuly, jaké komplexy muze tvofit, jaké substraty enzym pireménuje a jakym
mechanismem.

Hlavnimi metodami pro studium struktury proteinti jsou rentgenova krystalografie,
Vv mensi mife pak nuklearni magneticka rezonance (NMR). Pro rentgenovou krystalografii
je vzorek tireba krystalizovat, ¢imz protein muze zménit svou nativni konformaci. U
membranovych proteini je navic krystalizace obtiznd az nemoznd kvuli dlouhym
hydrofobnim usekim, které jsou za nativnich podminek v kontaktu s membranou. V jeji
nepfitomnosti maji tyto useky tendenci se v dasledku hydrofobniho efektu shlukovat.
Vznikaji nepravidelné agregaty molekul proteint, znemoziujici jejich krystalizaci [50].
Vétsinou se tento problém obchdzi odstépenim kotvy peptidasou, nebo expresi o kotvu
zkracen¢ho proteinu, a nasledné krystalizaci pouze solubilni domény [8]. Ziskané modely
poté pln¢ nevypovidaji o nativni struktufe proteinti. Vefejna internetova databaze
publikovanych proteinovych struktur ziskanych rentgenovou krystalografii, resp. NMR,
Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb), piesto piedstavuje uzite¢ny zdroj

informaci pro studium proteinové struktury P450.

Dalsimi bézn¢ pouzivanymi metodami jsou naptiklad UV/VIS spektrofotometrie,
fluorescenéni techniky a elektronova mikroskopie. Pfi metodé cilené mutageneze (angl.
,.site-directed mutagenesis®, SDM) je vytvofena DNA s mutaci v ur¢itém genu, ktera je poté
naklonovédna a pouZita pro piipravu proteinu. Dale se pouzivaji techniky chemickeé
modifikace proteinti (chemické sitovani, viz 1.2.1). Pocitacové modelovani molekul a
simulace interakei, tzv. in silico techniky, ptedstavuji uzite¢ny doplikovy nastroj. Jejich
vyhodou je relativni ¢asova a materidlovd nendro¢nost, nevyhodou pak urcitd nepiesnost
v simulaci realnych struktur. Pfesnost 1ze navysit prodlouzenim vypocetnich Cast, které se
ale neustale snizuji v dsledku rostouciho vypocetniho vykonu pocitacti. Simulovana data je

ale vzdy tfeba overit experimentalné [51].
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1.2.1. Sitovaci techniky

Chemické sitovani oznacuje skupinu metod, které umoziuji vytvoieni kovalentni
vazby mezi dvéma nebo vice makromolekulami, ale také v ramci jedné molekuly. Tato
technika, nékdy nazyvand ,biokonjugace, pokud vaze biomolekuly, nabizi zajimavy
zpusob studia interakci proteind v jejich nativnich stavech. Dokaze zafixovat proteinové
komplexy, které¢ za normalnich okolnosti existuji pouhy okamzik nebo jsou za podminek
analyzy nestabilni a rozpadaji se. Poté¢ je mozné proteiny $tépit peptidasami a analyzou
zesiténych peptidi hmotnostni spektrometrii Ize zjistit, které aminokyseliny se ucastni

interakce [52, 53].

1.2.1.1. Sit’ovaci ¢inidla

Sitovaci ¢inidla se rozdéluji na homobifunkéni a heterobifunkéni. Homobifunk¢ni
¢inidla obsahuji dvé identické reaktivni skupiny, zatimco heterobifunkéni skupiny
rozdilné [52].

Diky reaktivnim skupindm jsou sitovaci ¢inidla schopna se vazat na funk¢éni skupiny
proteinti nebo jinych biomolekul a spojovat je kovalentnimi vazbami. Specialnim typem
téchto cCinidel jsou foto-aktivovatelna (foto-reaktivni) ¢inidla, ktera obsahuji fotolabilni
skupiny, za nativnich podminek inertni, ale rozpadajici se po ozafeni UV zafenim. Tato
¢inidla jsou, na rozdil od typickych chemickych sitovacich ¢inidel, vyrazné reaktivngjsi
a mén¢ selektivni vici cilovym skupinam [52, 53].

Na proteinech mizeme najit v zésad€ Ctyii funkcni skupiny, které jsou cilem
sitovacich ¢inidel. Jednd se 0 primarni aminoskupiny (-NH2), karboxylové
(-COOH), karbonylové (-CHO u glykoproteinti), hydroxylové (-OH) a sulthydrylové
skupiny (-SH). Pro kazdou skupinu existuje n€kolik specifickych ¢inidel [53].

Pti vybéru vhodného cinidla musime brat v tvahu zejména tyto skute¢nosti:
reaktivita Cinidla (aby nezreagovalo dfive, nez je tfeba), délka spojovaci molekuly (pro
stabilitu a tvar vysledného komplexu), vliv na biomolekuly (napt. mira denaturace proteinti)
a v neposledni fadé selektivitu pro vazny cil [53, 54].

Sitovaci ¢inidlo mize propojit funkéni skupiny proteinu bez toho, aby jeho cast
zustala jako spojovaci prvek, tzv. ¢inidlo bez raménka. Ptikladem takového cinidla je

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimidhydrochlorid (EDC, Obr. 8, str. 22), ktery
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spojuje karboxylovou skupinu a primarni aminoskupinu za tvorby amidové vazby. Vybérem
sitovaciho ¢inidla o ur¢ité délce urcujeme délku tzv. raménka, tj. iseku molekuly, ktery pak
spojuje dvé aminokyseliny. Pomoci experimentii, kdy jsou spojovany dva proteiny ¢inidly
S raznou délkou raménka, je mozno méfit vzdalenost, na kterou se konkrétni dvé mista
proteint dokazi pfiblizit. Pfiklady cinidel s rozdilnou délkou raménka jsou
disukcinimidylsuberat (DSS, obr. 8) a disukcinimidylglutarat (DSG), spojujici dvé
aminoskupiny [53, 54].

EDC 0

Obr. 8: Sit'ovaci ¢inidla EDC a DSS. Prevzato z [53] a upraveno.

1.2.1.2. Sifovani pomoci foto-aktivovatelnych skupin

Pokud nezname konkrétni skupiny na proteinu, které chceme atakovat, je vyhodné
pouzit foto-aktivovatelnych ¢inidel s nizkou selektivitou [53, 54]. Je mozna kombinace dvou
efektl, kdy se pouZije heterobifunk¢ni cinidlo, které se specificky navdze na jeden
Z proteini, a poté se ozarenim aktivuje jeho druhd, fotolabilni skupina, ktera navaze druhy

protein (Obr. 9, str. 23).
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Obr. 9: Piiklad pouziti heterobifunkéniho ¢inidla s jednou fotolabilni skupinou.
1 - maleinimidova skupina sitovaciho cinidla specificky navdze postranni skupinu prvniho
proteinu (sulfhydrylovou). 2 — je pridan druhy protein, interagujici s prvnim proteinem.
3 - ozarenim UV svetlem je zapricinen rozpad azidové skupiny za tvorby nitrenu (radikadlu).

4 — radikal nespecificky navize druhy protein [55].

Pro foto-sitovani je podstatné, aby ¢inidlo nevyzadovalo k aktivaci takovou vinovou
délku nebo intenzitu zareni, které by poskozovaly biomolekuly [54]. NejpouzivanéjSimi
fotolabilnimi ¢inidly jsou diaziriny a arylazidy [53] (Obr. 10). Jejich ozafenim (A = 350 nm
pro diaziriny) dojde k rozpadu labilni skupiny za uvolnéni molekuly dusiku a nitrenového
(arylazid), resp. karbeniového bi-radikalu (diazirin), které rychle napadaji struktury

Vv nejbliz§im okoli.
/©/ NQN-:\ - N):<
~N
R arylazid R diazirin CH3

Obr. 10: Obecné vzorce arylazidu a diazirinu.
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Specialnim piipadem foto-aktivovatelnych c¢inidel bez raménka jsou analoga
aminokyselin obsahujici fotolabilni skupinu, které jsou inkorporovany do sekvence proteinu.
Muze se jednat napiiklad o L-foto-methionin (pMet), ktery se od L-methioninu (Met)
odlisuje ptitomnosti diazirinového kruhu namisto atomu siry (Obr. 11). Jinym piikladem je

L-foto-leucin, kde je diazirinovym kruhem nahrazen methyl v pozici 4 [56].

HoN 0 HoN %
o P
H : OH H z OH
Met
pMet
S N
Tech, \N CHs

Obr. 11: Strukturni vzorce L-methioninu (Met) a L-foto-methioninu (pMet)

1.2.2. Inkorporace foto-aktivovatelnych aminokyselin do proteinové
struktury

Pro ziskani proteini obsahujicich foto-aktivovatelné skupiny (aminokyseliny) je
tteba proteiny pfipravit ve vhodnych expresnich systémech, z nichZ nejjednodussimi jsou
bakterie.

Klicovymi enzymy proteosyntézy jsou aminoacyl-tRNA synthetasy (E), které jsou
zodpovédné za piipojeni spravné aminokyseliny na transferovou RNA (tRNA). Tato reakce
sestava ze dvou krokl. Nejdiive je aminokyselina (AK) aktivovana pomoci ATP za tvorby

komplexu E s aminoacyladenylatem (AK-AMP) a anorganického difosfatu (PP;):

E + ATP + AK - E(AK-AMP) + PP,

Nasleduje piipojeni tRNA a rozpad komplexu za vzniku aminoacyl-tRNA (AK-tRNA):
E(AK-AMP) + tRNA - AK-tRNA + AMP + E
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Specialni struktura tRNA v AK-tRNA nésledné zprostiedkovava zaclenéni aminokyseliny
do sekvence vznikajiciho proteinu - obsahuje antikodonovy triplet bazi, komplementéarni
K tripletovému kodonu na mRNA [57]. Aminoacyl-tRNA synthetasy jsou velmi striktni, co
se tyCe vybeéru spravné aminokyseliny, a neumoziuji piipojeni jiné.

Prvni metoda, jak obejit proteosynteticky aparat a vnést analog do sekvence, obnasi
vpraveni heterologniho paru synthetasy a tRNA do expresniho organismu, kde funguje jako
par navic k béznym 20 homolognim sadam, tzv. orthogonaln¢. Nova synthetasa nevyuziva
puvodni tRNA a nova tRNA neni substratem puvodnich synthetas. V organismu je tak 21
specifickych synthetasa-tRNA par, z nichz jedenadvacaty lze déale modifikovat, aby
zaclenoval novou aminokyselinu [57].

Druhym pfistupem je modifikace translaéniho apardtu. Napiiklad zkrdcenim genu
pro tRNA a transkripci in vitro byla ptipravena tRNA, které chyb¢l 3-terminalni adenosin.
Pomoci RNA ligasy byl poté pfipojen na tRNA aminoacyladenylat obsahujici neptirozenou
aminokyselinu [57, 58].

Jinou moZnosti je S$tépeni proteinu za Met pomoci bromkyanu (CNBr) za tvorby
reaktivniho laktonu, na ktery je mozné napojit synteticky peptid s poZadovanou modifikaci
[57]. Dale mutzeme protein posttranslaéné modifikovat, zejména na cysteinech
se sulthydrylovymi skupinami, které reaguji se specifickymi ¢inidly s fadou navazanych
substituentti. Tim miZzeme v podstaté ménit sekvenci proteinu az po jeho purifikaci [57, 59].
Moznosti metody vyuZivajici posstranslacni modifikaci je mozné rozsifit kombinaci
s cilenou mutagenezi [60]. Nevyhodou pouziti CNBr a posttransla¢nich modifikaci je ztrata
nativniho stavu proteinu.

Jind metoda vyuziva relativné niz8i specifity konkrétnich aminoacyl-tRNA
synthetas, jejichZ prostfednictvim lze pivodni aminokyselinu nahradit velmi podobnym
analogem. Napiiklad Met-tRNA synthetasa E. coli dokaze zpracovavat foto-methionin
namisto methioninu. Pii translaci ale dochazi ke kompetici pfirozené aminokyseliny a jejiho
analogu a vytézek proteinu s analogem je proto velice nizky az nulovy. ZvySeni miry
inkorporace analogu lze dosdhnout zvySenim koncentrace analogu a zaroven snizenim
koncentrace pfirozené aminokyseliny. Toho dosdhneme expresi v limitnim médiu, kde je
dand aminokyselina nahrazena svym analogem. K dal§imu zefektivnéni dojde pouzitim
specidlnich auxotrofnich bakterii jako expresnich systémul. Takové bakterie nedokazou
syntetizovat konkrétni aminokyselinu (je pro n¢ esencialni), takze jedinym jejim zdrojem je

médium.

25



2. Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo zaprvé ptipravit analog cytochromu bs S jedinou pozici
pro methionin (96) a b&hem rekombinantni exprese proteinu do této pozice zavést
foto-reaktivni methioninovy analog (foto-methionin).

Zadruhé bylo cilem protein izolovat a kovalentné¢ fixovat jeho transientni

protein-proteinové interakce s CYP2B4 v rekonstituovaném systému.

26



3. Material a metody

3.1. Material a chemikalie

AmershamPharmaciaBiotech / GE Healthcare, Svédsko:
DEAE-Sepharosa CL-6B FF

Fluka, Svycarsko:
akrylamid; dodecylsulfat sodny (SDS, z angl. ,,sodium dodecylsulfate*); 2-merkaptoethanol;
N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS); tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Lachema Brno / Lachner / Lach-Ner, Ceska republika:

dihydrogenfosfore¢nan draselny, disodna sil ethylendiamintetraoctové kyseliny; glycerol;
glukosa; methanol; ethanol; kyselina octova; uhli¢itan sodny; hydrogenuhli¢itan sodny;
vinan sodny; pentahydrat siranu médnatého; chlorid draselny; chlorid amonny; siran
hotecnaty; pentahydrat thiosiranu sodného; octan sodny; bromfenolovd modi;
dodekahydrathydrogenfosfore¢nanu sodného; dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodného;
hydroxid sodny; hydroxid draselny; chlorid sodny; peroxodisiran amonny; formaldehyd;

dusicnan stfibrny

Linde, Ceska republika:
dusik (g)

Roche Diagnostic, USA:

Complete mini protease inhibitor

Serva, Némecko:
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (TEMED);

ampicilin

Sevapharma, a.s, Ceska republika:

hoveézi sérovy albumin (BSA, z angl. ,,bovine serum albumine®)
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Sigma-Aldrich, Inc., USA:

Luria Broth (LB); Luria agar; isopropylthio-p-D-galaktosid (IPTG); Brij 35;
4,4’-dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina (BCA); cholat sodny; 1,2-dilauroyl-sn-
glycero-3-fosfocholin (DLPC); hemin chlorid; SigmaMarker™ Wide

Thermo Scientific Pierce, USA:
Microplate BCA™ Protein Assay Kit; L-2-amino-5,5‘-azihexanova kyselina

(L-foto-methionin)

DalSi material:

e plazmid pET-22b s modifikovanym krali¢im genem pro cyt bs (mutace M126L
a M131L) byl poskytnut RNDr. H. Dra¢inskou, Ph. D.

e preparat CYP2B4 byl poskytnut Doc. RNDr. M. Sulcem, Ph.D.

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

3.2. Pouzité pufry a jiné roztoky

Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci BCA

Roztok A - 1 % BCA (w/v), 0,4 % NaOH (w/v); 0,95 % NaHCOs3 (w/v); 2 % Na,CO3 - H.0O
(w/v); 0,16 % vinan sodny (w/v); pH 11,25

Roztok B - 4 % CuSOg4 - 5H20 (w/v)

Roztoky pro elektroforézu v prostiredi SDS

Pufr A:

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

Polymeracni roztok A:

30 % akrylamid (w/v); 0,8 % BIS (w/v) v pufru A

Pufr B:

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

Polymeracni roztok B:
30% akrylamid (w/v); 0,8 % BIS (w/v) v pufru B
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Elektrodovy pufr:
0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,3

Vzorkovy pufr:

0,025 M Tris-HCI; 8 % SDS (w/v); 40 % glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v);
0.004% bromfenolova modt (w/v); pH 6,8

Barvici lazen CBB:

0,25 % Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v); 46 % ethanol (v/v); 9,2 % kyselina

octova (V/V)

Odbarvovaci lazen:

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

Separaéni gel (15%):

3,5 ml pufru A; 3,5 ml polymerac¢niho roztoku A; 7 ul TEMED; 70 ul 10 % peroxodisiranu
amonného

Separacni gel (8 %):

3,5 ml pufru A; 1,9 ml polymera¢niho roztoku A; 1,6 ml vody; 7 ul TEMED; 70 ul 10 %

peroxodisiranu amonného

3% zaostfovaci gel:

2,7 ml pufru B; 300 pl polymeraéniho roztoku B; 3 ul TEMED; 60 pl 10 % peroxodisiranu

amonného

Roztoky pro barveni elektroforetického gelu stfibrem
Fixaéni roztok FR:

50 % methanol (v/v); 12 % kyselina octova (v/v); 25 ul 37 % formaldehydu (v/v) na 50 ml

roztoku pfidano tésné pred pouZzitim
Inkubacni roztok IR:
0,002 % AgNOs; 37,5 ul 37 % formaldehydu (v/v) na 50 ml roztoku ptidano tésné pied

pouzitim
Vyvolavaci roztok VR:
0,06 % Na>COs (w/v); 25 ul 37 % formaldehydu (v/v) na 50 ml roztoku pifidano tésné pred

pouzitim; 100 pl 0,002 % Na2S204 - 5 H20 (w/v) na 50 ml roztoku ptidano tésné pied

pouzitim
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Limitni médium M9

Roztok M9A:

Ptipraven rozpusténim 3,6 g NaHPOs; 1,8 g KH2PO4; 0,3 g NaCl a 0,6 g NH4Cl v 540 ml
destilované vody a autoklavovanim pii 121 °C po dobu 20 minut

Roztok M9B:

1 mM MgSOs autoklavovan pti 121 °C po dobu 20 minut

Roztok M9C:

Ptipraven rozpusténim 0,4 g glukozy v 10 ml destilované vody a sterilizovan filtraci
pomoci Millipore Express Plus™ 0,22 um

Roztok M9D:

Ptipraven rozpusténim 5,7 mg thiaminu v 1,14 ml destilované vody a sterilizovan filtraci
pomoci Millipore Express Plus™ 0,22 um

Roztok M9E:

Ptipraven rozmichanim L-Lys (60 mg); L-Phe (60 mg); L-Thr (60 mg); L-Ile (30 mg);
L-Leu (30 mg) a L-Val (30 mg) v 100 ml sterilni vody

Roztoky pro chromatografii na koloné DEAE-Sepharosy CL6B FF

Ekvilibra¢ni pufr EKP1:

20 mM KH2PO4/KOH, 1 mM EDTA , 20 % glycerol (v/v); 0,6 % Brij 35 (w/v); pH 7,7
Elu¢ni pufr EIP1:

400 mM KClI, 20 mM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTA; 20 % glycerol (v/v); 0,6 % Brij 35 (w/v);
pH 7,7

Dialyzacni pufr DP1:

15 mM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTA,; 20 % glycerol (v/v); 0,3 % Brij 35 (w/v); pH 7,7
Ekvilibra¢ni pufr EKP2:

20 mM KH2PO4/KOH, 1 mM EDTA, 20 % glycerol (v/v); 0,1 % cholat sodny (w/v); pH 7,7
Elu¢ni pufr EIP2:

200 mM KCI, 200 mM KH2PO4; 1 mM EDTA; 20 % glycerol (v/v); 0,1 % cholat
sodny (W/V); pH 7,7

Dialyzacni pufr DP2:

50 mM KH2PO4/KOH; 20 % glycerol (v/v); pH 7,7
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3.3. Pouzité pristroje

Centrifugy:

Beckman Allegra X-22R (Beckman Coulter), Beckman Optima LE-80K (Beckman
Coulter), stolni minicentrifuga miniSpin (Eppendorf)

Spektrofotometry:

Specord M-40 (Carl Zeiss), Agilent Cary 60 (Agilent), Spekol 11 (Carl Zeiss), ¢tecky
mikrodesti¢ek Sunrise™ (Tecan) a safire? (Tecan)

Ostatni:

kapalinovy chromatograf AKTA Prime plus se sbératem frakci a zapisovaéem CR-200
(Beckman); fotolyzér Oriel (z komponent: zdroj Oriel 68806 basic power supply, 100 W
vybojka s emisnim maximem vlnové délky 254 nm, UV zrcadlo, zavérka Oriel 71445
shutter, chladici systém); orbitalni tiepacka Big Bill (Thermolyne); aparatura pro
elektroforézu MiniVE Vertical (Amersham Biosciences); zdroj pro elektroforézu EPS 301
Electrophoresis Power Supply (Amerham Pharmacia Biotech); homogenizator podle Pottera
a Elvehjema; filtraéni zkumavky Amicon s vyménitelnymi membranami s MWCO 10 000
a MWCO 30 000 (Millipore), filtr Millipore Express Plus™ 0,22 um (Millipore); pH metr
HI2211 (HANNA Instruments), ultrazvukova sonda Sonoplus (sondy KE76 a MS73,
Bandelin), autoklav Varioklav 400E (H+P Labortechnik), lazeni Eppendorf Thermomixer

Comfort,

3.3. Metody
3.3.1. Analytické metody

3.3.1.1. Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Ve vzorcich z pribéhu izolace byl stanovovan obsah proteinii metodou BCA. Jeji
princip spo¢iva v redukci méd’'natych kationli na méd’né peptidovymi vazbami a nékterymi
postrannimi skupinami aminokyselin v bazickém prostiedi. Médné ionty jsou poté
chelatovany  4,4‘-dikarboxy-2,2‘-bicinchoninovou  kyselinou (BCA) za vzniku
modrofialového komplexu, jehoZ absorpéni maximum je pfi 562 nm. Intenzita zbarveni je
pfimo meérnad koncentraci médnych iontd Vv roztoku, a tedy i pfiblizné koncentraci

proteinu [61, 62].
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Jako standard slouzil hovézi sérovy albumin (BSA). Byla pfipravena fedici fada
roztokt BSA o koncentracich 1,0; 0,75; 0,5; 0,25 a 0,125 mg - mIt. Z naméfenych hodnot
absorbance byla sestrojena kalibra¢ni pfimka.

Cinidlo pro stanoveni bylo pfipraveno t&sné pred pouzitim smichanim roztoku A
a roztoku B v poméru A:B = 50:1.

Do jamek 96-jamkové mikrotitraéni destiCky bylo pipetovano vzdy 15 pl
vzorku/standardu/vody a 120 pl ¢inidla. Slepy vzorek destilované vody a vzorky o neznamé
koncentraci byly v triplikatech, roztoky standardu v duplikatech. Roztoky byly po lehkém
protiepani zakryté inkubovany pti 37 °C po dobu 30 minut. Po 5 minutovém stani pfi
laboratorni teploté byla méfena absorbance pti 562 nm. Dosazenim hodnot Ase> do rovnice

kalibra¢ni piimky byly vypocteny hodnoty koncentrace proteinu ve vzorcich.

3.3.1.2. Stanoveni koncentrace foto-cyt bs z absolutniho spektra

Z absolutniho absorpéniho spektra findlniho preparatu byla stanovena koncentrace
foto-cyt bs. Spektrum bylo méfeno v rozsahu vinovych délek 260-500 nm. Foto-cyt bs i apo-
foto-cyt bs vykazuji absorpéni maximum pii 280 nm v dusledku piitomnosti aromatickych
zbytkd aminokyselin. Pouze holoforma foto-cyt bs vSak diky vazanému hemu vykazuje
absorpéni maximum pii 413 nm. S pouzitim moldrnich absorpénich koeficientl
g280 = 29 450 dm® mol™® cm™ [63] a e413 = 117 000 dm? mol* cm™ [64] byla vypoétena

molarni koncentrace foto-cyt bs, resp. holoformy foto-cyt bs pomoci nasledujicich vzorci:

A2g0—A308

Crgp = ———— " Fedeni [mol - dm™]
£280°1
Ag13—A . g . -
Cop3 = =58 fedéni,  [mol - dm?]
€413°1

kde c280 @ Cs413 jsou molarni koncentrace foto-cyt bs, resp. holoformy foto-cyt bs;
Ay absorbance pfi vinové délce x nm, e molarni absorp¢ni koeficient pro vinovou délku

x nm [dm®*mol™®cm™ ] al je optick4 draha [cm].
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3.3.1.3. Diskontinualni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostredi
dodecylsulfatu sodného

Pro separaci proteint ve vzorcich z prib¢hu izolace byl pouzit 15 % separacni gel
a barveni probéhlo v barvici ldzni CBB.

Pro separaci proteinovych komplext foto-cyt bs s CYP2B4 byl pouzit 8 % separacni gel
a barveni stiibrem.

Mezi skla aparatury pro elektroforézu (10 x 10 cm) byl nanesen roztok pro ptipravu
15 % nebo 8 % separacniho gelu. Roztok byl pfevrstven destilovanou vodou, ktera byla po
ztuhnuti gelu odlita. Na vrch gelového sloupce byl nalit 3 % zaostfovaci gel, nacez byl
vloZen 10-ti jamkovy hieben. Ten byl po ztuhnuti vyjmut. Aparatura byla umisténa do
elektroforetické vany a horni a spodni elektrodovy prostor byly vyplnény elektrodovym
pufrem.

Vzorky (kazdy 15 ul) byly smichany kazdy s 5 pl vzorkového pufru a vateny po
dobu 5 minut ve vodni lazni. Po kratké centrifugaci na stolni centrifuze byly vzorky
pfeneseny do jamek zaostfovaciho gelu v objemech 20 pl na jamku.

Elektroforéza probihala pti napéti 180 V a byla ukonéena, kdyz ¢elo bromfenolové
modfi dorazilo ke spodnimu konci gelu. Zaostfovaci gel byl poté odstranén.

V ptipadé barveni CBB byl separa¢ni gel pfenesen do barvici 1azné¢ CBB na zhruba
1 hod, nacez byl odbarvovéan v odbarvovaci 1azni asi 12 hodin.

Barveni stiibrem bylo pouZito pro detekci heteroologimernich komplexti
cyt-bs-CYP2B4 kviili vysoké citlivosti této metody. Proces se skladal z péti hlavnich kroku:
fixace, zvyseni citlivosti, inkubace stfibrem, vyvolavani a zastaveni reakce. Separacni gel
byl nejprve ptenesen do fixa¢niho roztoku FR (pfipraveného tésné pied pouzitim) na 1
hodinu. Poté byl gel tfikrat promyt 50 % ethanolem (v/v) po dobu 5 minut. Pro zvySeni
citlivosti detekce byl gel na 1 minutu naloZen do 1azné obsahujici 0,002 % Na2S204 - 5 H20
(w/v), ptipravené tésné pred pouzitim. Gel byl tfikrat promyt vodou po dobu 20 s. Nasledné
byl gel na 20 minut pfenesen do inkubacéniho roztoku IR (pfipraveného té€sné pred pouzitim),
nacez byl dvakrat promyt vodou po dobu 20 s. Vyvolavani probihalo ve vyvoladvacim
roztoku VR (pfipraveného té€sné pied pouzitim) po dobu 10 minut. Gel byl opét promyt
dvakrdit vodou po dobu 20 s. Reakce byla =zastavena nalozenim gelu do
1,5% EDTANaz - 2 H20 (w/v) na dobu 10 minut. Gel byl nakonec tfikrat promyt vodou po

dobu 5 minut.
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3.3.2. Priprava rekombinantniho foto-cytochromu bs

3.3.2.1. Transformace bakterii

Sterilni LB agar byl rozpustén zahfivanim na vodni lazni a ponechan chladnout. Poté,
co jeho teplota klesla pod 60 °C, byl pfidan ampicilin (Amp) v takovém mnozstvi, aby jeho
vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Po promichani bylo do sterilnich plastovych Petriho
misek nalito asi 15 ml agaru. Misky ptikryté vickem byly ponechény ztuhnout pii laboratorni
teploté.

Bakterie byly transformovany metodou teplotniho Soku, pfi niz byla naruSena
bunééna membrana a do cytoplazmy pronikl plazmid. Suspenze kompetentnich bunék E. coli
BL21 Gold byla rozmrazena a drzena na ledu. Polovina suspenze byla pipetovana do sterilni
mikrozkumavky. Do piivodni mikrozkumavky bylo ptidano 1 pl sterilni vody, do druhé 1 pl
plasmidu pET-22b s modifikovanym krali¢im genem pro cyt bs (dvé bodové mutace M126L
a M131L). Bakterie s destilovanou vodou slouzily jako kontrolni vzorek. Obé suspenze byly
inkubovany 10 minut na ledu. Poté byly bakterie inkubovany pii teploté 42 °C po dobu 45
sekund a ihned umistény na 15 minut na led. Do kazdé zkumavky bylo poté pfidano 1 ml
sterilniho LB média a bakterie byly inkubovany pti 37 °C po 60 minut, tfepany pti 200 RPM.
Bunky byly poté centrifugovany po dobu 2 minut pti 12000 RPM (Eppendorf miniSpin,
polomér rotoru 4,8 ¢cm), bylo odebrano 950 ul supernatantu, peleta byla resuspendovana
a rovnom&rné nanesena na agarové plotny. Po vsaknuti bakterialni suspenze byly plotny
inkubovany v obracené poloze pies noc pii teploté 37 °C.

Z jedné z narostlych bakteridlnich kolonii na plotné bylo sterilni Spickou pipety
odebrano malé mnozstvi bakterii, naceZ byla Spicka vhozena do zkumavky Falcon (50 ml)
s asi 4 ml LB média s Amp o koncentraci 100 pg/ml. Bakterie byly aerobné kultivovany

Vv orbitalni tfepacce pies noc pii 37 °C a 200 RPM.

3.3.2.2. Kultivace bakterii a produkce foto-cytochromu bs

Smichanim 540 ml roztoku M9A, 0,6 ml roztoku M9B, 6 ml roztoku M9C, 60 ul
roztoku M9D a 60 ml roztoku M9E bylo ptipraveno sterilni limitni médium M9 s ptidanymi
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aminokyselinami. Vysledné slozeni média bylo nasledujici: Na;HPOs (6 g - I'h);
KH2PO4 (3 g - I'Y); NaCl (0,5 g - I'Y); NH4Cl (1 g - It ); 1 mM MgSOs, L-Lys (60 mg - I');
L-Phe (60 mg - I'Y); L-Thr (60 mg - IY); L-Ile (30 mg - I'Y); L-Leu (30 mg - I);
L-Val (30 mg - I'Y); 0,00005 % thiamin (w/v) ; pH 7.4.

Do Erlenmayerovy banky (500 ml) s 250 ml LB média s Amp 0 koncentraci
100 pg/ml bylo pridano 2,5 ml bakterialni kultury a suspenze byla inkubovana v orbitalni
ttepacce pii 37 °C a 200 RPM. Po dosazeni ODgoo = 0,6 byla rozdélena do 6 zkumavek
Falcon (50 ml) a odstfedéna (5 min, 4 °C, 4500 RPM, centrifuga Beckman Allegra X-22R,
rotor 4250). LB médium bylo odlito a pelety byly resuspendovany kazda v 15 ml PBS pufru
(10 MM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTA,; pH 7,7). Centrifugace byla za stejnych podminek
dvakréat opakovéana, poprvé byly pelety resuspendovany v PBS, podruhé kazda v 33 ml
sterilniho M9 limitniho média s Amp (100 pg/ml) a 0,425 mM foto-methioninem. Bakterie
byly pfed zahajenim produkce foto-cyt bs ponechany inkubovat 15 minut pii 37 °C,
200 RPM.

Produkce foto-cyt bs byla indukovana pridanim isopropyl-
B-D-1-thiogalactopyranosidu (IPTG) do vysledné koncentrace 1 mM a probihala 70 minut
pii 37 °C a 200 RPM. Ze suspenze pted indukci a po produkci byl odebran 900 ul vzorek,
ktery byl odstfedén (5 min, 4500 RPM, 4 °C, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250) a peleta
byla resuspendovana kazda v 100 pl vody. Tyto vzorky byly pouZzity pro sledovani produkce
proteinu pomoci elektroforézy.

Po skonceni produkce proteinu byla zméfena opticka denzita a kultury byly
centrifugovany (5 min, 4500 RPM, 4 °C, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250), limitni
médium bylo odlito a pelety byly spojeny a resuspendovany 25 ml PBS pufru
(10 mM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTA; pH 7,7). Suspenze byla uchovavana pii -80 °C.

3.3.3. Izolace foto-cytochromu bs

3.3.3.1. Izolace membranové frakce

Suspenze (kap. 3.3.2.2.) o objemu 25 ml byla ponechana rozmrznout, pti¢emz do ni
byla pfidana jedna tableta proteasovych inhibitori (Complete mini Protease Inhibitor).
Nasledovala sonikace bakterii (8 cyklt po 150 sekundach s 30-sekundovymi piestavkami,

40 W, sonda KE76). Po celou dobu byla zkumavka chlazena v ledové lazni. Nerozrusené
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buiiky a jejich zbytky byly odstranény centrifugaci (15 min, 4500 RPM, 4 °C, Beckman
Allegra X-22R, rotor 4250).

Supernatant byl prelit do kyvety pro ultracentrifugaci a byl odstfedén (75 min,
60 000 RPM, 4 °C, Beckman LE-80K, rotor Ti 70). Supernatant byl odlit a peleta byla
resuspendovana v 25 ml PBS pufru (10 mM KH2PO4/KOH; 1 mM EDTA, 20 % glycerol
(VIV); pH 7,7).

3.3.3.2. Titrace heminem

Membranova frakce (kap. 3.3.3.1.) byla titrovana heminem za Ucéelem zvySeni
relativniho obsahu holoformy foto-cyt bs. Bylo méfeno absorpéni spektrum (350-500 nm)
proti pufru titrovaném stejnym mnozstvim heminu, a sledovan nartst rozdilu As13 — Asoo
znacici vazani heminu do aktivniho centra proteinu. Zaroven bylo méfeno absolutni
absorpéni spektrum (proti prazdné kyvete), a byl sledovan posun Amax K niz§im hodnotam.

Titrace byla ukoncéena v okamziku, kdy jiz nedochazelo k narastu As13 — Aseo.

3.3.3.3. Solubilizace foto-cytochromu bs

Vsechny nasledujici tkony byly provadény v chlazené mistnosti pii 6 °C.
Membranova frakce byla prelita do Erlenmayerovy baiky (100 ml) a byla pfidana tableta
proteasovych inhibitori Complete mini. V ledové lazni, v dusikové atmosféie a za stalého
michani byla pfikapavana rychlosti asi 1 kapka za 3 sekundy smés 30 % Brij 35 (w/v)
a 10 % cholatu sodného (w/v) v mnozstvi 1 mg kazdého z detergentti na 1 mg proteinu. Za
stalého michani byl roztok inkubovéan na ledu po dobu 2 hodin. Nasledovala centrifugace
(75 min, 60 000 RPM, 4 °C, Beckman LE-80K, rotor Ti 70), supernatant byl nanesen na
kolonu DEAE-Sepharosy CL6B FF.

3.3.3.4. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B FF

Chromatografie probihala v chlazené mistnosti pfi 6 °C a po celou dobu byla métena
Aus. Piistroj FPLC AKTA Prime plus byl nejdiive programem ,,system wash* vymyt vodou
pro odstranéni ethanolu, kterym je systém vyplnén pii uskladnéni. Nasledné byla zapojena

kolona DEAE-Sepharosy CL6B FF o objemu 20 ml, ktera byla vymyta destilovanou vodou
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(2 ml/min, 1,5 x objem kolony). Tak byl odstranén 20 % ethanol (v/v) slouzici k uchovani
nosi¢e. Nasledné byla kolona ekvilibroviana pufrem EkP1 (4 ml - min?
5 x objem kolony). Na kolonu byl nanesen preparat (1 ml - min'). Kolona byla promyta
pufrem EKP1 (4 ml - min, 5 x objem kolony). Nasledovala eluce ¢sti neéistot gradientem
0-80 mM KCI (0-20 % pufru EIP1, 4 ml - min™). Poté byl eluovan foto-cyt bs izokraticky
80 mM KCI (20 % pufru EIP1, 4 ml - min'). Eluce probihala do tipIného poklesu Asgs. Byly
sbirdny frakce o objemu 10 ml. Frakce, jejichz Asos dosahovala alespot 10 % maximalni
Asos, byly spojeny a zahustény filtraci pomoci centrifugace (50 min, 4 °C, 4500 RPM,
Beckman Allegra X-22R , rotor 4250, membrana s MWCO 30 000). Membrana s MWCO
30 000 byla pouzita i pfes to, ze cyt bs ma molekulovou hmotnost 15,3 kDa [63]. Na
membrané s niz§i MWCO se protein nepodafilo zahustit. Preparat byl dialyzovan v 2 | pufru
DP1 po dobu 1 dne a za stalého michani. Zbylé proteiny zachycené na nosi¢i byly eluovany
400 mM KCI (100 % pufru EIP1, 4 ml - mint). Pfed zah4jenim dalsi chromatografie byla
kolona promyta 1 M NaCl (5 x objem kolony) a destilovanou vodou (5 x objem kolony).
Pro odstranéni detergentu Brij 35 a nahrazeni cholidtem byla obdobné provedena
rechromatografie pomoci pufrti obsahujicich cholat sodny (EkP2, EIP2). Eluce byla
provadéna izokraticky 200 mM KCI. Byly sbirany frakce o objemu 4 ml. K nasledné dialyze
byl pouzit pufr DP2. Vybrané frakce (alespon 10 % maxima Asos) byly spojeny, zahustény
pomoci aparatury Amicon (50 min, 4 °C, 4500 RPM, Beckman Allegra X-22R , rotor 4250,
membrana s MWCO 10 000) a zamraZeny pii -80 °C. Kolona byla opét promyta 1 M NaCl

(5 x objem kolony) a destilovanou vodou (5 x objem kolony).

3.3.4. Fotolyza foto-cyt bs rekonstituovaném v systému s CYP2B4

DLPC byl rozpustén v choloroformu, nacez byl chloroform ponechan odpatfen za
tvorby tenkého filmu DLPC na sténach zkumavky. Film byl resuspendovan v PBS pufru (10
mM KH2PO4/KOH; pH 7,7) a v ledové lazni sonikovan (6 cykli po 25 sekundach
s 5-sekundovymi piestavkami, amplituda 40 %, sonda MS73). Dale byly pfidany oba
enzymy tak, aby vysledna koncentrace CYP2B4 byla 1 uM a foto-cyt bs 1 uM, popt. 5 uM
(300 uM DLPC). Smés byla v chlazené kiemenné kyveté (30 ul) ozatovana po dobu 3 minut
a 15 sekund UV zafenim vybojky (100 W, emisni maximum pii 254 nm). Pro odstinéni
vinovych délek mensich nez 300 nm (pro ochranu proteinu) byla pted kiemennou kyvetu

predsazena kyveta z borosilikatového skla (Pyrex).
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4. Vysledky

4.1. Priprava foto-cytochromu bs

4.1.1. Kultivace bakterii

Kompetentni bakterie E. coli BL21(DE3) Gold byly transformovany plasmidem
PET-22b s modifikovanym krali¢im genem pro cyt bs (mutace M126L a M131L, poskytnut
RNDr. H. Drac¢inskou, Ph.D.) metodou teplotniho Soku a byly kultivovany na plotnach LB
agaru s Amp (100 pg/ml) ptes noc pii 37 °C (kap. 3.3.2.1). Na obr. 12 jsou Petriho misky -

transformovanych bakterii (desitky kolonii) a kontrolni (zadné kolonie), kam byly naneseny

netransformované bakterie.

Obr. 12: Petriho misky po kultivaci bakterii E. coli. Vlevo — miska transformovanych

bakterii. Vpravo — miska netransformovanych bakterii

Bakterie jedné z kolonii transformovanych bakterii byly pfeneseny do 4 ml LB média
0 koncentraci Amp 100 pg/ml a kultivovany 12 hodin pii 37 °C. Opticka denzita (absorbance
pii 600 nm) této suspenze ODsgoo byla 0,981. Z této kultury bylo 2,5 ml ptidano do 250 ml
LB média (Amp 100 pg/ml) a smés byla inkubovana pii 37 °C. Nartst bakterii byl sledovan
prabéznym méfenim ODgoo 1 ml vzorki. Po 3 hodinach, kdy hodnota ODeoo piekrocila 0,6
(viz Tab. 1, str. 39), byla kultivace ukoncena.
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Tab. 1: Hodnoty absorbance pfi 600 nm (ODeoo) suspenze bakterii v zavislosti na

uplynulém ¢ase kultivace

¢as kultivace 0 hod 1 hod 2 hod 3 hod

ODeoo 0,098 0,113 0,223 0,605

4.1.2. Produkce foto-cytochromu bs

Kultura (kap. 4.1.1.) byla rozd¢lena do Sesti zkumavek Falcon. Bakterie byly 2 x
odstiedény (5 min, 4 °C, 4500 RPM, centrifuga Beckman Allegra X-22R, rotor 4250) a
pelety nasledné resuspendovany kazda v 15 ml PBS (10 mM KH2PO4/KOH; pH 7,7). Po
treti centrifugaci za stejnych podminek byly pelety resuspendovany v M9 limitnim médiu s
Amp (100 pg/ml) a 0,425 mM foto-methioninem. Po 15-minutové inkubaci pti 37 °C byla
indukovana produkce proteinu pfidanim IPTG (vysl. konc. 1 mM). Produkce probihala
70 minut pii 37 °C. Hodnota ODsoo pied indukci a po ukonceni exprese proteinu ¢inila 0,552;
resp. 0,601.

Uspé&snost produkce byla ukazana pomoci elektroforézy v prostiedi SDS (Obr. 13,
str. 40) vzorkli obou suspenzi (900 pl suspenze odstiedéno a resuspendovano v 100 pl vody,
z toho 15 pul naneseno na gel s 5 pul vzorkového pufru). Na gelu je patrna ptitomnost foto-Cyt
bs ve vzorku po produkci oproti vzorku pied produkei.

Kultury byly centrifugovany (5 min, 4 °C, 4500 RPM, centrifuga Beckman Allegra
X-22R, rotor 4250) a pelety byly spojeny, resuspendovany v 25 ml PBS a zamraZeny
pii -80 °C.
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Obr. 13: Elektroforeticka separace bakterialni suspenze pied a po produkci foto-cyt
bs. 15 % polyakrylamidovy gel v prostredi SDS. NandSené vzorky: po 20 ul, 6,75X
koncentrované. Oznaceni drah: M - proteinovy standard molekularnich hmotnosti,
0 - bakterialni suspenze pred indukci foto-cyt bs, 1 - bakteridini suspenze po 70 min produkci
foto-cyt bs.

4.2. 1zolace foto-cytochromu bs

4.2.1. I1zolace membranové frakce a solubilizace foto-cytochromu bs

Byla izolovana membranova frakce bakterii E. coli BL21(DE3) Gold obsahujici foto-
cytochrom bs. Prvnim krokem byla mechanické rozbiti bunék sonikaci v pFitomnosti
proteasovych inhibitorii. Jejich ucelem bylo zabranit proteolyze izolovaného proteinu.
Centrifugaci (15 min, 4500 RPM, 4 °C, Beckman Allegra X-22R, rotor 4250) byly
odstranény zbytky bunék a buiky nerozruSené (peleta). Supernatant byl podroben
ultracentrifugaci (75 min, 60 000 RPM, 4 °C, Beckman LE-80K, rotor Ti 70), ¢imz byla
ziskana peleta membranové frakce a volné proteiny zlstaly v supernatantu. Peleta byla
prevedena do 25 ml PBS.

Pomoci metody BCA (kap. 3.3.1.1) byla v preparatu stanovena koncentrace proteinu
0,19 mg - ml. Byla pfiddna dalsi tableta proteasovych inhibitoréi pro ochranu proteinu
oddéleného od membrany, jelikoz diive pfidané inhibitory byly odstranény se supernatantem

po ultracentrifugaci. Do roztoku membranové frakce poté bylo pfikapano pod dusikovou
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atmosférou odpovidajici mnozstvi detergentu. Zde pravdépodobné doslo k chybé a bylo
ptidano mnohem vétsi mnozstvi detergentu (pravépodobné 1000 x), coz mélo za nasledek
chyby v analyze pomoci SDS elektroforézy a stanoveni koncentrace proteini metodou BCA
(Obr. 18, str. 46 a Tab. 4, str. 47). Solubilizovany foto-cyt bs byl ultracentrifugaci (75 min,
60 000 RPM, 4 °C, Beckman LE-80K, rotor Ti 70) oddélen od zbytkii membran (peleta)
a supernatant o objemu 75 ml byl nanesen na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B FF.

4.2.2. Titrace heminem

Pii méfeni absorpéniho spektra membranové frakce byl namétfen nizky pik pfi
413 nm, coz naznacovalo nizky obsah holoformy foto-cyt bs (Obr. 14, str. 43). Za
piedpokladu, ze vétsina foto-cyt bs se nachazela v apoformé, byla membranova frakce
titrovana heminem s cilem zvysit obsah holoformy foto-cyt bs. Za u¢elem odhadu mnozstvi
heminu, které je tieba piidat k 25 ml roztoku, byl nejprve titrovan jeji 600 pl vzorek. Bylo
méfeno absorpéni spektrum (350-500 nm) s postupnymi piidavky 1 mM heminu proti PBS
pufru titrovanému stejnym mnozstvim heminu (Obr. 14, str. 43). Byl sledovan nartst
maxima absorbance pii 413 nm vici minimu pii 500 nm. Relativni riist A413 znaci zvySovani
inkorporace heminu do aktivniho centra proteinu. Titrace byla ukonéena pfi zastaveni rustu
po celkovém piidavku 13 pul 1 mM heminu do vzorku. Volny hemin ma absorp¢ni maximum
pii 385 nm. V okamziku, kdy se hemin pfestal inkorporovat do proteinu, rostla absorbance
pii této vinoveé délce. Tento rozdil byl patrny v absolutnim spektru, protoZze v tomto ptipade
nebyly hodnoty absorbance heminu ze spektra odecitany. Pfitomnost volného heminu se
projevila posunem absorpéniho maxima ze 413 nm K niz§im hodnotam. VSechny méfené

hodnoty jsou uvedeny v Tab. 2, str. 42.
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Tab. 2: Zavislost relativni velikosti As13 a hodnoty absorpéniho maxima na celkovém

pridavku heminu

Celkovy ptidavek 1 mM heminu (ul) 0 5 7 9 13 15

Piidavek heminu vztazeny na objem
roztoku (umol - dm™)

As13 — Asoo 021 | 033|039 | 0,41 | 0,46 | 0,46
Amax (NM) 409,0 | 412,4 | 412,4 | 412,4 | 410,3 | 410,3

0 83 | 11,7 | 150 | 21,7 | 25,0

Pridavky do 600 ul membrdanové frakce. Amax — vinova délka v maximu absorbance,

As13 - absorbance pri 413 nm, Asoo — absorbance pri 500 nm

Dale byla titrovana i membranova frakce v celém objemu (Tab. 3; Obr. 14, str. 43).
Do 25 ml roztoku bylo celkové ptidano 525 pl 1 mM heminu.

Tab. 3: Zavislost relativni velikosti As13 a hodnoty absorpéniho maxima na celkovém

pridavku heminu

Celkovy ptidavek 1 mM heminu (ul) 0 475 | 525

Pfidavek 1 mM heminu vztazeny na
objem roztoku (umol - dm)

As13 — Asoo 0,24 | 0,40 | 0,51
Jmax (NM) 411,7 | 411,0 | 410,3

0 19,0 | 21,0

Pridavky do 25 ml membranové frakce. Amax — vinova délka v maximu absorbance,

As13- absorbance pri 413 nm, Asoo — absorbance pri 500 nm

Porovnéanim titrace 600 pl vzorku a 25 ml roztoku membranové frakce je patrné, ze u velkého
objemu roztoku Ize dosahnout vy$$i miry integrace heminu nez u vzorku, a to s relativné
mensim piidavkem heminu. Zatimco pro 600 ul vzorek se rist As13 — Asoo zastavil na hodnoté
0,46 pti piidavku 21,7 pmol - dm™, pro 25 ml roztok byla hodnota A1z — Asoo 0,51 pii
ptidavku 21,0 umol - dm™.
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Obr. 14: Zavislost absorbance membranové frakce na celkovém pridavku 1 mM
heminu. Vlevo - 600 ul vzorek membranové frakce. Vpravo - 25 ml membrdnové frakce.

Pridavky 1 mM heminu vyznaceny v obrazku.

4.2.3. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B FF

DEAE-Sepharosa je anex, ¢ili je schopna vyménovat zaporné nabité ionty diky
parovani s kladn¢ nabitymi skupinami. Dle predikce z primarni sekvence je teoreticky
izoelektricky bod cyt bs (pl) roven 5,14 [63]. Pti pH ekvilibra¢niho pufru 7,7 tudiz protein
nese zaporny naboj a je schopen se zachytit na kladné nabitém anexu. VSechny proteiny,
které jsou pii tomto pH nabité kladn€ nebo jsou neutralni, kolonou prochazeji. Pfi
chromatografii byla méfena absorbance pii 405 nm.

Chromatografie na kolon¢ DEAE-Sepharosy CL6B FF (6 °C, kap. 3.3.3.4.) byla
provadéna celkem dvakrat. Prvni chromatografie byla provedena za ucelem izolace
foto-cyt bs. Na kolonu bylo naneseno 75 ml roztoku. Po promyti kolony 100 ml
ekvilibracniho pufru byly zachycené proteinové necistoty odplaveny gradientem 0-80 mM
KCI (40 ml). Foto-cyt bs byl eluovan izokraticky 80 mM KCI a byly jimany frakce o objemu
10 ml. Absorbance v maximu dosahovala hodnoty 0,042 a na zakladé¢ eluénich profila byly
spojeny frakce 15-22 (Obr. 16, str. 45) v celkovém objemu 80 ml. Frakce byly zvoleny tak,

aby jejich A4os dosahovala alesponl 10 % maxima pii 405 nm. Spojené frakce byly zahustény
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filtraci (50 min, 4 °C, 4500 RPM, Beckman Allegra X-22R , rotor 4250, membrana s MWCO
30 000) na objem 3,5 ml. Membrana s MWCO 30 000 byla pouzita proto, Ze na membrané
s MWCO 10 000 zahustovani neprobihalo. Kombinace Brij 35 a glycerolu pravdépodobné
zpusobila spolecné s proteiny ucpani membrany. Pro odstranéni nizkomolekularnich iont
byla po chromatografii provedena dialyza po dobu 1 dne pii 6 °C proti pufru obsahujicim
Brij 35. Kolona byla promyta 1 M NaCl a destilovanou vodu.
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Obr. 15: Eluéni profil foto-cyt bs pfi prvni chromatografii: Cisla na vodorovné ose
oznacuji sbirané frakce o objemu 10 ml. Frakci ¢. 11 predchdzelo promyti kolony 100 ml
ekvilibracniho pufiu. Frakce 11-14: podil elucniho pufru 0 =20 % (vysl. 0-80 mM KCI).
Frakce 15-22: podil elucniho pufru = 20 % (vysl. 80 mM KCI). Tyto frakce slouzily k zisku
foto-cyt bs. Frakce 23-38: podil elucniho pufru 100 % (400 mM KCI).

S cilem oddélit od preparatu detergent Brij 35, nahradit ho cholatem sodnym a
preparat zahustit, byla provedena rechromatografie na stejné kolon¢. Cholat sodny je jako
Brij 35 detergentem. Pfitomnost detergentu v proteinovém preparatu je nutnd, aby protein
nezacal agregovat. Na rozdil od Brij 35 je ale cholat mozné odstranit dialyzou. Pii
rechromatografii byla eluce provadéna izokraticky 200 mM KCI za ucelem rychlého
vyplaveni proteinu do co nejmensiho objemu eluatu. Byly sbirany frakce o objemu 4 ml.
Maximalni hodnota Ass dosahla 0,105 a byly spojeny dvé frakce, jejichZz Asos dosahla
alespon 10 % maxima (frakce 21 a 22) o celkovém objemu 8 ml. (Obr. 16, str. 45). Frakce

byly zahustény filtraci na objem 0,5 ml. Pro odstranéni nizkomolekularnich iontt a cholatu
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sodného byla po chromatografii provedena dialyza po dobu 1 dne pii 6 °C proti pufru

neobsahujicimu detergenty.
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Obr. 16: Elué¢ni profil foto-cyt bs p¥i rechromatografii. Eluce izokraticky 200 mM KClI
pocinaje frakci 21 (V = 112 ml). Shirané frakce o objemu 4 ml. Pro izolaci foto-cyt bs byly
spojeny frakce 21 a 22.

Obrazek 17 (str. 46) shrnuje prub¢h izolace foto-cyt bs. Velka ¢ast proteint
v bakterialni suspenzi po sonikaci byla odstranéna se supernatantem prvni ultracentrifugace.
V peleté je patrnd piitomnost zejména foto-cyt bs (15 kDa) a proteinu o molekulové
hmotnosti 36 kDa. V supernatantu druhé centrifugace mél byt pozorovatelny solubilizovany
foto-cyt bs, ale draha je zcela rozmyta. To bylo zptisobeno nadbytkem detergentti Brij 35
a cholatu sodného, kterych bylo chybné pifiddno pravdépodobné 1000 x vice béhem
solubilizace nez bylo zamysleno. S peletou obsahujici membrany byl odstranén protein
s molekulovou hmotnosti 36 kDa a malé mnozstvi mnoha proteinti o riznych molekulovych
hmotnostech. Celkové nejvétsi mnozstvi proteinti bylo odstranéno odstfed’ovanim, v draze

eluatu prvni chromatografie je jiz patrna pouze jedna zona, a to foto-cytochromu bs.
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Obr. 17: Elektroforeticka separace vzorku z pribéhu izolace foto-cyt bs.
15 % polyakrylamidovy gel. Oznaceni drah: M — proteinovy standard, 1 — bakteridlni
suspenze bezprostiedné po sonikaci, 2 — supernatant po prvni ultracentrifugaci,
3 - membrdnova frakce, 4 — supernatant po druhé ultracentrifugaci (pred chromatografii),
5—peleta po druhé ultracentrifugaci, 6 — preparat po prvni chromatografii (rel. Fedeni 10 ),
7 — finalni preparat

Pro vzorky odebirané v pribéhu izolace byla stanovena koncentrace proteinil
metodou BCA (kap. 3.3.1.1.). Kalibra¢ni ptimka pro toho stanoveni je uvedena na Obr. 18.

Hodnoty molarnich koncentraci ziskanych touto metodou jsou uvedeny v Tab. 4, str. 47.
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Obr. 18: Kalibraé¢ni piimka pro stanoveni koncentrace proteini metodou BCA ve
vzorcich z pribéhu izolace. Pouzity standardy BSA o konc. 1,0; 0,75; 0,5; 0,25
a0,125mg - ml?,
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Tab. 4 — MnoZstvi proteini béhem jednotlivych fazi izolace foto-cyt bs

¢. Zdroj vzorku cop(mg-mlY) [ V(ml) | mp(mg) %
1 | Bakterialni suspenze po sonikaci 2,1+0,17 25 53+43 100
2 S“&‘;ﬁ;‘?g}‘t}:iﬁfgggni 14+011 | 25 | 35+£28 | 66
g | Pelewpoprniultacentifugact | g6 o017 | 25 | 152043 | 28
4 Supernatant po druhé 0720030 | 75 | 53+23 |(100)

ultracentrifugaci

5 Peleta po druhé ultracentrifugaci | 0,4 + 0,036 25 10+ 0,9 19

6 Roztok po prvni chromatografii 2,5+0,54 3,5 8,8+1,9 17

7 Finalni preparat foto-cyt bs 3,0+0,21 0,5 ,5+0,I1 | 2,8

Cp — molarni koncentrace proteinu, V — objem suspenze, mp — celkova hmotnost proteinu,
[%] — vytezek proteinu vzhiedem k bakteridlni suspenzi

Béhem ultracentrifugace sonikované bakteridlni suspenze byly odstranény asi dvé
tietiny vSech proteind. Pfiblizné tfetina (15 mg) byla zachovéana v pelet¢ (membranova
frakce). Po solubilizaci byla provedena druha ultracentrifugace. Vice jak polovina proteint
(10 mg) byla odstranéna s peletou. Hodnota koncentrace proteinti v supernatantu je vyrazné
nadhodnocena, pravdépodobné v diisledku vysokého nadbytku detergentd ve vzorku, které
meély interferovaly se stanovenim. Soucet hmotnosti proteini z pelety po druhé
ultracentrifugaci (10 mg) a po prvni chromatografii (8,8 mg) je vyssi, neZ hmotnost proteint
Vv peleté po prvni ultracentrifugaci (15 mg). Na nepiesnosti stanoveni se mohlo podilet
nékolik faktort. Kromé nepfesnosti samotné metody (standard BSA obecné reprezentuje
proteiny jen piiblizné¢) mohla mit vliv pfitomnost detergentu ve vzorku po prvni
chromatografii. Vyloucit nelze chybu pipetovani.

Za ptedpokladu, Ze hodnota pro tento vzorek nebyla vyrazné zkreslena, ztrata
proteinti béhem druhé chromatografie byla asi 83%. Tato hodnota je ale pravdépodobné
vyrazné nadhodnocend, protoZze b&hem nandseni proteinu na kolonu ani pfi promyvani
nebylo pozorovano vyrazné protékani proteinu kolonou. MnoZstvi proteinti uvolnénych do
nesbiranych frakci 23-27 taktéz nebylo velké (Obr. 14, str. 45). Na ztratach se mohlo podilet
zahu$tovani frakci po prvni chromatografii, které bylo provedeno na membrané

s MWCO 30 000.
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4.2.4. Charakterizace finalniho preparatu foto-cyt bs

Cistota finalniho preparatu byla ovéfena elektroforézou v 15 % polyakrylamidovém
gelu (Obr. 17, str. 46).

Pro finalni prepardt byla stanovena koncentrace proteini metodou BCA
(kap. 3.3.1.1) o hodnoté 3,0 mg - ml™. Kalibrani pfimka pro stanoveni je uvedena na
Obr. 18, str. 47.

Celkem bylo z 250 ml bakterialni kultury ziskano 1,5 mg proteinu - vytézek z
jednoho litru by tak ¢inil 6,0 mg. Vytézek vici membranové frakei ¢inil 10 %.

Dale bylo prométeno absolutni absorpcni spektrum finélniho preparatu v 260-500 nm
(Obr. 19). Na ktivce jsou patrna dvé maxima. Maximum pii 280 nm je zptisobeno absorpci
aromatickymi postrannimi fetézci aminokyselin apoproteinu i holoproteinu, zatimco

maximum pii 413 nm je charakteristické pouze pro holoformu hemoproteinu.
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Obr. 19: Absolutni absorpéni spektrum findlniho preparatu foto-cyts. /20 x redeény
vzorek, spektrofotometr Agilent Cary 60.

Podle metody popsané v kap. 3.3.1.2 byla z absolutniho spektra vypoctena molarni
koncentrace holoformy foto-cyts a molarni koncentrace apoformy + holoformy foto-cyt bs,

které jsou uvedeny v Tab. 5.
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Tab. 5: Stanovené koncentrace foto-cyt bs z absolutniho absorp¢niho spektra:

Cholo [#mol - dm™] C [umol - dm™]
49,4 51,3

Cholo — moldrni koncentrace holoformy foto-Cyt bs vypoctend z absorbance pri 413 nm,
€ — molarni koncentrace foto-cyt bs (holoformy i apoformy) vypoctena z absorbance pri 280

nm.

Specificky obsah holo-foto-cyt bs ¢&inil 16,5 nmol - mg? a specificky obsah
foto-cyt bs byl 17,1 nmol - mg?. Z toho vyplyva 96 % podil holoformy foto-cyt bs.

Analyza findlniho preparatu foto-cyt bs hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF)
byla provedena konzultantem prdce RNDr. TomaSem JeCmenem. Hmotnostni spektrum
chymotryptickych peptidi finalniho preparatu cyt bs je ukazano na Obr. 20, str. 50. Pokryti
sekvence proteinu je 77 % a methionin je v ni substituovan foto-reaktivnim analogem z asi
30 %.
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Obr. 20: MALDI-TOF hmotnostni spektrum chymotrypsinem S§tépeného finalniho
preparatu foto-cyt bs. Matrice - dihydroxybenzoova kyselina; oznacené experimentadlni
hodnoty hmotnosti ku ndboji (experim. m/z) odpovidaji peptidiim cyt bs; a.i. - absolutni
intenzita. V detailu oznaceny signaly peptidu s pMet (Cerveny) a Met (modry) v pozici 96;
Obrazek poskytnut RNDr. Tomasem Jecmenem.

4.3. Fotolyza v systému s CYP2B4

Finalni preparat foto-cyt bs byl pouzit ke studiu protein-proteinovych interakci s
CYP2B4 technikou kovalentniho sitovani. Smési CYP2B4 s foto-cyt bs v molarnim poméru
1:1 a 1.5 byly po rekonstituci v membrané DLPC fotolyzovany zafenim UV vybojky
(3:15 min, 100 W, emisni maximum pfti 254 nm). Vzniklé komplexy byly elektroforeticky
separovany (Obr. 21, str. 51). Byly identifikovany 3 kovalentni heterooligomerni komplexy
(A, B, C) pro oba molarni poméry CYP2B4 a foto-cyt bs.
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Obr. 21: Elektroforeticka separace produkti fotolyzy foto-cyt bs a CYP2B4.

8 % polyakrylamidovy separacni gel, barveni stiibrem.

M - proteinovy standard molekulovych hmotnosti, 1 - foto-cyt bs a CYP2B4 v moldrnim
poméru 1:1, 2 - foto-cyt bs a CYP2B4 v moldrnim pomeéru 5:1, 3 - CYP2B4 (kontrola),
4 - foto-cyt bs (kontrola).

Komplex A je soud¢ podle molekulové hmotnosti dimerem foto-cyt bs a CYP2B4. Obdobné
komplexy B a C patrn¢ jsou foto-cyt bsa CYP2B4 v molarnim poméru 2:1, resp. 1:2.
Analyza vzniklych heterooligomerti hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF) byla
provedena konzultantem prace RNDr. TomaSem Je¢menem. Peptidové mapovani ukéazalo
pfitomnost peptidi cyt bs i CYP2B4 ve vSech tfech heterooligomernich komplexech

vzniklych fotolyzou rekonstituovaného systému.
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5. Diskuze

K piipravé analogu cytochromu bs s fotolabilni skupinou byla pouzita heterologni
exprese Vv bakteriich E. coli BL21(DE3). Inkorporace methioninového analogu
(foto-methioninu) je mozna diky relativné nizsi selektivité Met-tRNA synthetasy. Pro
zamezeni kompetice methioninu s foto-methioninem byla exprese provadéna v limitnim
médiu M9 neobsahujicim methionin. K jist¢ kompetici ale pravdépodobné dochazelo,
jelikoz bakterie dokézou syntetizovat methionin vlastni. Tomu by bylo mozné zabranit
pouzitim auxotrofnich bakterii, kter¢ by methionin nebyly schopny vyrabét. Cilem bylo
piipravit foto-cyt bs s pravé jednim ze tfi methioninti v sekvenci (pozice 96) nahrazenym
foto-methioninem.  Bakterie byly proto transformovany plasmidem pET-22b
s modifikovanym krali¢im genem pro cyt bs, kde byly kodony pro ostatni dva methioniny
nahrazeny kodony pro leuciny (mutace M126L a M131L). Produkce foto-cyt bs probihala
podle podminek optimalizovanych pro produkci foto-reaktivnich analogti cyt bs [65, 66, 67].
Bakterie byly aerobné kultivovany pti 37 °C v 250 ml LB média do dosaZeni ODsoo = 0,6.
Pii kultivaci k vy$§im hodnotdm ODeoo by mohlo dochézet k vyCerpani aminokyselin a ke
snizeni nasledné produkce. Produkce v M9 limitnim médiu obsahujiciho navic
foto-methionin byla indukovana IPTG o vysl. konc. 1 mM a byla ukon¢ena po 70 minutach.
Hmotnostni analyzou finalniho preparatu foto-Cyt bs a porovnanim intenzit signalti peptida
obsahujicich methionin nebo foto-methionin byla zjisténa substituce methioninu
foto-methioniem z asi 30 %. Srovnatelného vysledku jiz bylo pti ptipravé foto-cyt bs diive
dosazeno [66]. Jedna se pomérné vysokou miru inkorporace, protoze dodavatel
foto-methioninu uvadi, Ze mira inkorporace foto-methioninu do proteinu je zpravidla
10-20 % [68].

Pfi ptipraveé detergentt pro solubilizaci proteinu pravdépodobné doslo k chybé a bylo
pfidano extrémné nadbytecné mnozstvi detergentu Brij 35 a cholatu sodného. To bylo
pfi¢inou rozmyti vzorku solubilizatu v draze pti SDS elektroforéze (draha 4, Obr. 18, str.
46). Vysoké mnozstvi detergentu mélo pravdépodobné i vliv na hodnotu koncentrace
proteint, stanovenou metodou BCA (Tab. 4, str. 47). Hodnota koncentrace nékolikanasobné
pievySovala predpoklad. Piebytecny detergent by bylo mozné odstranit napiiklad

vysrazenim proteinu v acetonu [68]. V prib¢hu izolace byl detergent nakonec odstranén diky
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rechromatografii na koloné DEAE-Sepharosy CL6B FF, kde byl Brij 35 nahrazen cholatem
sodnym. Cholat byl odstranén dialyzou.

Za predpokladu, ze ve finalnim preparatu nebyla zadnd jina latka absorbujici pfi
280 nm nez foto-cyt bs, byl specificky obsah holo-foto-cyt bs 16,5 nmol - mg™ a specificky
obsah foto-cyt bs 17,1 nmol - mg. Z toho vyplyva 96 % podil holoformy foto-cyt bs. Titrace
heminem tedy byla velmi Gspésna. V jiné praci [66] bylo podobnym postupem dosazeno
miry inkorporace hemu do aktivniho centra proteinu 72 %. V piipad€, ze hemin nebyl
k proteinu (cyt bs) ptidan [69], byl pomér holoformy pouze 7,5 %. Vysoky obsah apoformy
exprimovaného cyt bs muize byt zplisoben vysokou rychlosti exprese, kdy dochazi ke
kompetici o aminokyseliny mezi biosynthesou hemu a proteosynthesou [70].

Z gelu elektroforézy komplext vzniklych po fotolyze rekonstituovaného systému
foto-cyt bs s CYP2B4 je patrné, Ze bez ohledu na to, jestli byl molarni pomér foto-cyt bs ku
CYP2B4 5:1 nebo 1:1, v obou ptipadech vznikly tii komplexy molarnich poméru 1:1, 2:1
a 1:2. Tento vysledek je v souladu s vysledky prace, ktera hodnotila foto-reaktivitu

foto-cyt bs s nahodné substituovanym methioninem rovnéz v systému s CYP2B4 [65].

Bylo dokazano, ze lze pfipravit analog cytochromu bs s pravé jednou pozici pro
methionin (96) a b&éhem exprese proteinu zavést do této pozice foto-methionin.
Optimalizované metody pro produkci a izolaci proteinu funguji podobné jako pro foto-cyt bs,
kde nebyl substituovan methionin foto-reaktivnim analogem jen v jedné konkrétni pozici.
Titraci heminem po solubilizaci 1ze ziskat holo-formu foto-cyt bs s 96 % podilem. Fotolyza

s CYP2B4 rovnéz poskytuje analogické vysledky.
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6. Shrnuti

V praci byl pfipraven a izolovan analog cytochromu bs (foto-cyt bs), v némz byl
methionin (Met) v pozici 96 nahrazen foto-reaktivnim analogem (pMet). Exprese prob&hla
Vv bakteriiich E. coli BL21(DE3) Gold transformovanych plasmidem modifikovanym tak,
aby dva ze tfi Met (krom¢ Met96) v proteinu byly nahrazeny leucinem. Produkce proteinu
probihala 70 min v limitnim médiu M9 neobsahujicim Met. Purifikaci bylo ziskano 1,5 mg
proteinu z 250 ml bakterialni suspenze se specifickym obsahem holoformy foto-cyt bs
16,5 nmol - mgta 96 % pomérem viéi apoformé. Hmotnostni analyzou foto-Cyt bs bylo
ur¢eno, ze methionin byl v sekvenci substituovan foto-reaktivnim analogem z asi 30 %
(pokryti sekvence 77 %).

Foto-reaktivita foto-cyt bs byla prokazana v rekonstituovaném systému s CYP2B4,
ktery byl ozafen UV zafenim. Byly nalezeny 3 heterooligomery o molekularnich
hmotnostech odpovidajici poméram foto-cyt bs a CYP2B4 v komplexech 1:1, 1:2 a 2:1.
Peptidové mapovani ukdzalo pfitomnost peptidil cyt bs i CYP2B4 ve vSech tfech vzniklych

heterooligomernich komplexech.
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evidence vyptjcovateli.

Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vypiij¢eni Poznamka

S adresou

59



