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Abstrakt

Cytochromy P450 tvoii superrodinu hemovych enzymt, jejiz jednotlivi zastupci se
vyznacuji velmi Sirokou substratovou specifitou, tudiz dokézi odbouravat desitky az stovky
ruznych substratd, avSak s riznou UCinnosti a kinetikou. Mezi latky, jez jsou schopni
zastupci superrodiny cytochromt P450 odbouravat, patii jak eobiotika, tak xenobiotika. U
obratlovcu se jedna o membranové enzymy vazané v endoplasmatickém retikulu, které se
vyskytuji ve zvySené mife v celé fadé tkani, napt. v klizi, ledvinach ¢i plicich. Nejvice a
nejcastéji se ovSem vyskytuji v jatrech. Cytochrom P450 1B1 je inducibilni enzym, ktery se
vyskytuje prevazné v plicich a kizi. Jeho exprese je indukovana pfevazné piitomnosti
polycyklickych aromatickych uhlovodikii a dioxind. Mezi xenobiotika degradovand
cytochromem P450 1B1 patii rovnéz nékteré heterocyklické aminy. Enzymy superrodiny
cytochromit P450 jsou taktéz zodpovédné za metabolickou aktivaci fady karcinogent na
reaktivni latky, jeZ participuji na vzniku aduktt s DNA a zvySuji hladinu oxida¢niho stresu
v burice.

Tato diplomova prace se zabyva (i) pfipravou dvou forem expresnich vektora
kodujicich gen lidské formy cytochromu P450 1B1, (ii) heterologni expresi tohoto
proteinu, (ii1) jeho naslednou izolaci doplnénou v jednom ptipadé o Stépeni TEV proteasou
a (iv) porovnanim aktivity ziskanych preparatti v rekonstituovaném systému v piitomnosti
potkani NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy a fakultativni piitomnosti lidského
cytochromu bs.

Kli¢ova slova: cytochrom P450 1B1, karcinogeneze, heterologni exprese, izolace, TEV

proteasa



Abstract

Cytochromes P450 are heme enzymes with very broad substrate specificity, they
can oxidize tens to hundreds of different substrates including both eobiotics and
xenobiotics, but with varying efficiencies and kinetics. They are responsible for the
metabolic activation of many carcinogens resulting in formation of reactive intermediates,
these reactive species participate in the formation of DNA adducts and also increase of
oxidative stress. Eukaryotic cytochromes P450 are membrane bound enzymes found mostly
in the endoplasmic reticulum. In vertebrates, they are expressed in a variety of tissues
mostly in the liver, but also in kidney, lung, skin and others. The cytochrome P450 1B1 is
an inducible enzyme which occurs mainly in the lung and skin. Its expression is induced
predominantly by the presence of polycyclic aromatic hydrocarbons, dioxins and
heterocyclic amines. The human cytochromes P450 are typically obtained using
heterologous expression and isolated as a C-terminally modified hexa-histaq constructs
using immobilized metal affinity chromatography.

This thesis focuses on effect of C-terminal modifications on activity of human
cytochrome P450 1B1. First, the two expression vectors encoding the human form of
cytochrome P450 1B1 were prepared, one contained a classical C-terminal hexa-histaq
modification and second vector histaq that can be removed by a TEV protease. Both forms
were produced by the heterologous expression, subsequently isolated and cleaved. Activity
of both enzymes was finally evaluated in the reconstituted system in the presence of rat
NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase and facultative presence of a human cytochrome
bs.

Key words: cytochrome P450 1B1, carcinogenesis, heterologous expression, isolation,
TEV protease

[In Czech]
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Seznam zkratek

Seznam zkratek

BSA
CAMP
cDNA
CYP1B1

CYP1B1-fw-2-4-del
CYP1B1-his
CYP1B1-his2

CYP1B1-his2b

CYP1B1hm

CYP1B1m
CYP1B1-rev-His6

CYP1B1-rev-TEVHis6

CYP1B1-T-his

CYP1B1-T-his2

CYP1B1-T-his2c

absorbance pii X nanometrech

kyselina 6-aminolevulova

peroxodisiran amonny

o-naftoflavon

kyselina bicinchoninova

N,N-methylen-bisakrylamid

part bazi (,,Base pairs*)

hovézi sérovy albumin (,,Bovine serum albumin®)

cyklicky adenosinmonofosfat

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

cytochrom P450, kde ,,1B1* oznacuje rodinu, podrodinu a
potadové ¢islo enzymu v podrodiné

,primer* pro ,,forward*

gen; forma genu CYP1B1 s histidinovou kotvou

forma genu CYP1BL1 s histidinovou kotvou — pro dalsi praci
vybréana kolonie ,,2%

forma genu CYP1B1 — pro dalsi praci vybrana kolonie ,,2° —
po nové transformaci vektorem CYP1B1-his2/pCW vybréana
pro dalsi praci kolonie ,,b*

protein; forma CYP1BL1 s histidinovou kotvou

protein; forma CYP1B1 po odstépeni histidinové kotvy
»primer* pro ,,reverse‘ bez Stépiciho mista pro TEV proteasu
»primer* pro ,,reverse se st€picim mistem pro TEV proteasu
gen; forma genu CYP1BL1 s histidinovou kotvou a $tépicim
mistem pro TEV proteasu

forma genu CYP1B1 s histidinovou kotvou a $tépicim mistem
pro TEV proteasu — pro dalsi préaci vybrana kolonie ,,2*
forma genu CYP1BL1 s histidinovou kotvou a §tépicim mistem
pro TEV proteasu — pro dalsi praci vybrana kolonie ,,2 — po
nové transformaci vektorem CYP1B1-T-his2/pCW vybrana

kolonie ,,c*
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CYP1B1thm
DLPC
DMSO
DNA

E. coli
EDTA

FAD

FMN
HEPES
HPLC

ETEV

CHAPS

IPTG

LB medium
MFO system
mMRNA

mQ

NADH
NADPH
Ni-IDA

NMR
ODsoo
PCR
pCW-forw

pCW-rev

pDNA

PEG 6000

Pfu polymerasa

protein; forma CYP pted odstépenim histidinové kotvy
1,2-dilauryl-sn-glycero-3-fosfocholin

dimethylsulfoxid

kyselina deoxyribonukleotidova

Escherichia coli

kyselina ethylendiamintetraoctova

flavinadeninnukleotid

flavinmononukleotid
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonova kyselina
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

absorp¢ni molarni koeficient pro TEV proteasu
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-

propansulfonat

isopropy! b-D-1-thiogalaktopyranosid

Luria-Brooth medium

systém se smiSenou funkci oxidas a oxygenas

,messenger RNA

deionizovana voda

B-nikotinamid adenin dinukleotid redukovany
B-nikotinamid adenin dinukleotid 2’-fosfat redukovany
kyselina iminodioctova kovalentné navazana na agarosu
imobilizovana nikelantymi kationty

nuklearni magneticka rezonance

optickd denzita métend pii 600 nm

polymerasova fetézova reakce (,,polymerase chain reaction®)
»primer* pro ,,forward* sekvenaci vektoru na bazi plasmidu
pCW

,primer* pro ,,reverse* sekvenaci vektoru na bazi plasmidu
pCW

plasmidovd DNA

polyethylenglykol s primérnou molekulovou hmotnosti 6000

DNA polymerasa z bakterie Pyrococcus Furiosus
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Seznam zkratek

PMSF
RH

ROH

RNA

SDS
SDS-PAGE
Sudan |

TB medium
TEMED
TEV proteasa
Tris

Tris/HCI, resp.

Tris/octan
Triton X-100
UDP

viv

wiv

fenylmethylsulfonyl fluorid

vodikovy atom vazany na uhliku, jenz bude oxidovan, kde ,,R*
znacni zbytek molekuly

hydroxylové skupina vdzana na atomu uhliku, kde ,,R*“ zna¢ni
zbytek molekuly

kyselina ribonukleova

dodecylsulfat sodny

elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
1-fenylazo-2-naftol

Terrific brooth medium

N,N,N",N"-tetramethylethylendiimin

virova proteasa z ,,tabacco etch virus*
tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tris ve smési s kyselinou chlorovodikovou, resp. octovou

polyethylenglycol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenyl ether
uridindifosfat
,volume/volume®, objem latky v mililitrech ve 100 ml

»weight/volume®, po€et gramt latky ve 100 ml



Uvod

1 Uvod

1.1 Biotransformace xenobiotik

Cizorodé latky neboli xenobiotika jsou latky, s nimiz organismus ptichazi denné do
kontaktu. Tyto latky organismu neptinaseji zadny energeticky profit, neslouzi jako stavebni
materidl a ani nejsou potiebné pro jeho zdravy vyvoj [1]. Je proto Zadouci, aby je
organismus co mozna nejrychleji vyloucil, v ptipadé 1éka ihned po vykonani svého Ukolu
v organismu. Soubor mechanismi, které se na vyluCovani téchto latek podili, se oznacuje
jako biotransformace [2].

Xenobiotika jsou ¢asto nepolarnimi latkami, které dobie prochazeji membranami.
Nektera z nich jsou vysoce reaktivni, tudiZ jsou schopna tvofit kovalentni adukty s DNA.
Néktera xenobiotika se mohou vazat i na vice molekul za vzniku tzv. ,.cross-linkingu®
(propojeni molekul). Miuze dochazet jak k ,,DNA-DNA cross-linkingu” (intra i
intermolekularnimu), tak k ,,DNA-protein cross-linkingu®“. Xenobiotika mohou taktéz
modifikovat DNA nekovalentnimi interakcemi, napifiklad se vmezefit mezi pary bazi
v DNA dvojsroubovici — interkalovat se. Tyto organismu nevlastni latky se mohou rovnéz
vazat na proteiny (napf. na transkripéni faktory ¢i protoonkoproteiny) [3]. VétSina
xenobiotik vSak neni ve své puvodni form¢ dostate¢né reaktivni na to, aby mohla
samovolné reagovat s DNA nebo proteiny. K jejich aktivaci dochazi az v prvni, pfipadné
druhé fazi metabolické ptemény (Obrazek 1). Aktivace xenobiotik zptisobuje zménu jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti, diky nimz muze dochazet k vySe zminénym alteracim.
Tyto zmény mohou nasledné vést k jednotlivym bodovym mutacim, jenz se mohou
kumulovat. Dusledkem jejich kumulace je jak zména struktury DNA, tak produkce
proteinli s pozménénou strukturou a tudiZ 1 funkci. VSechny tyto faktory vedou ke

zvySenému riziku vzniku nadorového loziska [4].
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karcinogen J

| metabolickd aktivace | |n1ctabnlick=i detoxikace |

1. fize biotransformace
foxidare, redukee, Iydrol yza)

aktivovany karcinogen detoxikovany karcinogen
2. fire biotransformace

(kenjupace s kys. plukuronovou, pluta-
thionem, aktivoim sulfdtern, acetdtem)

DNA

perzistentni adukty v onkogenech konjugidt
a tumorsupresomovych genech
mutace climinace  bungk
nidorovy proces vylougeni  organismn

Obrazek 1 Schéma metabolické aktivace karcinogenti pomoci biotransformacnich reakci
(Ptevzato z [5]).

Biotransformacni enzymy, jejichz substratova specifita je velice Siroka [2], se
nachazeji u organismt vSech vyvojovych urovni — nejen eukaryot a prokaryot, ale dokonce
také u nékterych vird [6]. Vlivem evoluce v zavislosti na svych zivotnich cyklech a
potiebach se sady téchto enzymii u jednotlivych organismt vyvijely riznymi sméry [7].
Vys$si organismy se snazily xenobiotika ze svého organismu vytésnit, zatimco nizsi
organismy se je snazily vyuzivat jako zdroj energie ¢i uhliku [8].

Vedle metabolismu xenobiotik se biotransforma¢ni enzymy podili také na degradaci
eobiotik, jimiz mohou byt steroidni slouceniny, Kyselina arachidonova, zlucové kyseliny
nebo vitaminy A a D a lipidy [9,10]. Zptsob degradace obou typu latek zavisi predev§im
na jejich povaze. Pokud je latka dostateéné hydrofilni, organismus je schopen ji vylougit,
aniz by musela vstupovat do reakce s enzymy prvni pfipadné druhé faze biotransformace.
Jak je patrné z Obrazek 2, s klesajici hydrofilitou vstupuje xenobiotikum, resp. eobiotikum
do biotransformacnich reakci, diky kterym se jeho hydrofilita zvySuje a usnadiiuje se tak
jeho exkrece z organismu. K vylu¢ovani metabolitd xenobiotik dochazi nejéastéji moci a
zlu¢i [3]. Déle pak také dechem ¢i potem. Metabolity xenobiotik se rovnéz mohou ukladat

do vlast, nehti, vousti nebo chlupt [11].
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XENOBIOTIKUM
Hydrofobni Hydrofilni

>
>

IE 2 3 4 5

Akumulace v organismu

|

|. Faze biotransformace |. Faze biotransformace

| |

1. Faze biotransformace

l I

ELIMINACE XENOBIOTIKA Z ORGANISMU

Obréazek 2 Zpusoby exkrece cizorodych latek z organismu (Pievzato a upraveno z [12]).
Xenobiotikum pfi své exkreci z organismu muze v zavislosti na své polarité prochazet
pouze prvni (4) ¢i druhou féazi biotransformace (3) nebo postupné obémi fazemi (2).
V ptipad¢ xenobiotika ryze hydrofilniho charakteru, nemusi do biotransformacnich reakci
vstupovat viibec (5). V ptipadé hydrofobnich latek maji tato xenobiotika tendenci ukladat
se do tukové tkan¢ a metabolizovat se 0 mnoho pomaleji.

Biotransformace xenobiotik u Zivocichti probihd ve dvou stupnich. Sklada se
z derivatiza¢ni faze a konjugacni faze. Pti prvni fazi dochazi k zavedeni polarni ¢asti do
molekuly nebo k jejimu odkryti a tak k naslednému zvySeni poctu snadno
derivatizovatelnych funkénich skupin, které zaroven zvysi hydrofilitu molekuly. Pfi druhé
fazi dochazi ke konjugaci produkti derivatizaéni faze s polarnimi molekulami. Konjugac¢ni
faze ma za cil dal8i prohloubeni hydrofility. U rostlin probiha degradace xenobiotik ve
trech fazich. Prvni a druha probihaji na totoZzném principu jako u Zivo€ichi, ve tfeti fazi

dochézi k opétovné konjugaci [13].

1.1.1 |. faze biotransformace

U malo hydrofilnich latek vstupujicich pii své degradaci do derivatizacni faze
dochazi ke zvySeni jejich polarity. Toto zvySeni muiZe probihat tfemi zpusoby. Do
molekuly je zaveden kyslik nebo molekula ztrati elektrony (S-oxidace, N-oxidace, C-
hydroxylace, N-hydroxylace, deaminace, dealkylace, epoxidace, oxidace alkohold,

aldehydu ¢i dvojné vazby), nebo se za pomoci hydrolytickych reakci odmaskuji polarni

12



Uvod

funk¢ni skupiny v molekule jiz pfitomné (hydrolysa amida a esterl). Zvyseni hydrofility
Ize docilit také pomoci redukéni reakce na nékteré z funkénich skupin xenobiotika (redukce
nitro- a azoskupin) [14-18].

Mezi hlavni oxida¢ni systémy patii MFO systém (kapitola 1.2), resp. systém
oxygenas se smiSenou funkci. Dals$i enzymy podilejici se na biotransformaci oxida¢ni
cestou jsou flavinové monooxygenasy (Zieglerovy enzymy). Tyto enzymy zavadéji do
molekuly xenobiotika jeden atom kysliku z jeho biatomické molekuly, druhy atom je
navazan na hydroxylovou skupinu za vzniku vody. Dioxygenasy, mezi které¢ patii naptiklad
fenantrendioxygenasa, naftalendioxygenasa, zavadi do molekuly xenobiotika oba atomy
molekuly kysliku, nevznikd tedy voda. Tyto enzymy maji Siroké zastoupeni mezi
mikroorganismy, které vyuzivaji téchto enzymu k degradaci latek obsahujicich alespon
jeden aromaticky kruh [19]. Xenobiotika, kterd v derivatiza¢ni fazi podléhaji oxidacni cesté
jsou naptiklad elipticin [20], benzo(a)pyren [21], ethanol [22], 17B3-estradiol [23], Sudan |
[24]. Dalsimi oxida¢nimi enzymy jsou peroxidasy [13], katalasy, alkoholdehydrogenasa
nebo superoxiddismutasa.

Redukénimi enzymy derivatizacni faze jsou cytochrom P450 oxidoreduktasa,
cytosolarni xanthinoxidasa, DT-diaforasa a aldehydoxidasa. Xenobiotika, na jejichz
derivatiza¢ni fazi biotransformace participuji redukéni enzymy jsou 1-nitropyren a 2-

nitroanisol [5,25].

1.1.2 1l. faze biotransformace

Ve druhé fazi biotransformace, zvané také konjugacni, dochazi, jak jiz nazev
napovida, ke konjugaci vstupujicich molekul xenobiotika s polarnimi latkami s nizkou
molekulovou hmotnosti. To se d&je na polarni skupiné v molekule xenobiotika jiZ pfitomné
s aktivnim sulfatem, kyselinou glukuronovou, acetatem a aminokyselinami nebo peptidy
(taurin, glycin, alanin, cystein, glutathion) [14].

Nejvétsi  procento  konjugacnich  reakci  byvad  katalyzovano ~ UDP-
glukuronyltransferasou. Ta je v reakcich donorem kyseliny glukuronové v podobé UDP-
glukuronové kyseliny. Vzniklé konjugaty (at’ uz O-glukosiduronaty ¢i N-glukosiduronaty)

jsou z téla vylucovany prevazné moci [26].
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Neméné vyznamnou konjugaci xenobiotik je konjugace s glutathionem, ktera je
zprostiedkovana glutathiontransferasou. Tento enzym se vyskytuje v mnoha bunécnych
kompartmentech, napf. v mitochondriich nebo v endoplasmatickém retikulu i v
cytoplasmé. Vznikly konjugat xenobiotika s glutathionem z organismu neni vylouéen, jako
tomu je napft. u konjugatt s kyselinou glukuronovou, ale je dale st€pen pomoci peptidas (u
rostlin ke S$tépeni glutathionu nedochazi). Po odstépeni y-glutamylového a glycinového
zbytku konjugovane molekuly glutathionu dochazi k acetylaci cysteinového zbytku za
vzniku N-acetylcysteinového konjugatu (merkapturové kyseliny), ktery je nasledné z
organismu vylouc¢en moc¢i. Obdobnym zpisobem probiha taktéz konjugace s cysteinem

[27].

1.2 MFO systém

Nejvyznamnéj$i enzymovy systém prvni faze biotransformace je mikrosomalni
monooxygenasovy systém, zndmy také jako systém oxidas a oxygenas se smiSenou funkci
(,,;mixed function oxidases* systém — MFO systém). Timto systémem jsou katalyzovany jak
reakce oxidacni, tak i redukéni, pficemz je spotfebovana jedna molekula kysliku [28].

Systém se nachazi na vné&j§i membrané hrubého i hladkého endoplasmatického
retikula v orgénech, které jsou nejvice exponovany xenobiotiktim. Témi jsou hlavné kiize,
dychaci systém, jatra, ledviny a gastrointestinalni trakt. Déle je pfitomen také na vnitini
membrané mitochondrii, hlavné v ktfe nadledvinek, kde katalyzuje degradaci eobiotik,
kterymi mohou byt vitaminy, latky steroidni povahy, mastné kyseliny nebo zlucové
kyseliny [28-30].

Multienzymovy komplex oxidas a oxygenas se smiSenou funkci se sestava z
biologické membrany, ktera ma zasadni vyznam na vzajemném postaveni enzymu, jez jsou
do ni zabudovany, tudiz i na funkci celého MFO systtmu. Do membrany
endoplasmatického retikula jsou inkorporovany hemoprotein cytochrom bs (kapitola 1.2.1),
flavoproteinové enzymy NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa (kapitola 1.2.2) a
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (kapitola 1.2.3) a hemthiolatovy enzym
cytochrom P450 (kapitola 1.2.4), jenz ma v celém systému funkci terminalni oxidasy.
Narozdil od vyssich zivoc¢icht je MFO systém u baterii lokalizovan ve své solubilni formé

voln¢ v cytoplasmé [31].
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1.2.1 Cytochrom bs

Tento maly protein kyselého charakteru, znamy jiz od 50. let 20. stoleti, o velikosti
16,7 kDa je dnes zndmy ve tfech savéich formach [32-34]. Ve své molekule obsahuje
protoporfyrin 1X (hem b), ktery je jeho prosthetickou skupinou [35]. Cytochrom bs
(Obréazek 3) se proto fadi do skupiny hemovych enzymd.

Mezi fyziologické funkce mitochondrialniho cytochromu bs patii degradace
oebiotik a hormont muzskych gonad [36]. Erytrocytarni forma participuje zejména na
redukci methemoglobinu [37] a mikrosomalni na syntéze cholesterolu, plasmalogenu a
desaturaci mastnych kyselin [34,38-40].

V MFO systému zastavd predevSim funkci pienosu elektroni mezi
NADH:cytochrom bs oxidoreduktasou, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou a
cytochromem P450, ktery je pomoci interakce scytochromem bs stimulovan
K hydroxyla¢nim reakcim. Dale se také podili na druhé redukci atomu Zeleza v reak¢énim
centru cytochromu P450 pfi oxygenasové reakci. Elektron pro prvni redukci atomu Zeleza

ovSem snaze prechazi z NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy [41,42].

Obréazek 3 Struktura cytochromu bs ziskand pomoci NMR. Pievzato z [43].

Struktura cytochromu bs je tvofena Sesti o helixy a péti B skladanymi listy. Do
membrany je protein zanofen enzymové neaktivni C-koncovou, hydrofobni doménou. N-

koncov4, enzymové aktivni, doména se nachazi mimo membranu [32].
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1.2.2 NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa

Cytochrom bs oxidoreduktasa (EC: 1.6.2.2) je membranovy protein tvoieny jednou
doménou o molekulové hmotnosti 33,1 kDa. Jelikoz ve své molekule obsahuje jako
kofaktor FAD (Obrazek 4), tadi se tento enzym do rodiny flavinovych enzymu [44,45].

V organismu se tento enzym podili na desaturaci a elongaci mastnych kyselin a na
biosyntéze cholesterolu. V erytrocytech pak solubilni forma tohoto enzymu participuje na
redukci methemoglobinu. V MFO systému je odpovédny za pienos elektronti z NADH na
cytochrom bs [44].

Obrazek 4 Krystal lidského NADH:cytochromu bs oxidoreduktasy ziskany pomoci
rentgenové krystalografie s rozlisenim 0,078 nm. Ptevzato z [44].

1.2.3 NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC: 1.6.2.4) je membranovy protein
Zluté barvy s molekulovou hmotnosti 78 kDa (Obrazek 5). Poprvé byl izolovan v roce
1940, avsak jeho ucast v MFO systému jako reduktasy cytochromu P450 byla objevena az
roku 1968 [46,47].

Je slozeny ze dvou funkénich domén. Prvni, hydrofobni N-terminalni doména (6

kDa) je zakotvena v membrané. Druha, hydrofilni C-terminalni doména mé katalytickou
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funkci. Jeho hydrofilni doména obsahuje ve svém aktivnim centru dva flavinové kofaktory,
tento protein tedy patii do malé rodiny diflavinovych oxidoreduktas [48,49].

V organismu tento enzym zastava funkci prenasece elektronti. V MFO systému, kde
pIni funkci délice elektronového paru mezi svymi kofaktory, ptenasi elektrony z NADPH
az na cytochrom P450. Disledkem téchto elektronovych transferti je prvni a nasledné
druha redukce atomu zeleza v aktivnim centru cytochromu P450. Jak jiz bylo feCeno
v kapitole 1.2.1, na druhé redukci fakultativné participuje také cytochrom bs [50].

Pfenos elektronti byl ale popsan také naptiklad na cytochrom bs, cytochrom c, hem
oXxygenasu, elongasu mastnych kyselin a dalsi latky. Participuje tak na celé ftadé

metabolickych pochodu [51,52].

Obrazek 5 Schematické znazornéni  struktury FAD/FMN  domény lidské
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy ziskané pomoci rentgenové krystalografie
s rozlisenim 0,14 nm. Pievzato z [53].

1.2.4 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (EC: 1.14.14.1) jsou enzymova rodina membranovych proteinti
nachazejicich se v systému oxidas a oxygenas se smiSenou funkci, kde plni roli terminalni
oxidasy. Poprvé byly objeveny v jaternich mikrosomech kralika pti zkoumani vlivu
sympatomimetickych aminti na kardiovaskularni systém v roce 1953. V tomtéz roce bylo

také zjiSténo, ze k degradaci xenobiotik cytochromy P450 je zapotiebi NADPH a
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molekularni kyslik [54,55]. V roce 1958 byl detekovan Sorretiv absorp¢éni pas v oblasti
450 nm zpusobeny absorpci komplexu cytochromu P450 s molekulou oxidu uhelnatého
[56,57]. Tento fakt ukazoval na piitomnost hemu b v molekule, kterd byla v roce 1964
pojmenovana jako cytochrom P450 [58,59].

Cytochrom P450, jehoz krystalova struktura byla znama jako prvni, nese oznaceni
CYPcam (CYP101) a pochazi z bakterie Pseudomonas Putida, bakterie vyuzivajici kafr jako
zdroj uhliku [60,61]. Tato krystalova struktura s rozlisenim 0,26 nm byla objasnéna v roce
1985. Nasledovalo objasnéni dalsich krystalovych struktur bakterialnich cytochromt P450,
konkrétné¢ CYPewrp (CYP108) [62] a CYPsmz (CYP21B3) [63], a posléze i cytochromi

zabudovanych v membrané.

1.2.4.1 Nomenklatura cytochromi P450

Nézev enzymu — cytochrom ma sviij puvod Vv fectiné. Je sloZen ze slova ,,cyto —
burika (oznaceni lokalizace proteinu) a ze slova ,,chrome* — barva (oznacéeni fotochemické
vlastnosti proteinu). Znacéeni P450 je odvozeno od slova ,,pigment* a ¢islo ,,450 udava
vinovou délku v nanometrech, pii které tento redukovany enzym s navazanou molekulou
oxidu uhelnatého vykazuje pti absorpci svételného zareni své maximum [58].

Nomenklatura cytochromiit P450 byla dlouho nejednotna. Nezavisle na sobé se
pouZzivalo mnoho jednotlivych nomenklatur. Nékteré typy proteinli mély i vice jmen. Pro
sjednoceni nomenklatury byla proto v poloviné osmdesatych let minulého stoleti sestavena
Komise pro standardizovanou nomenklaturu eukaryotickych cytochroma P450 [64,65].

Nomenklatura cytochromti P450 byla zalozena na srovnavani aminokyselinovych
sekvenci téchto proteinti. Diky této metodé byla superrodina cytochromii P450 rozdélena

do rodin a podrodin dle nasledujicich pravidel, stanovenych komisi [64,65].

e Znazvu cytochrom P450 bude vytvotena zkratka ,,CYP*.

e Proteiny s homologii primarni struktury vyssi nez 40% budou zafazeny do jedné
rodiny, kterd bude oznacena arabskym ¢islem (CYP1).

e Proteiny s homologii primarni struktury vyssi nez 55% budou zafazeny do jedné
rodiny, ktera bude oznacena velkym pismenem (CYP1A).

e Jednotlivi zastupci rodin budou po zafazeni do piislusné podrodiny oznaceni

pofadovym ¢islem (CYP1AL).
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1.2.4.2 Reakéni mechanismus monooxygenasove reakce

Termindlni faze monooxygenasové reakce MFO systému je =zalozena na
hemthiolatovém enzymu ze superrodiny cytochromti P450. Tyto proteiny obsahuji ve svém
aktivnim centru molekulu hemu b (protoporfyrinu IX) (Obrazek 6). Prostheticka skupina
hemu b je v aktivnim centru vazana pfes cystein (v ptipad¢ lidského cytochromu P450 1B1
se jednd o C470), jenz plni funkci patého ligandu a ktery je po navazani molekuly oxidu
uhelnatého do aktivniho centra enzymu — jako Sestého ligandu rovnéz zodpovédny za

posun absorp¢niho maxima cytochromu P450 do oblasti 450 nm [65-67].

COOH COOH

Obrazek 6 Molekula hemu b (protoporfyrin IX) nachézejici se v aktivnim centru
cytochromu P450, na které je vazana pies cysteinovou siru. Pfevzato z [68].

Do termindlni oxidace vstupuje jako jeden ze substrati biatomickd molekula
kysliku. Do molekuly xenobiotika — druhého substratu je ovSem zabudovan pouze jeden
atom kysliku. Reakce je proto fazena mezi monoxygenasové. Treti substrat této reakce je
NADPH, ktery redukuje atom Zzeleza v aktivnim centru [68]. Celé schéma terminalni

oxidace Ize shrnout rovnicil.

RH + Oz + NAD(P)H+H* — ROH + H20 + NAD(P)

Rovnicel Sumarizovany zapis terminalni faze reakce MFO systému.

V relaxovaném stavu, kdy je Sestym ligandem na molekule hemu b V reakénim

centru voda, je protein v nizkospinové (hexakoordinované) ferri-formé [69]. V této fazi
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dochazi k vytlaeni vody z aktivniho centra substratem a nasledné k jeho navazani do
aktivniho centra namisto vody. Po navazani substratu se nizkospinova ferri-forma zméni ve
vysokospinovou (pentakoordinovanou) formu, ktera méa vyssi zaporny potencial. Diky této
zmén¢ dale dochazi kprvni redukci atomu zeleza NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasou na ferro-formu. Nyni je aktivni centrum schopné vazat biatomickou
molekulu kysliku ¢i peroxidu, pfipadné oxidu uhelnatého, ktery zde ma proti kysliku
ptiblizné 1000 krat vyssi afinitu [68,70].

V disledku navazani molekuly kysliku dochéazi ke zméné spinového stavu atomu
zeleza, coz zapficinuje prechod komplexu na ferri-peroxo formu. Déale dochazi k redukci
druhym elektronem, jenZz muze pochazet jak od NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy,
tak od NADH:cytochromem bs oxidoreduktasy, a k okamzité protonaci za vzniku ferri-
hydroperoxo formy. Vlivem dalsi protonace dochazi k hydrolyze vazby mezi atomy
kysliku. Z reakéniho centra se uvolni molekula vody a vznika ferrioxenovy komplex, ktery
je diky své reaktivité schopen zabudovat do molekuly xenobiotika atom kysliku.
Z reak¢niho centra se uvolni produkt reakce a Zelezo se vraci zpét do svého vychoziho

stavu [68,70]. Celé toto schéma je znazornéno na Obrazek 7.
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Obrazek 7 Reak¢ni cyklus cytochromu P450. Prevzato z [70].

1.3 Lidsky cytochrom P450 1B1

Prvni zminka o cytochromu P450 1B1 pochazi zroku 1991, kdy byla v
buné¢né linii lidskych keratinocytd objevena DNA kddujici dosud neznamy protein.
Pozdgéji bylo ovéteno, ze tento dosud nepopsany tsek DNA se v lidskych keratinocytech
objevil v reakci na pritomnost dioxinu (2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin, TCDD) [71].
DalSich pokusy s bunéénymi liniemi lidskych keratinocyti byly cilené mitfeny na zisk co
moznd nejveétsiho mnozstvi mRNA za ucelem zjisténi otevieného ctecitho rdmce genu a
predikce délky proteinu, piipravy cDNA a blizsi charakterizace kodu. Tyto charakterizace

byly provadény pomoci elektroforesy a pocitacové analyzy sekvence [72].
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Bylo zjisténo, Zze geneticka informace kodujici lidsky cytochrom P450 1B1 se
nachazi na krat$im rameni druhého chromosomu mezi pary bazi 38 294 745 a 38 303 322
(Obrazek 8) [73]. Celkova délka genu je 8577, avsak jeho otevieny Cteci ramec zacina az
na druhém exonu. Gen obsahuje tfi exony a dva introny. V genu neni pfitomen
konsensualni TATA box, nicméné jeho piepis je pod kontrolou dioxin-responsivniho

enhanceru. Délka piekladané ¢asti genu je 1629 bp [74].

o oo 5 o S ax) o o T o ]

§ 88 & s s F 3 ¥E ® OB % %
Obréazek 8 Gen kédujici lidsky cytochrom P450 1B1 se nachéazi na krat§im rameni
druhého chromosomu na pozici 22.2 [73].

Gen kodujici cytochrom P450 se vyskytuje v dosud 31 znamych alelach [75].
Nativni forma CYP1B1 se sklada z 543 aminokyselin [72]. Tento hemthiolatovy enzym
hraje dulezitou roli v degradaci xenobiotik a eobiotik vreakcich prvni faze
biotransformace. Participuje rovnéZ na biosyntéze endogennich slouc¢enin mezi néz patii
steroidni hormony, zlu¢ové kyseliny nebo cholesterol [76].

Vedle arylového uhlovodikového receptoru je exprese cytochromu P450 1B1
podminéné regulovana také estrogenovym receptorem a cCAMP responsivnim elementem.
Bylo prokazano, Ze transkrip¢ni faktor — 17p3-estradiol je CYP1B1 hydroxylovén v poloze
4, diky ¢emuz se stava aktivovanym karcinogenem. Pfipocteme-li k této skutecnosti fakt,
ze cytochrom P450 1B1 byl ve zvySené mife objeven v nadorovych buiikach prsu, prostaty,
vaje¢niki, plic nebo mozku, bylo navrzeno, Ze selektivni inhibitor toho enzymu by mohl
vyskytu nadoru v téchto tkanich predchazet. Dalsi alternativou by bylo pfipravit 1é¢ivo, jez
by bylo aktivovatelné pravé cytochromem P450 1B1 a které by po své aktivaci dokazalo
nadorové bunky uspésné usmrtit [76].

Na pocatku 90. let 20. stoleti se spekulovalo, ze cytochrom P450 1B1 se podili na
ristu a diferenciaci [77]. Byla pozorovana piima uméra mezi vyskytem primarniho

kongenitalniho glaukomu (PKG) a pfitomnosti zkracené mutantni alely CYP1B1 s absenci
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funk¢ni formy tohoto genu [78]. Tato pozorovani vedla ke teorii, ze CYP1BI, ktery je
vyzadovan pro normalni vyvoj trabekularni sité¢, by mohl slouc¢eniny nebo intermediaty
potiebné k diferenciaci metabolizovat za vzniku dvou odlisnych produkti. Korelace mezi
PKG a poskozenym genem CYP1B1 byla potvrzena u Marokanct [79], Francouzt [80],
Cinant [81], Pakistancti [82] i Slovenskych Romi [83].

1.3.1 Struktura lidského cytochromu P450 1B1

Struktura lidského cytochromu P450 1B1 byla uréena pomoci rentgenové
krystalografie s rozliSenim 0,27 nm (Obrézek 9). Krystal, jenz byl touto metodou
analyzovan, mél kvuli snadngjsi krystalizaci ve svém aktivnim misté vazan svtj inhibitor —

a-naftoflavon [76].

Obréazek 9 Krystal lidského cytochromu P450 1B1 v komplexu s a-naftoflavonem ziskany
pomoci rentgenové krystalografie s rozlisenim 0,27 nm. Pievzato z [84].

Porovndme- li primarni strukturu cytochromu P450 1B1, jediného z&stupce 1B
podrodiny, s obéma zastupci 1A podrodiny, zjistime, Ze se jejich primarni struktura znacné
li$i. Konkrétné 38, resp. 36% shodou v identit¢ aminokyselinovych sekvenci mezi CYP1B1
a CYPIAL, resp. CYP1A2. I ptes tato odliSeni zlstala struktura aktivnich center u vSech tii
terminalnich oxidas MFO systému rodiny 1 konzervativni. Nejen u ¢loveka, ale 1 napfic
vétSinou druhil obratlovcl. Konzervativni aktivni centrum se ale v obou podrodinéch 1i8i
svou orientaci, coz je zpusobeno pfiblizné tfetinovou identitou aminokyselinovych

sekvenci mezi obéma podrodinami [76].
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Porovnanim orientace aktivnich center u CYPIA2 a CYPIBI zjistime, ze oba
enzymy piijimaji relativné ploché substraty helixem I a jsou charakterizovany distorzi
helixu F v mistech Phe231 u CYP1B1, resp. Phe226 u CYP1A2 a tedy podobnou pozici
n—n interekce s a-NF, ktery je u CYP1A2 tudiz vazan v mirné odli$né orientaci nez u
CYPIBI. Odlisnd vazba o-NF Vv reak¢énich centrech obou enzymi tak z ¢asti odrazi
odlisnou konformaci B’-C vlésenky, kterd je vobou enzymech stabilizovana mirné
odlisnymi vodikovymi vazbami [76].

Zjisténi o podobnosti aktivnich center obou podrodin rodiny 1 tak zdivodiuje

vyrazny prekryv mnozin substratt jednotlivych zastupct cytochromt P450 rodiny 1 [76].

1.3.2 Substratova specifita cytochromu P450 1B1

Ackoli je cytochrom P450 1B1 jedinym z&stupcem svoji podrodiny, jeho
substratova specifita se do zna¢né miry piekryva s ostatnimi ¢leny cytochromt P450 rodiny
1 [85]. Tato skute¢nost prameni z vysoké podobnosti reakéniho centra CYP1B1 a ostatnich
zastupcu rodiny 1, jmenovit¢ CYPIAl a CYP1A2, jak je vysvétleno v kapitole 1.3.1.
Rozsah substratove specifity CYP1B1 se rovnéz piekryva i s dal§imi rodinami, konkrétné
srodinami 2, 3 a 4. Tyto enzymy se spolu s enzymy rodiny 1 podili na prvni fazi
transformace vétSiny xenobiotik i eobiotik pfitomnych v organismu. Prekryv substratové
specifity cytochromu P450 1B1 a jednotlivych zastupcu 2., 3. a 4. rodiny jiz ptirozené neni
tak markatni, jako tomu bylo u podrodiny 1A. Tato skute¢nost ovSem piirozené vyplyva
z faktu, ze se jedna o dvé rozdilné rodiny [76].

Cytochrom P450 1B1 obecné metabolizuje lipofilni endogenni latky a xenobiotika.
Mezi substraty, jenz cytochrom P450 1B1 metabolizuje patii napt. heterocyklické aminy a
arylaminy [86], rutakarpin [87], retinoidy, kyselina arachidonové [88], melatonin [76] ¢i 7-
ethoxyresorufin [89]. Stejné substraty je schopen metabolizovat rovnéz CYPI1Al.
Signifikantni rozdil mezi obémi terminalnimi oxidasami ale nastava pii degradaci 17f3-
estradiolu. Na rozdil od cytochromu P450 1A1, ktery tento endogenni hormon hydroxyluje
Vv poloze 2, a mnoha dalSich cytochromtu (1A a 3A podrodiny) se regioselektivita této
hydroxylace u cytochromu P450 1B1 lisi. 17p-estradiol je hydroxylovan cytochromem
P450 1B1 v poloze 4. Touto pro CYP1B1 specifickou reakci je 17B-estradiol aktivovan na

karcinogenni induktor [90].
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Cytochromy P450 1B1 a 1Al maji vedle mnoha substrati, jenz jsou schopny

metabolizovat, spolecné taktéz nékolik inhibitorti, mezi které patii napf. a-naftoflavon.

Tento inhibitor ov§em daleko 1épe inhibuje CYP1A2 [91].

1.3.3 Prirozena exprese lidského cytochromu P450 1B1 v organismu

Cytochrom P450 1B1 je inducibilni enzym, ktery je za normalnich okolnosti
pfitomen v mnoha typech tkani, avsak v nizké koncentraci [72]. K transkripci genu, kterym
je kddovan, dochazi pomoci aktivace arylového uhlovodikového receptoru. Transkripénimi
faktory, jimiz je tento receptor aktivovan, jsou plandrni molekuly polyaromatickych
uhlovodika a jejich derivaty, jak je patrné zjiz nazvu receptoru. Vedle CYP1B1 jsou
stejnymi transkripnimi faktory aktivovany také CYP1Al a CYP1lA2. Zatimco
cytochromy, jez maji ve svych podrodinach pofadové Cislo 1, jsou exprimovany pievazné
extrahepatalné, hlavnim mistem exprese cytochromu P450 1A2 jsou jatra [76]. Organy
ptirozené exprese cytochromu P450 1B1 jsou hlavné plice a kize. Nalezen byl rovnéz ve
slezing, prostaté, déloze, prsnich zlazach ¢i placenté [72,92,93]. U cytochromu P450 1A1
jsou mista vyskytu podobnad jako u enzymu CYP1B1l. Byl nalezen v plicich, kuzi,

ledvinach, placenté, mozku a tenkém stieveé [94,95].

1.4 Heterologni exprese

Heterologni exprese je expresni metoda pro piipravu rekombinantnich proteint.
Tato metoda vyuZziva pro expresi téchto proteinll organismy, v jejichZ genomu se geneticka
informace, na zaklade¢ jejiz predlohy je pfelozen vysledny rekombinantni protein, ptirozené
nevyskytuje. Hostitelskymi organismy pouzivanymi pro heterologni expresi mohou byt jak
prokaryota [90], tak eukaryota. Mezi eukaryotni expresni systémy patii buiiky kvasinek
[96], hmyzi bunky [97], savéi bunky [98] i transgenni rostlinné bunky [99]. Exprese
v eukaryotickych bunkach je ovsem finan¢n¢ a casové nakladna. V praxi se proto pouzivaji
hlavné prokaryotni organismy, které maji oproti eukaryotnim expresnim systémuim, zvIasté
pak tém vyssim, fadu nevyhod. Mezi jejich nejvétsi nevyhody patii napiiklad neschopnost
prokaryot glykosylovat rekombinantni protein nebo ho jinak posttranslacné modifikovat.

Celkoveé porovnani expresnich systému je shrnuto v Tabulka 1 [100].
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Tabulka 1 Klady a zapory expresnich systému. Pievzato ze [100].

Charakteristika E. coli kvasinky hmyzi bunky | savéi bunky
e rapidni rapidni omaly omaly
Bunéény rust pidi pic p y p y
(30min) (90min) (18-24hod) (24hod)
PoZzadavky na rastové PR P komplexni komplexni
. minimalni minimalni . .
medium medium medium
Cena rustového media nizka nizki vysoka vysoka
MnoZstvi exprimovaného velké malé a7 malé a7 malé nebo
proteinu velké velké stiedni
sekrece do
. ) , sekrece do sekrece do sekrece do
Extracelularni exprese inkluznich . . .
e media media media
telisek
v nékterych
obvykle IeKIery i e1ox
nutné piipadech fadné radné
Skladani proteinu o nutné sloZené sloZzené
dodateéné L. . ;
e dodate¢né proteiny proteiny
slozeni .
slozeni

Posttranslaéni modifikace

vysoky jednoduché,

N-glykosylace - obsah bez sialové +
manosy kyseliny

O-glykosylace - + +
fosforylace - + + +
acetylace - + + +
acylace - + + +
% -karboxylace - - - +

Vedle problému s postranslaénimi modifikacemi u expresi Vv prokaryotnich
organismech se u nich rovnéz objevuji problémy pii nadprodukci exprimovaného proteinu
a jeho spravném slozeni. 1 ztéchto a dalSich divodd se ptfi pfipravé nckterych
terapeutickych proteinti pouziva sav¢i expresni systém [98,101].

Nejhojnéji  vyuzivanym expresnim systémem je gram-negativni bakterie
Escherichia coli, jejiz genom obsahuje 4,6 milionu part bazi. Laboratorné vyuZzivané
kmeny E. coli byly pfipraveny na bazi kmene K-12, jenz byl prvné ziskan v roce 1922
[102]. Z n&j odvozeny kmen DH5a, pouzivany v této préci, byl poprvé pripraven Vv roce

1985 v laboratoti Douglase Hanahana, podle kterého byl i pojmenovan [103].
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1.4.1 cDNA

Komplementarni DNA nebo-li ¢cDNA (z angl. ,,complementary DNA®) je tsek
DNA vznikly z mRNA (po odstranéni intronil) jejim piepisem. Piepis je katalyzovan
reverzni transkriptasou, ktera se pfirozené vyskytuje v retrovirech. Reverzni transkriptasa
nasedne na 3’-konec mRNA prodlouzeny o polyadenylovany usek slouzici jako jeji
,primer*. Polyadenylovany Usek na 3’- konci spolu s guaninovou ¢epi¢kou na 5°- konci
jsou ziskdny postranskripéni Gpravou. Vznikla RNA/DNA dvojSroubovice je Stépena
v alkalickém prosttedi RNAsou H, k DNA vldknu je pak nasledné pomoci DNA
polymerasy dosyntetisovana jeho komplementarni ¢ast [104].

CDNA, kterd casto obsahuje expresni oznaCeni — tzv. ,tagy“, je pouzivana pro
klonovani gentl, jako genova sonda nebo pfi tvorbé cDNA knihoven. Jeji vyhodou, Zze v ni

nejsou nepfitomny introny, tudiz se s ni lehce pracuje [105].

1.4.2 Plasmid pCW

Plasmid pCW je expresni vektor, nesouci rezistenci na antibiotikum ampicilin, jenz
je Casto pouzivany pii expresich cytochromt P450 v E. coli [106]. Byl vytvofen pii
interakénich studiich mezi signdlnimi proteiny CheA a CheW. Pro expresi téchto
signalnich proteinti byl pfipraven konstrukt na bazi pHSES, do kterého byla vloZzena cDNA
proteinu CheW o velikosti 500 parti bazi za vzniku plasmidu pCW (odtud prameni také
nazev plasmidu pCW) o velikosti 5487 paru bazi [107,108]. Mapa plasmidu pCW je

znazornéna na Obrazek 10 na nasledujici strané.
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Obréazek 10 Mapa plasmidu pCW. Pfevzato ze [107].

Exprese v tomto plasmidu je pln¢€ pod kontolou tac promotori (slozeného z tacl a
tacll). Jejich funkce je potlacovana lac represorem, ktery je aktivovatelny laktosou nebo
jejimi analogy, napt. IPTG [109].

Usek oznageny laclq koduje gen pro laktosovy represor lacl, ktery se
v metabolismu podili na odbourdvani laktosy, resp. alolaktosy. Pokud neni pfitomna
laktosa ani alolaktosa, represor brani expresi rekombinantiniho proteinu — ma represni
ucinek. Mechanismus exsprese rekombinantniho proteinu tvi ve vazbé laktosového
represoru na DNA v misté lac promotoru. IPTG dokaze nahradit roli laktosy, tudiz se na
receptor vaze 1épe nez represor a indukuje tak expresi rekombinantniho proteinu. Ackoli je
z finan¢niho hlediska pfijatelngjsi laktosa, v praxi se pouziva IPTG. Ten je
diky pfitomnosti thioeterové vazby ve své molekule prakticky nedegradovatelny f-
galaktosidasou. V bunééné kultufe tak zlstava stale konstantni mnoztvi induktoru, ktery

mize mit vliv na expresi rekombinantniho proteinu [110,111].
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2 Cile

Primarnim cilem této diplomové prace bylo ovéfeni vlivu histidinové kotvy na
aktivitu lidského cytochromu P450 1B1 v rekonstituovaném systému za piitomnosti
potkaniho NADPH: cytochrom P450 oxidoreduktasy a fakultativni pfitomnosti lidskeho
cytochromu bs. Téchto reakci se vyuZziva pro metabolické studie in vitro a studium vlivu
vzajemnych interakci mezi jednotlivymi enzymy na funkci celého systemu.

Mezi dil¢i cile této prace pattilo ptipravit dvé formy expresnich vektort, zaloZzenych
na plasmidu pCW, kodujici lidskou formu cytochromu P450 1B1 s klasickou C-terminalni
histidinovou kotvou a také s odstépitelnou histidinovou kotvou. Dal$imi cili této prace bylo
zvolit vhodny bakterialni kmen pro heterologni expresi a ziskat tak dostate¢né mnozstvi
aktivniho enzymu. Ten nasledné izolovat a v jednom piipadé rovnéz §tépit za pomoci TEV

proteasy a porovnat enzymové aktivity obou studovanych forem enzymu.
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3 Materialy a metody

3.1 Pouzity material a chemikalie

Alchimika, CR: CHAPS.

Eastport, CR: Primery pro PCR, primery pro sekvenaci konstruktt na bazi pCW.

Erba Lachema, CR: EDTA, sacharosa, bromfenolova modf, kyselina chlorovodikova,
chloroform, octan amonny, glukosa, isopropanol, siran nikelnaty, hydrogenuhli¢itan sodny,
uhli¢itan sodny dekahydrat, vinan sodny, siran méd’naty pentahydrat, isoamylalkohol,
peroxodisiran amonny (APS), 1-fenylazo-2-naftol (Sudan I).

Fermentas, Kanada: 2-Log DNA marker, Pfu DNA polymerasa, pufr pro Pfu DNA
polymerasu, siran hote¢naty (25 mmol/l).

Fuka, Svycarsko: Methanol, 2-merkaptoethanol, tris(hydroxymethyl)aminomethan, N,N-
methylen-bisakrylamid (BIS), B-nikotinamid adenin dinukleotid 2’-fosfat redukovany,
tetrasodna stl (NADPH).

GE healthcare, USA: Chelatovaci sepharosa.

Genomed, Némecko: JETquick-Gel Extraction Spin Kit.

Chemos, CR: Kyselina 8-aminolevulova.

Invitrogen, USA: SYBR Safe™ DNA Gel Stain (10000x koncentrovany).

Lachner, CR: Kyselina octova, fenol, glycerol, hydroxid sodny, octan draselny,
dihydrogenfosfore¢nan draselny, hydrogenfosfore¢nan draselny, methanol, hydroxid
draselny.

Linde, CR: Oxid uhelnaty, kapalny dusik, plynny dusik.

Lonza, Svycarsko: Agarosa s nizkym bodem tani.

New England Biolabs, USA: Hindlll (c = 20000 U/ml), Ndel (c = 20000 U/ml), pufr NEB
2 (10x koncentrovany), Ncol (c = 20000 U/ml), NEB 2 (10x koncentrovany), T4 DNA
ligasa (c = 400000 U/ml), pufr pro T4 DNA ligasu (10 x koncentrovany), hovézi sérovy
albumin (,,bovine serum albumin® - BSA).

P-Lab, CR: PEG 6000.

Penta, CR: Octan amonny, chlorid sodny, octan hofeénaty, glycin.

Pharmacia, Svédsko: Ficoll.
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Serva Electrophoresis, Némecko: Triton X-100, dodecylsulfat sodny (SDS), ampicilin,
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG), thiamin, leupeptin hemisulfat, bestatin
hydrochlorid, visking dialyzacni trubice 20/32 (MWCO 14000), kvasni¢ny extrakt
SERVABACTER, pepton z kaseinu (pankreaticky), chloramfenikol, trypton z kaseinu
(pankreaticky), RNAsa A, N,N,N",N’-tetramethylethylendiimin (TEMED), Coomassie
Brilliant Blue R-250, 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina
(HEPES).

Sigma-Aldrich, USA: Dimethylsulfoxid (DMSO), LB medium, 8-hydroxychinolin,
dithioni¢itan sodny, fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), aprotinin, a-naftoflavon,
imidazol, kyselina bicinchoninovda (BCA), glutathion, 1,2-dilauryl-sn-glycero-3-
fosfocholin (DLPC).

Thermo Scientific, Velka Britanie: Agar.

e Plasmid 1B1/pOTB7 byl izolovan v ramci mé bakalaiské prace.

e Plasmid pCW byl pfipraven Mgr. Janem Milichovskym na katedife biochemie
ptirodovédecké fakulty UK.

e Plasmid obsahujici misto koédujici TEV proteasu byl ziskan od Prof. RNDr. Tomase
Obsila, Ph.D.

e Bakterialni kmen E. coli BL21(DE3)RIL a XL10 gold byl poskytnut RNDr.
Ondiejem Vankem, Ph.D.

e Bakterialni kmen E. coli DH5a byl ziskan od The Coli Genetick Stock Center
(University Yale, USA).

e Potkani NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu poskytl Mgr. Jan Milichovsky.

e Lidsky cytochrom bs poskytl Mgr. Jan Milichovsky.
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3.2 Pristroje

Analytické vahy

Autoklav
Automatickeé pipety
Bezdotykovy kahan
Centrifuga

Drti¢ ledu

Elektroforeticka aparatura

Elektroforetickéa cela
Fotoaparat

HPLC

Inkubétor

kolona pro HPLC
Laboratorni vahy

Laminarni Box

Magnetickd michacka

Michaci motor
MikrovInnd trouba

Mrazak

AEA 100g, Schoeller instruments

analytické vahy 40 SM-200A, Pesa

Varioklav 400E, H + P Laboratortechnik GmbH
BIOHIT, NichipetEX, makropipety Acura® 835
Gasprofi2 SCS, VLD — TEC

Centrifuge 5415R, Eppendorf

Stolni centrifuga, Labnet

Allegra X-22R, Beckman Coulter, s vykyvnym rotorem
SX4250 a uhlovym rotorem F0630

Janetzki K70D, MLW

Ultracentrifuga Optima™ LE-80K, Beckman Coulter; s
Ghlovym rotorem Ti 45a Ti 70

T52.2, MLW

JEGZUZO, Solid

MSMINI-10 Horizontal Multi Sub Mini, Uvitec
Mini-PROTEAN Buffer Tank, BIO-RAD
Mini-PROTEAN® Tetra Cell, BIO-RAD

DMC-LS65, Panasonic

1200 series, Agilent

Automatic CO; incubator IR 1500, Flow Laboratories
Chromolith® Performance RP-18e 100 x 4.6mm, Merk
440 — 35N, Kern

EW 600-2M (KERN)

Bio 126, Labox

KMO?2 basic, IKA-WERKE

HMZ2A, Laboratorni pfistroje Praha

RW 16 Basic, IKA

KOR - 6L05, DAEVOO ELECTRONICS

Ultra low temperature freezer U410, New Brunswik
Scientific Freezer MDF-U53V, Sanyo
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Ohfiva¢ / Chladi¢

Ohfivac / Chladi¢ blokt

pH metr
Sonikator

Spektrofotometr

Sterilizér
Termocykler

Transluminator

Tiepacka

Ultrafiltracni cela

Vakuova odparka

Vodni lazen

Vortex

Vyhftivac¢ kolony pro HPLC

Vyrobnik ledu

Zdroj pro elektroforesu

FHE 306B, Gorenje

ThermoE CHB — A4 — 9602

LS1V.668.161.520, VLM GmbH

model 370, ATI Orion

UC 005 AJ1, Tesla

He\ios o, Thermo spectronic

Cary 60 UV-Vis Spectrophotometer, Agilent Technologies

Specord M40, Carlzeiss Jena

Sunrise Absorbance Reader, TECAN

Spekol 11, Carl Zeiss, Jena

MOV - 212S, SANYO

Techne FTGENE2D, LAB system Praha

Dark reader transluminator DR-45H, Clare chemical
research

Gallenkamp, Corbi — safe TS net wise

MS2 Minishaker, IKA

G24 Environmental Incubator shaker, New Brunswick
Scientific

GFL 1092, MERCI s.r.0.

Millipore Express PLUS Membrane Filter,
polyethersulfone, Hydrophilic, 0.22 pm, 47 mm, Merk
Millipore

Amicon 8200 s membranou PM-30, Merk Millipore

DNA SpeedVac 110 DNA, SAVANT

UL 3101-1/61010-1, LABCONCO

Julanbo TW2, Biotech

Velp scientifica Rx3, P — LAB a.s.

Column even, LCO 102 single

IM 006S, STAINLESS STEEL

EPS 301, electrophoresis power suplly, GE Healthcare Bio

—sciences AB
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3.3 Metody

3.3.1 Polymerasova retézova reakce — PCR

Bylo provedeno PCR upravujici a amplifikujici gen pro CYP1B1 v izolovaném
plasmidu za vzniku dvou jeho forem. Pomoci navrzenych primert byly na zacéatek i
konec genu ptidany $tépici mista pro restrikéni endonukleasy. Na 5°- konci byla piidana
mista pro endonukleasy EcoRI a Ndel, na 3’- konci pak $tépici misto pro endonukleasu
Hindlll. U amplifikovaného genu byla rovnéz provedena delece druhého az Etvrtého
kodonu a optimalizace paté¢ho az desatého kodonu dle [112].

Na 3’- konci byl navic ptidan tisek DNA kodujici histidinovou kotvu. V dalsi
varianté byl 3’- konec genu rozsifen o usek kodujici §tépici misto pro TEV proteasu. Tento
usek byl vlozen pied misto kodujici histidinovou kotvu. Sekvence pouzitych primert jsou

uvedeny v Tabulka 2.

Tabulka 2 PCR primery upravujici gen CYP1B1.

Néazev Sekvence

CYP1B1-fw-2-4-del 5’- GACGAATTCATATGCTTTCTCCAAATGATCCATGGCC
GCTAAACCCG -3¢

CYP1B1-rev-TEVHIis6 | 5- TATCTAAGCTTCATTAATGATGATGATGATGATGTTG
GCAAGTTTCCTTGGC -3¢

CYP1B1-rev-His6 5- TATCTAAGCTTCATTAATGATGATGATGATGATGGCC
CTGGAAATACAAGTTTTCTTGGCAAGTTTCCTTGGC -3¢

Do roztok primert bylo pfidano takové mnozstvi mQ sterilni vody, spoctené
firmou, ktera syntetizovala primery, aby vysledna koncentrace jednotlivych primert byla
100 pmol/ul. Z té&chto zasobnich roztokl byla ¢ast odebrana a pétinasobnym ziedénim z ni
byly pfipraveny pracovni roztoky s koncentraci 20 pmol/ul, jez byly pouzity v reakéni
smési polymerasové fetézové reakce. Jako templdt obou PCR reakci byl pouZzit 50x
ziedény plasmid izolovany v ramci mé bakalaiské prace [113].

Reakéni smés 0 celkovém objemu 50 pl byla pro obé formy genu navrzena dle
[114]:
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o 1 ul templatu (50x zfedény)

e 1 ul forward (CYP1B1-fw-2-4-del)

o 1 ulreverse (CYP1B1-rev-His6 / CYP1B1-rev-TEVHIis6)
e 1 ul nukleotidtrifosfat (10 mmol/l)

e 5 ul pufru pro Pfu polymerasu (10x koncentrovany)

e 6 ul MgSOg4 (25 mmol/l)

e 2ulDMSO

e 1 ul Pfu polymerasy

e 32 ul sterilni mQ vody

Pripravené reak¢ni smési byly vlozeny do termocykleru (Techne FTGENE2D),

ktery byl nastaven nésledovné¢:

Cast 1:
e teplota kondenzace DNA 95°C; 2’

1. ¢ast nastavena na 1 cyklus.

Cast 2:
e teplota kondenzace DNA: 95 °C; 30”
e teplota nasednuti primeru na DNA: 57 °C; 30”
o teplota polymerace DNA: 72 °C; 2’

2. ¢ast byla nastavena na 30 cykld.
Cést 3:
¢ teplota dopolymerovani zbyvajici DNA: 72 °C; 8’

3. ¢ast byla nastavena na 1 cyklus.

Cast 4:
o teplota zastaveni PCR: 4 °C

Vyhfiivaci teplota vika termocykleru byla nastavena na 103. °C.
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3.3.2 Purifikace PCR produktu pomoci komercniho kitu

Kreakéni smési polymerasové fetézové reakce byl piidan trojndsobek jejiho
objemu roztoku L1. Nésledné bylo postupovano dle ndvodu ptilozené¢ho u komercniho kitu
»JET quick — Gel Extraction Spin Kit“ od firmy Genomed, kterym byla amplifikovana
DNA pomoci PCR purifikovana.

Po pfidani roztoku L1 (obsahuje chloristan sodny) byla smés zahiivana po dobu 15
minut na pfedem piedehfatém ohiivaci blokt (LS1 V.668.161.520) na teplotu 50 °C. Obsah
mikrozkumavky byl nasledné nanesen na iontoméni¢ovou kolonku a cely celek byl
centrifugovan (Centrifuge 5415R, Eppendorf) po dobu 1 minuty pii 12400g a laboratorni
teploté. DNA zachycena na iontoménici byla promyta pfidanim 500 pl roztoku L1 a
centrifugovana (Centrifuge 5415R, Eppendorf) za stejnych podminek.

DNA na kolonce byla poté promyta jest¢ 500 pl roztoku L2 (obsahuje chlorid
sodny, Tris, EDTA; pH 7,5) a centrifugovana (Centrifuge 5415R, Eppendorf) 1,5 minuty
pti 12400g a laboratorni teploté. Z odpadni mikrozkumavky, ve které byla zasazena
iontoméenicova kolonka, byl odstranén prosakly roztok L2 a kolonka znovu centrifugovana
po dobu 1 minuty pfi 16100g a laboratorni teploté.

Na kolonku bylo nasledné naneseno 50 pl sterilniho TE pufru (10 mmol/l Tris/HCI;
1 mmol/l EDTE pH 8,0) pfedem piedehiatého na 70 °C. Po zasaknuti pufru (pfiblizné 1
minuta) byla DNA centrifugaci (Centrifuge 5415R, Eppendorf) po dobu 2 minut pti

12400g a laboratorni teplot¢ eluovana do ¢isté mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml).

3.3.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace plasmidové DNA a fragmenti DNA, slouzicich k sestaveni
konstruktu, byla stanovena spektrofotometrem He\ios a, resp. spektrofotometrem Cary 60.
Témito pfistroji byly u vzorkli DNA zméteny absorbance pfi tfech vinovych délkach, resp.
absolutni spektrum, z néhoz byly odecteny hodnoty absorbanci tiech vinovych délek,

potiebnych pro vypocet koncentrace (Vztah 1) a ¢istoty vzorku DNA (Vztah 2).

C = (A260 — Asz20) = Fedéni « 50 [ug/ml]

Vztah 1 Vzvtah pro vypocet koncentrace plasmidové DNA pomoci spektrofotometrického
stanoveni. Cislo 50 udava: Pokud je A2eo rovna 1, potom je koncentrace DNA rovna 50
ug/mil.
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Azeo B Aszo

Azso - Aszo
Vztah 2 Vztah pro vypocet Cistoty vzorku DNA.

Znecisténi vzorki DNA byva Gasto zplisobeno proteiny absorbujicimi zateni o
vinové délce 280 nm. Diky této skutecnosti je ve vztahu pro vypocet ¢istoty DNA zahrnuta
korekce na absorbanci pti 320 mn. Doporucena hodnota spocteného poméru by méla lezet

ptiblizné mezi hodnotami 1,8 — 2 [115].

3.3.4 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Pied ligaci obou forem geni cytochromu P450 1B1 — inserti do plasmidu pCW
bylo potieba provést dvojité Ste€peni jak insertd, tak plasmidu pomoci restrikénich
endonukleas Ndel a HindllI.

Pro prvotni potvrzeni uspésnosti ligace insertu do vektoru pCW byla pouzita
restrikéni endonukleasa Ncol.

Diky aplikaci ,,Double Digest Finder firmy New Englands Biolabs [116] byly
nalezeny optimalni podminky pro $tépeni. Do mikrozkumavek Eppendorf (0,2 ml) byly

pipetovany nasledujici Sté€pici smési. VSechny Stépici reakce probihaly pies noc pi1 37 °C .

Pro Stépeni insertl byla pouzita smés:
e 1l Ndel
e 1 ulHindll
e 2 ul NEB2 pufru

e 16 pl roztoku insertu

Pro $tépeni plasmidu pCW byla pouZita smés:
e 1l Ndel
e 1yl Hindlll
e 3 ul NEB2 pufru

e 25 pl roztoku plasmidu
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Pro ovéfeni konstruktu byla pouzita $t€pici smés:
e 3 ul pDNA
e 1l Ncol
e 2 ul NEB3 pufru
e 14 ul mQ sterilni H20

3.3.5 Agarosova elektroforesa

Rozpusténim 0,4 g agarosy ve 40 ml TAE pufru (40 mmol/l Tris, 20 mmol/Il
kyseliny octové a 1 mmol/l EDTA pH 8,0) za horka byl pfipraven 1% roztok (w/v) agarosy
s nizkym bodem tani. Po zchladnuti byly k roztoku ptidany 2 ul barviva SYBER gel green
(20000x =zfedéno). Smés byla promichana a opatrné nalita do pfedem piipravené
elektroforetické vanic¢ky s gumovymi ,,spacery“ na koncich branicimi kapalin¢ ve vytoku
z vanicky. Do nalitého gelu byl opatrné zasazen hieben, kterym byly z gelu odstranény
pfipadné bublinky vzniklé nalitim gelu do elektroforetické vanicky. Nalitd smés se
zasazenym hiebenem byla piiblizné 30 minut ponechéana tuhnout.

V prubéhu tuhnuti gelu byly pfipravovany vzorky DNA pro stanoveni. Roztok
DNA byl smichan se vzorkovym pufrem (40% sacharosa (w/v), 0,1% bromfenolova modi
(W/v)) v poméru 4:1 z pohledu roztoku DNA. Podobnym zptisobem byla pfipravena i smés
standardu molekulovych hmotnosti 2-Log DNA Ladder (1 dil standardu, 4 dily vzorkového
pufru (2,5% ficoll 400 (w/v); 11 mmol/l EDTA; 3,3 mmol/l Tris/HCI; 0,017% SDS (w/v);
0,015% bromfenolova modt (w/v)) — 6x koncentrovaného a 19 dilu sterilni mQ vody).

Ze ztuhlého gelu byl opatrné vyndan hieben a sundany gumove ,,spacery. Vanicka
byla vlozena do elektroforetické aparatury (MSMINI-10 Horizontal Multi Sub Mini) a
prevrstvena TAE pufrem. Do jamek byly pomoci automatické pipety naneseny vzorky.
Elektroforesa probihala pii 110 V po dobu 40 minut.

Po ukonceni elektroforesy byl gel vyhodnocen na transluminatoru (Dark reader
transluminator DR-45H) dle standardu komer¢ni firmy NEB (Obrazek 11), na kterém jsou
znazornény relativni vzdéalenosti mezi standardy riznych velikosti na sloZeni
elektroforetického gelu [117]. Na elektroforesu bylo pouzito 0,25 ul standardu (Hodnoty

hmotnosti jednotlivych fragmenti DNA na Obrazek 11 odpovidaji naneseni 1 ul standardu.
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Hmotnosti fragmenti DNA — standardti na gelech agarosové elektroforesy v této praci jsou

tedy 4x mensi.).

Mass (ng) Kilobases
40 100-1=

40 80~
8 60/
0 507
2 40

120 30-
0 20-
57  15-
B 12-
122 10-
34 09-
31 08-
27 07-
23 06-
124 05

49 04

a7 03-
2 02

61 01-

Obrazek 11 Marker 2-Log DNA ladder. Ptevzato z [117].

3.3.6 lzolace DNA z agarosového gelu

Na analytickych vahach (AEA 100g, Schoeller instruments) byly zvazeny popsané
sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). Z transluminatorem osviceného agarosového
gelu byl pomoci skalpelu vytiznut platek gelu se $tépenou DNA, kterd méla byt po své
izolaci pouzita k ligaci. Vyfiznuty gel s DNA byl poté nakrajen na mensi kousky kvili
rychlej$imu rozpousténi gelu na ohfivaci blokt (LS1 V.668.161.520) piedem piredehiatém
na 67 °C, kam byla mikrozkumavka s agarosovym gelem umisténa na dobu 10 minut, resp.
na dobu, dokud se gel zcela nerozpusti. K rozpusténému gelu byl pfidan stejny objem
sterilniho TE pufru (10 mmol/l Tris/HCI; 1 mmol/l EDTE pH 8,0) piedehiatého na 67 °C.

Teplota smési byla udrzovana na 67 °C, dokud ke smési nebyl pfidan stejny objem
precisténého fenolu spH > 7,8. VSechny dalsi kroky jiz mohly byt provadény za
laboratorni teploty. Smés byla vortexovana (Velp scientifica Rx.®) 15 sekund a nasledné

centrifugovana pii 16100g 3 minuty (Centrifuge 5415R Eppendorf). Vrchni, vodna faze
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byla pievedena do C¢isté mikrozkumavky. Cela extrakce ptecisténym fenolem byla
provedena dvakrat.

K vodné fazi byl pfidan stejny objem smési fenol/chloroform/isoamylalkohol
vpoméru 25:24:1. Smés byla opét vortexovana a centrifugovana dle podminek
z piedchoziho odstavce, vodna faze byla pievedena do ¢isté¢ mikrozkumavky. Cely proces
se smési fenol/chloroform/isoamylalkohol byl proveden take dvakrat.

Celad extrakce byla provedena za stejnych podminek jako piedchozi dvé jesté
s chloroformem, tentokrat uz pouze jednou.

Ziskana vodna faze byla 15 minut chlazena vledové lazni a nasledné
centrifugovdna (Centrifuge 5415R Eppendorf) pii 16100g po dobu 15 minut pii 4 °C.
Supernatant byl pfeveden do ¢isté mikrozkumavky, v niz byl zméten jeho objem.

K supernatantu bylo ptidano 20% jeho objemu octanu amonného (10 mol/l) a
200% jeho objemu ledové vychlazeného ethanolu (100%), smés byla kratce promichéana a
30 minut ponechana stat pii laboratorni teploté (lze nechat stat i pies noc). Poté byla
centrifugovana pti 16100g po dobu 30 minut a 4 °C (Centrifuge 5415R Eppendorf). Po
odstranéni supernatantu byla peleta promyta 200 pl ledové vychlazenym 70% ethanolem
(v/v) (o teploté -20 °C). Smés byla centrifugovana 2 minuty pti 16100g a teploté¢ 4 °C
(Centrifuge 5415R Eppendorf). Vétsina supernatantu byla odsata vakuovou odsavackou,
zbytek ethanolu byl odstranén pomoci suseni vzorku po dobu 3 minut na vakuové odparce

(DNA SpeedVac). Promyta peleta byla rozpusténa ve 20 ul TE pufru.

3.3.7 Ligace

Do mikrozkumavek Eppendorf (0,2 ml) byla pipetovana ligacni smés o celkovém
objemu 30 pl. Pomér insert : plasmid byl volen dle koncentrace a mnozstvi ziskané DNA
izolaci z gelu. Byla ovSem snaha o dodrzeni pravidla, pouzit k ligaci vSechnu ziskanou
DNA, zejména insert. Mnozstvi pouzité T4 DNA ligasy bylo 0,5 ul a pufru pro T4 ligasu 3
ul. Pokud bylo potieba doplnit reakéni smes na celkovy objem 30 pl, byla pouzita sterilni
mQ H20.

Genova forma CYP1B1-T-his byla se s$tépenym plasmidem pCW ligovéna

vpoméru 13,4 : 1, forma CYP1B1-his v poméru 12 : 1. Pipetovana ligacni smés byla
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vlozena do termocykleru (Techne FTGENE2D). Ligace probihala po dobu 12 hodin pfi
teploté 16 °C.

3.3.8 Priprava agarovych ploten s antibiotikem

V mikrovinné troubé byl roztaven sterilni 1% (w/v) agar. Z roztaveného agaru bylo
steriln¢ odlito jeho malé mnozstvi (10 — 15 ml na jednu Petriho misku) do sterilni
zkumavky Falcon (50 ml). Po zchladnuti agaru ve zkumavce k nému bylo sterilné pfidano
takové mnozstvi antibiotika, aby jeho vysledna koncentrace dosahovala pozadovanych
hodnot — 100 ug/ml pro ampicilin a 30 ug/ml pro chloramfenikol (v rdmci této prace byly
pii pfipravé ploten pouzivany pouze tyto koncentrace antibiotik). Vznikla smés agaru
s antibiotikem byla promichéna a sterilné pfevedena do pfedem pfipravenych sterilnich
Petriho misek, kde se smés nechala ztuhnout. Misky s nalitou smési agaru a antibiotika

byly ponechany ve vodorovné poloze, dokud agar v Petriho miskach neztuhl.

3.3.9 Vysev bunék na Petriho misky

Bunééna kultura, do které byl transformovan cilovy plasmid, byla po inkubaci
sterilné pfevedena do Petriho misky obsahujici ztuhly agar s antibiotikem. Smés byla
rozprostiena po celé ploSe Petritho misky a nékolik minut ponechana vsakovat do agaru.
Plotny byly po vsaknuti buné¢né kultury obraceny dnem vzhlru a na noc umistény do
inkubatoru (Automatic CO2 IR 1500) o teploté 37 °C.

Kontrola ¢istoty prace byla ovétena za pomoci kontrolni Petriho misky, kterd byla
pfipravena stejnym zpusobem jako Petriho miska, na kterou byla nanesena bunécna kultura
s transformovanym plasmidem. Jen stim rozdilem, ze buiiky nanesené na agar v sobé

neobsahovaly Zadny transformovany plasmid.

3.3.10 Transformace

Kompetentni bunky E. coli byly vyjmuty z mrazaku (-80 °C) a ponechany
rozmrznout v ledove lazni. Z alikvotu o objemu 200 ul bylo pfeneseno 100 pl do nove,
sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). Kbuinkdm byla pfidana ligaéni smés

(ptipadné€ 1 pl konstruktu), resp. stejné mnozstvi mQ sterilni vody pro kontrolni ovétreni
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Cistoty prace. Obsah mikrozkumavky byl promichan S$pickou pipety bez nasati. Po
promichani smési byla mikrozkumavka umisténa na 30 minut do ledové lazn€. Po vyjmuti
z ledové lazné byla mikrozkumavka vlozena piesné na 90 sekund do ohtivace bloka (LS1
V.668.161.520) predem vyhtatého na 42 °C, poté byla vracena do ledové 1azn€ na dobu
dvou minut.

K bunikdm bylo ptidano 300 pul sterilniho LB media (resp. trojnasobné mnozstvi
pouzitého objemu bunék). Po pfidani media byly buniky inkubovany v inkubatoru
(Automatic CO2 incubator IR 1500) pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Po inkubaci byla smés
vyseta na piipravenou plotnu s ampicilinem 100 pg/ml (v ramci této prace byla pii
transformaci pouzita pouze tato koncentrace antibiotika). Agarové plotny byly po vsaknuti
smési do agaru otoCeny dnem vzhiru a umistény na noc do inkubatoru (Automatic CO;

incubator IR 1500) o teploté 37 °C.

3.3.11 Preockovani vybranych kolonii metodou ,,single cell

Z kultury, ktera pfes noc narostla na agaru v Petriho miskach, byly vybrany 3
,»single cell* kolonie, jeZ byly dostateéné vzdaleny od ostatnich kolonii. Plocha vybranych
kolonii byla ze spodku Petriho misky podbarvena popisovacem, kvili spolehlivé
identifikaci.

Plamenem bezdotykového plynového kahanu byla vyzihdna pinzeta, jiz bylo
nasledné uchopeno paratko. Vybrana ,single cell“ kolonie byla za pomoci uchopeného
paratka a pinzety ptenesena do pifedem piipraveného sterilniho LB media ve zkumavce
Falcon (50 ml), pfipadn¢ do Erlenmayerovy banky, s antibiotikem o zndmé koncentraci
(@ampicilin 100 pg/ml nebo chloramfenikol 30 ug/ml — v této praci byly pouzivany pouze
tyto koncentrace antibiotik). Nadoba, do které byla pienesena kolonie, byla s povolenym
vickem, resp. piekryta alobalovou folii a inkubovana v tfepacce pii 37 °C a 220 RPM ptes
noc. Timto zpusobem ziskana kultura byla pouzita na izolaci plasmidové DNA (Do malé
¢asti kultury byl ptidan glycerol do vysledné koncentrace 5% (v/v) a smés — glycerolovy
Stok byl uschovan v -80 °C pro dalsi pouziti.) nebo na inokulaci modifikovaneho TB media

za ucelem nasledného zahajeni indukce proteinové synthesy.
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3.3.12 Cisténi fenolu

Do zkumavky Falcon (50 ml) bylo odebrano piiblizné 20 ml fenolovych krystald.
Obsah zkumavky byl rozpustén ve vodni lazni pti 70 °C, smichan s 8-hydroxychinolinem
(ve vysledné koncentraci 0,1% (w/v)) a stejnym objemem Tris/HCI o koncentraci 1 mol/l a
pH 8,0. Smés byla protiepavana 10 — 15 minut. Po rozdéleni fazi byla ze smési odebrana
vrchni vodna faze. Pro dostate¢nou Cistotu fenolu bylo potieba proces vytiepani nékolikrat
zopakovat. Cisty fenol byl uskladnén ve smési s chloroformem a isoamylalkoholem (fenol :
chloroform : isoamylalkohol = 25 : 24 : 1) v tmavé lahvi pii 4 °C a pievrstven hladinou

Tris/HCI pufru o koncentraci 1 mol/I.

3.3.13 lzolace plasmidu alkalickou lyzi a fenol-chloroformovou extrakci

Zkumavky Falcon (50 ml) s narostlou ,,overnight* kulturou byly s utazenymi vicky
vlozeny do centrifugy (Allegra X-22R) a centrifugovany 20 az 30 minut pii 3901g a 4 °C.
Supernatant byl oddélen a peleta resuspendovana 200 pl ledové vychlazeného roztoku GTE
(50 mmol/l glukosa; 25 mmol/l Tris/HCI, pH 8,0; 10 mmol/l EDTA). Resuspendovana
peleta byla ptevedena do sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml) a ponechana 5 minut
stat pii laboratorni teploté. Ke smési bylo pfidano 300 pl Cerstvé namichaného lyza¢niho
pufru — roztok 0,2 mol/l NaOH a 1% SDS (w/v)): 200 ul 5 mol/l NaOH bylo smichéano se
4,3 ml sterilni mQ H20 a 500 pl 10% SDS (w/v). Po pfidani pufru do mikrozkumavky byl
jeji obsah nékolikerym pievracenim promichan. Obsah mikrozkumavky byl poté 5 minut
ponechan stat pii laboratorni teploté. Ke smési bylo dale pfidino 200 pl ledové
vychlazeného draselno-acetatového pufru (3 mol/l K* a 5 mol/l CHsCOOH / CH3COO'; pH
4,8). Obsah byl ota€enim mikrozkumavky michan po dobu 10 sekund. Po promichéni byla
mikrozkumavka inkubovéana 10 minut v ledové lazni.

Po skonceni inkubace byla smés centrifugovana 10 minut pii 15000g a teploté 4 °C
(Centrifuge 5415R Eppendorf). Supernatant byl pieveden do ¢isté, sterilni mikrozkumavky
Eppendorf (1,5 ml).

K supernatantu byl poté piidan stejny objem smesi
fenol/chloroform/isoamylalkohol v poméru 25 : 24 : 1. Smés byla nékolikrat protfepana a
centrifugovana 2 minuty pii 5400g a teploté 4 °C (Centrifuge 5415R Eppendorf). Horni,
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vodna faze byla pievedena do Cisté, sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). Cely krok
s fenol-chloroformovou extrakci byl nasledné proveden podruhé.

K vodné fazi byl pridan stejny objem chloroformu, smés byla nékolikrat protfepana
a centrifugovana 5 minut pii 15000g a teploté 4 °C (Centrifuge 5415R Eppendorf). Horni,
vodna faze byla pievedena do cisté, sterilni mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml). Cely krok
s chloroformovou extrakci byl nasledné proveden podruhé.

K vodné fazi byl pfidan stejny objem ledové vychlazeného isopropanolu (o teploté -
20 °C). Obsah mikrozkumavky byl promichan a ponechan inkubovat 30 minut v ledové
lazni. Po ukonceni inkubace byla smés centrifugovana 30 minut pii 16100g a teploté 4 °C
(Centrifuge 5415R Eppendorf). Po odstranéni supernatantu byla peleta promyta 200 pl
ledové vychlazeného 70% ethanolu (v/v) (o teploté -20 °C). Smés byla centrifugovéana dvé
minuty a 16100g pfi teploté 4 °C (Centrifuge 5415R Eppendorf). Vétsina supernatantu byla
odsata vakuovou odsavackou, zbytek ethanolu byl odstranén pomoci suSeni vzorku po
dobu 3 minut ve vakuové odparce (DNA SpeedVac).

Ziskané peleta byla rozpusténa ve 100 ul sterilniho TE pufru (10 mmol/l Tris/HCI,
1 mmol/l EDTE pH 8,0). Po rozpusténi pelety bylo ke smési piidano 0,5 ul RNAsy A (10
mg/ml). Obsah byl promichdn a inkubovan 40 minut pii 55 °C (LS1 V.668.161.520). Po
inkubaci bylo ke vzorku ptidano 60 ul PEG pufru (20% PEG 6000 (v/v); 2,5 mol/l NaCl),
vzorek byl promichan a ponechan inkubovat 1,25 h v ledove lazni.

Po skonéeni inkubace byla smés centrifugovana 15 minut pti 150009 a teploté 4 °C
(Centrifuge 5415R Eppendorf). Po odstranéni supernatantu byla peleta promyta 200 pl
ledové vychlazeného 70% ethanolu (v/v) (o teploté -20 °C). Po centrifugaci (2 minuty,
16100g, 4 °C - Centrifuge 5415R Eppendorf) a odstranéni veskerého ethanolu (3 minuty -
DNA SpeedVac) byla peleta rozpusténa ve 20 pl sterilniho TE pufru, ptipadné sterilni mQ
vody pokud méla byt ziskana DNA podrobena sekvenacni reakci. Ziskany roztok DNA byl
ulozen v -80 °C. U roztoku DNA byla pied jeho ulozenim do -80 °C spektrofotometricky

stanovena koncentrace a ¢istota a zméfeno absolutni spektrum.

3.3.14 Priprava vzorki pDNA na sekvena¢ni reakci

Oba pripravené vektory na bazi plasmidu pCW CYP1B1-his2b i CYP1B1-T-his2c

byly poslany na své ovéfeni pomoci sekvenacni reakce do Laboratofe sekvenace DNA
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Univerzity Karlovy v Praze, Vini¢na 7. Pro sekvenaéni reakci vektoru na bazi plasmidu
pCW byl pouzit 1 mg plasmidové DNA. Primery pouzité pii sekvenaci jsou uvedeny
v Tabulka 3.

Tabulka 3 Primery pouzité pii sekvenaci DNA.

Néazev Sekvence Pouziti

Forward primer pro vektory
pCW-forw 5-GTTTTGCACCATTCGATG -3 o

na bazi pCW

Reverse primer pro vektory
pCW-rev 5- CGTCTTCAAGCAGATCTG -3’ .

na bazi pPCW

Celkovy objem vzorku pro sekvenaéni reakci byl 10 pl. Slozeni vzorku bylo
nasledujici:
e 2 ul pDNA konstruktu
o 1,7 ul pCW-forw (cona = 3,2 pmol/ul)
o 17 ul pCW-rev (cona = 3,2 pmol/pul)
e 4,6 ulmQH0

3.3.15 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Stanoveni koncentrace cytochromu P450 ve vzorku slouzilo k prubéznému
sledovani riastu mnozstvi cytochromu v bunkach v pribéhu jeho exprese nebo jako néastroj
pro charakterizaci izolovaného preparatu.

Odebrany vzorek bunécné kultury, v niZ probihala produkce cytochromu P450, byl
centrifugovan 2 minuty pii 7200g a laboratorni teploté¢ (Centrifuge 5415R Eppendorf).
Peleta byla rozpusténa v CO pufru (100 mmol/l KH2PO4, 50% glycerol (v/v); pH 7,4) a
smés pipetovana do semimaskované kyvety. V piipadé izolovaného preparatu nebylo
fedéni vzorku CO pufrem potieba.

U takto ptipraven¢ho vzorku bylo na spektrofotometru Cary 60 (Specord M40)
zméfeno spektrum Vv rozsahu 400 az 500 nm. Jako reference byl pouzit tentyz vzorek. Do
méfeného vzorku bylo pfiddno malé mnoZstvi dithioni¢itanu sodného, vzorek byl
promichavan az do Gplného rozpusténi vsech krystalka dithionic¢itanu a probublan slabym

proudem oxidu uhelnatého po dobu 1 minuty. U tohoto vzorku pak bylo zméfeno
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diferen¢ni spektrum. Mnozstvi piitomného cytochromu P450 ve vzorku bylo spoéteno ze

vztahu 3.

A, —A
Cy :%xfedéni [umol/I]
X

Vztah 3 Vypocet koncentrace cytochromu.

Ax — absorbance vzorku pii vinové délce 420 nm, resp. 450 nm

ex — absorp¢ni molarni koeficient pro vinovou délku 420 nm, resp. 450nm
gpaz0 = 0,111 dm3/(umol . cm)

gpaso = 0,091 dm3/(umol . cm)

cx — koncentrace cytochromu P4z, resp. Paso

3.3.16 Kultivace bunék E. coli v menSim mnoZstvi media pro testovaci

expresi

Testovaci exprese v mensim mnozstvi media méla za ukol vybrat buné¢ny kmen
pro expresi proteinu ve vétsim mnozstvi media a urcit ptibliznou dobu proteinové exprese.
Vedle toho byla také pozorovana rychlost ristu bunééné kultury v zavislosti na zptisobu
inokulace media.

Do Erlenmayerovy baiky (500 ml) bylo vpraveno 50 ml sterilniho modifikovaného
TB media [115] a ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml. Takto upravené
modifikované TB medium bylo inokulovano bunécnou kulturou E. coli. V piipadné kmene
DH5a byla provedena ,multi cell inokulace oplachnutim agaru v Petriho misce
s narostlymi ,,single cell“ koloniemi, obsahujicimi transformovany plasmid CYP1B1-
his2b/pCW, resp. CYP1B1-T-his2c/pCW, 2 ml modifikovaného TB media. U kmene XL10
gold byla inokulace modifikovaného TB media provedena kulturou v podobé zmrazenych
glycerolovych stokt (obsahovaly glycerol v koncentraci 5% (v/v)), které rovnéz
obsahovaly bakterie s transformovanymi plasmidy CYP1B1-his2b/pCW, resp. CYP1B1-T-
his2c/pCW, jako tomu bylo u typu DH5a. Barky s inokulovanym modifikovanym TB
mediem byly inkubovany v tiepacce pii 37 °C a 220 RPM.

Po nérostu kultury na pozadovanou optickou denzitu (ODewo = 0,6 — 1,0) byla
provedena indukce syntézy proteinu pomoci IPTG ve vysledné koncentraci 1 mmol/l pro
kmen DHb5q, resp. 0,5 mmol/l v piipadé kmene XL10 gold, a ALA ve vysledné
koncentraci 0,5 mmol/l pro kmen DH5a, resp. 0,2 mmol/l v ptipad¢ kmene XL10 gold. Po
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indukci proteinu v kmeni DH5a byly podminky inkubace upraveny na 32 °C a 200 RPM.
Exprese proteinu byla sledovéna po dobu 48 h, resp. 54,5 h u kmene DH5a. [112].

SloZeni modifikovaného TB media (pro 1 litr media):
e 12 gtryptonu
e 24 g kvasni¢ného extraktu
e 2( peptonu
e 4 ml 100% glycerolu
e 12,31 g KoHPO4
o 2,319 KH2PO4
e Thiamin do koncentrace 1 mmol/Il

e mQ sterilni voda

Navazena mnozstvi tryptonu, kvasni¢ného extraktu a peptonu byly mQ
destilovanou vodou rozpustény ve Scottovych lahvich (1 1) tak, aby byl celkovy objem
roztoku asi 900 ml. Tento roztok byl autoklavovan 20 minut pti 121 °C (Varioklav 400E)
spolu s pfipravenym 50% roztokem glycerolu (v/v) a 100 ml roztoku obsahujici navaZena
mnozstvi draselnych soli kyseliny fosforecné.

Ke sterilni smési tryptonu, kvasni¢ného extraktu a peptonu bylo pfidano 8 ml
sterilniho 50% glycerolu (v/v), 100 ml roztoku draselnych soli kyseliny fosfore¢né a
thiamin do vysledné koncentrace 1 mmol/l. Do pfipraveného modifikovaného TB media

byl pied inokulaci ptidan jesté ampicilin do vysledné koncentrace 100 pg/ml media.

3.3.17 Kultivace bunék E.coli ve vétsim mnoZstvi media pro velkoexpresi

Kultivace bunék ve vétSim mnozstvi media méla za tkol ziskat buiiky s CO mozna
nejvyssim obsahem nasyntetizovaneho proteinu. Exprese proteinu v buiikach probihala z
vektori CYP1B1-his2b/pCW a CYP1B1-T-his2c/pCW. Oba vektory byly transformovany
do bunék E. coli DH5a pouzitych pro heterologni expresi proteinu. Z narostlych kolonii
byla metodou ,,single cell” nasledné ptipravena ,,overnight” kultura pouzita pro ockovani

modifikovaného TB media pouZitého pro velkoexpresi.
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Do sterilni Erlenmayerovy banky (2 1) bylo wvpraveno 500 ml sterilniho
modifikovaného TB media s ampicilinem ve vysledné koncentraci 100 pg/ml a 1 ml
,overnight kultury. Banka byla inkubovana v tiepacce (Gallenkamp) pii 37 °C a 220
RPM. Béhem inkubace byla sledovana opticka denzita ODsgoo Kultivované kultury proti
vode¢.

Jakmile dosahla optickéd denzita ODesoo hodnoty blizké hodnoté ODeoo = 2,0, byla
zahajena indukce produkce proteinu piidanim IPTG do vysledné koncentrace 1 mmol/l a
ALA do vysledné koncentrace 0,5 mmol/l. Podminky Kkultivace byly zménény na 30 °C a
200 RPM [112].

V buiikach s vektorem CYP1B1-his2b/pCW probihala kultivace celkem 48 h (z
toho 36 h exprese), s vektorem CYP1B1-T-his2c/pCW probihala kultivace celkem 24 h (z
toho 12 h exprese). Béhem kultivace obou kultur bylo v buikach nahodile stanovovano
mnozstvi cytochromu P450 za pomoci spektrofotometru Specord M40. Produkce proteinu
probihala do doby, kdy koncentrace cytochromu P450 v buiikach nedosahla koncentrace

alespon 300 nmol/l kultury.

3.3.18 Priprava sferoplasti

Bunééna kultura s naprodukovanym mnozstvim proteinu byla centrifugovana 30
minut pii 3000 RPM a teploté 4 °C (Janetzki K70D). Ziskana peleta byla resuspendovana
ve vychlazeném (4 °C), 2x koncentrovaném TSE pufru (100 mmol/l Tris/octan, pH 7,6;
500 mmol/l sacharosa; 0,5 mmol/l EDTA) v mnozstvi 5 ml pufru na 100 ml pivodni
kultury. Rozpusténa peleta byla neustale uchovavana v ledové lazni. K peleté byl pfidan
roztok lysozymu do vysledné koncentrace 0,2 mg/ml a smés byla ponechdna za stalého
michani (150 ota¢ek/minutu) reagovat po dobu 20 minut. K rozpusténé peleté s lysozymem
byl ptfidan stejny objem pfedem vychlazené (4 °C) mQ sterilni vody a po promichéani byla
smés rozdélena do sterilnich zkumavek Falcon (50 ml) a centrifugovana 20 minut pfi
4000g a 4 °C (Allegra X-22R) kvuli oddé€leni fragmenti bunééné stény. Ziskana peleta
obsahujici sferoplasty byla rozpusténa v SPH pufru (100 mmol/l KH2POa4, pH 7,4; 20%
glycerol (v/v); 10 mmol/l B-merkaptoehtanol; 6 mmol/l octanu hofe¢natém) v mnozstvi 4

ml na 100 ml ptivodni kultury.
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3.3.19 Dezintegrace sferoplasti pripravenych z bunék E. coli

K ptipravenym sferoplastim byly pfed sonikaci pfidany inhibitory proteas (Tabulka

4) branici degradaci proteinu po rozruseni cytoplasmatické membrany.

Tabulka 4 Inhibitory proteas pfidané ke sferoplastim pied sonikaci.

Inhibitor Vysledna koncentrace
PMSF 1 mmol/I
Aprotinin 1 ug/l
Leupeptin 2 umol/Il
Bestatin 1 umol/I

Dezintegrace sferoplastti byla provadéna pomoci sonikatoru (UC 005 AJl), jenz byl
nastaven na vykon 55 W a 10 pulzt po dobu 30 sekund. Béhem sonikace sferoplasta byly
tyto buriky bez buné¢né stény neustale michany a chlazeny ledovou lazni.

Po dokonceni sonikace byla smés kvuli oddéleni nerozrusenych sferoplastu,
inkluznich t€lisek, ¢asti bunéénych stén a ostatnich bunéénych ¢asti od dezintegrovanych
sferoplasta centrifugovana 10 minut pti 7000g a 4 °C (Allegra X-22R). Ze ziskaného
supernatantu, obsahujiciho cytochrom P450 1B1 zabudovany v membranég, byla v dal§im

kroku ziskana membranova frakce.

3.3.20 Priprava membranové frakce

Supernatant obsahujici membranovou formu cytochromu P450 1B1 byl pfeveden
do ptedem vychlazenych kyvet (7 °C) pro ultracentrifugu Beckman (Ultracentrifuga
Optima™ LE-80K). Kyvety byly vyvaZzeny na laboratornich vahach (440 — 35N) a vlozeny
do pfedem vychlazeného rotoru Ti-70 (7 °C) a rotor umistén do centrifugy. Centrifugace
probihala 65 minut pii 1800009 a 4 °C.

Peleta obsahujici membranovou frakci byla pomoci teflonového homogenizatoru
resuspendovéna v 5ml SPH pufru, zamrazena pomoci kapalného dusiku a uloZena do -80
°C.
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3.3.21 Solubilizace proteini z bakterialni membrany

Resuspendovand membranova frakce byla pomalu rozmrazena a nafedéna
solubiliza¢nim pufrem (100 mmol/l KH2POa, pH 7,4; 0,5 mol/l NaCl; 20% glycerol (v/v);
1% CHAPS (w/v); 10 mmol/l B-merkaptoethanol; 10 umol/l a-NF (methanolovy roztok))
na objem 250 ml a za stalého chlazeni ledovou lazni a michani (150 otacek/minutu)
ponechéna solubilizovat po dobu 3 hodin.

Solubilizovana smés byla ptfevedena do piedem vychlazenych kyvet (7 °C) pro
ultracentrifugu Beckman (Ultracentrifuga Optima™ LE-80K). Vyvazené kyvety byly
vlozeny do pfedem vychlazeného rotoru Ti-70 (7 °C) a rotor umistén do centrifugy.
Centrifugace, jez méla za cil odd¢lit solubilni formu proteinu v supernatantu a prazdné
membrany, resp. protein, ktery se nepodatilo z membran solubilizovat, probihala 65 minut
pii 100000g a 4 °C. Solubilni cytochrom P450 1B1 obsazeny v supernatantu byl nasledné

izolovan.

3.3.22 Izolace a purifikace cytochromu P450 1B1 pomoci afinitni
chromatografie

Béhem ultracentrifugace solubilizovaného cytochromu P450 1B1 byla kolona
afinitni chromatografie Ni-IDA ptipravena na izolaci CYP1BI1.

20% ethanol (v/v), v némz je zregenerovana kolona v necinnosti uchovavana, byl
vypustén a kolona promyta 100 ml mQ sterilni vody a 30 ml equilibra¢niho pufru (pufr
SOLUB).

Na piipravenou kolonu byl pomalu nanesen supernatant obsahujici solubilni
cytochrom P450 1B1. Normalné modro-zelena barva kolony z&ervenala, tudiz protein byl
nanesen na kolonu uspésne.

Po naneseni CYP1B1 na kolonu afinitni chromatografie byla kolona promyta
nejprve 100 ml pufru WASH1 (100 mmol/l KH2PO4, pH 7,4; 0,5 mol/l NaCl; 20 mmol/I
imidazol; 20% glycerol (v/v); 0,5% CHAPS (w/v); 10 mmol/l B-merkaptoethanol) a
nasledné 100 ml pufru WASH2 (100 mmol/l KH2POg4, pH 7,4; 0,5 mol/l NaCl; 100 mmol/l
imidazol; 20% glycerol (v/v); 0,5% CHAPS (w/v); 10 mmol/l B-merkaptoethanol). Po
promyti kolony pufry WASH1 a WASH2 byl protein z kolony uvolnén za pomoci 100 ml
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pufru ELUTE (100 mmol/l KH2POg4, pH 7,4; 0,5 mol/l NaCl; 300 mmol/l imidazol; 20%
glycerol (v/v); 0,5% CHAPS (w/v); 10 mmol/l B-merkaptoethanol).

Roztok obsahujici formu CYP1Blhm uvolnénou zkolony byl pifeveden do
dialyzaéni trubice a dialyzovan proti pufru DIA1 (100 mmol/l KH2POa, pH 7,5; 0,1 mmol/l
EDTA; 10% glycerol (v/v)). Po dvou hodinéch dialyzy byla dialyza¢ni trubice piendana do
nového dialyza¢niho pufru DIA1 a ponechana dialyzovat rovnéz po dobu 2 hodin. Na zavér
byla dialyzaé¢ni trubice pfendana do pufru DIA3 (100 mmol/l KH2POs, pH 7,5; 0,1 mmol/l
EDTA; 20% glycerol (v/v)) a ponechana dialyzovat pies noc. Nasledujici den byl
dialyzovany protein zahustén na objem pfiblizn¢ 5 ml pomoci ultrafiltra¢ni cely (Amicon
8200 s membranou PM-30), alikvotovan, zmrazen kapalnym dusikem a ulozen v -80 °C.

V piipadé formy CYP1B1m byl protein po uvolnéni z kolony dialyzovan 3 hodiny
proti pufru DIAIm (100 mmol/l KH2PO4, pH 7,5; 10% glycerol (v/v); 10 mmol/l B-
merkaptoethanol; 0,5 mmol/l EDTA).

3.3.22.1 Stépeni TEV proteasou

Po skonceni dialyzy byl u roztoku v dialyza¢ni trubici zméfen jeho objem a
absorbance pfi 280 nm proti mQ vodé. Na zakladé¢ téchto namétenych udaji a poméru 1 :
170 vzhledem k mnozstvi proteint ptitomnych ve vzorku bylo spocteno mnozstvi TEV
proteasy, které bylo néasledné ptidano k roztoku v dialyzacni trubici. Na zaklad¢ vypocti
bylo k roztoku v dialyzac¢ni trubici ptidano 200 ul TEV proteasy.

Smés byla dialyzovana 3 hodiny proti pufru DIA2m (100 mmol/l KH2POg4, pH 7,5;
10% glycerol (v/v); 5 mmol/l B-merkaptoethanol), 6 hodin proti pufru DIA3m (100 mmol/I
KH2POg4, pH 7,5; 10% glycerol (v/v)), dalsich 6h proti novému pufru DIA3m a poté jesté
pies noc proti novému DIA3m pufru. Po 5. dialyze by mél byt z obsahu dialyza¢niho stieva
odstranén B-merkaptoethanol, ktery by po naneseni vzorku na kolonu afinitni
chromatografie mohl kolonu =zni¢it. Po naneseni dialyzdtu na kolonu afinitni
chromatografie byla na kolon¢ zachycena TEV proteasa a odstépené histidinové kotvy,
cytochrom P450 1B1 bez odstépené histidinové kotvy na koloné vazan nebyl.

Eluovany CYP1B1, bez odstépené histidinové kotvy, byl 2x dialyzovan pies noc
proti pufru DIA4m (100 mmol/l KH2POa4, pH 7,5; 20% glycerol (v/v); 0,1 mmol/l EDTA),
zahustén na pfiblizné 5 ml pomoci ultrafiltra¢ni cely (Amicon 8200 s membranou PM-30),

alikvotovan, zmrazen kapalnym dusikem a uloZen v -80 °C.
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3.3.23 Stanoveni celkového proteinu metodou BCA

Stanoveni koncentrace celkového mnozstvi proteinu metodou BCA vyuziva vzniku
komplexu fialové barvy vznikajiciho reakci méd’nych iontt s BCA v alkalickém prostiedi.
Med’né ionty jsou ziskavany redukci méd’natych iontt, které reaguji s peptidovou vazbou a
nekterymi pritomnymi aminokyselinami, resp. jejich funk¢énimi skupinami. Intenzita
zbarveni roztoku zjistovana spektrofotometrickym meéfenim pii 562 nm je pfimo imérna
koncentraci proteinu v roztoku [118].

Cinidlo pouzité pro stanoveni celkového proteinu ve vzorku bylo pfipraveno
rozpusténim BCA v 50 dilech roztoku A (0,95% NaHCO3 (w/v); 2% Na,COz . 10 H,O
(w/iv); 0,4% NaOH (w/v); 0,16% vinan sodny (w/v); pH 11,25) a jednom dile roztoku B
(4% CuSOs4 . 5 H20 (w/v)) takovym zplsobem, aby vysledna koncentrace BCA byla 1%
(w/v). Roztoky A a B byly smichany az po uplném rozpusténi kyseliny bicinchoninové.
Cinidlo pfipravené smiSenim roztokti A a B bylo pfipraveno aZ tésné pied stanovenim.

Do 96-jamkové mikrotitraéni desticky bylo vzdy ve tfech paralelnich stanovenich
pro kazdy méfeny vzorek pipetovano 9 ul standardu, pfipadné vhodné fedénych vzorki, a
260 ul piipraveného c¢inidla pro stanoveni celkového proteinu. Standardem Kk vytvofeni
kalibra¢ni piimky pro toto stanoveni je BSA o koncentracich 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,5 a 2 mg/ml. Do paralelnich stanoveni slepych vzorkt byla namisto roztoku s proteinem
pipetovana destilovana voda. Mikrotitra¢ni desti¢ka S pipetovanou reakéni smési byla
vlozena do inkubatoru (IR 1500 Automatic CO incubator) a ponechana inkubovat po dobu
30 minut. Po skonceni inkubace byla smés v jamk&ch ponechana vytemperovat na
laboratorni teplotu. Po zchladnuti byla u vzorki na ctecce mikrotitracnich desticek (Sunrise
Absorbance Reader) zméfena absorbance pii 562 nm. Naméfené hodnoty byly

vyhodnoceny pomoci programu Kim32 [119].

3.3.24 Eletroforesa SDS-PAGE

Pouzité roztoky:

SloZeni 10% separaéniho gelu: 1,9 ml mQ H20; 1,7 ml 30% BIS (w/v); 1,3 ml 1,5 mol/l
Tris pH 8,8; 50 ul 10% SDS (w/v); 2 ul TEMED; 50 ul 10% APS (w/v)

SloZeni 15% separaéniho gelu: 1,1 ml mQ H20; 2,5 ml 30% BIS (w/v); 1,3 ml 1,5 mol/l
Tris pH 8,8; 50 ul 10% SDS (w/v); 2 ul TEMED a 50 ul 10% APS (w/v)
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SloZeni 5% zaostiovaciho gelu: 1,4 ml mQ H20; 330 pl 30% BIS (w/v); 250 ul 1,5 mol/l
Tris pH 6,8; 20 ul 10% SDS (w/v); 2 ul TEMED a 20 ul 10% APS (w/v)

Vzorkovy redukujici pufr (4x koncentrovany): 0,25 mol/l Tris/HCI; 8% SDS (w/v);
40% glycerol (v/v); 20% 2-merkaptoethanol (v/v); 0,012% bromfenolova modi (w/v); pH
6,8

Elektrodovy pufr: 0,025 mol/l Tris/HCI; 0,192 mol/I glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3
Barvici lazen: 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v); 9,2%
kyselina octova (v/v)

Odbarvovaci lazei: 25% ethanol (v/v); 10% kyselina octova (v/v)

Elektroforesa na polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
[120] byla v této praci vyuzivana ke sledovani mnozstvi cytochromu P450 jednolivych
krocich jeho izolace a nasledné ke stanoveni vysledného produktu a ovéfeni ucinnosti
odstépeni histidinové kotvy pomoci TEV proteasy. Proteiny na elektroforetickém gelu byly
déleny na zaklad¢ svych molekulovych hmotnosti [121].

Do upevnénych elektroforetickych skel v drzaku byl opatrné nalit spodni 10% (v
ptipadé stanoveni TEV proteasy 15%) — separa¢ni gel tak, aby v gelu nebyly bublinky.
Nality gel byl pfevrstven mQ destilovanou vodou branici vyschnuti gelu a ponechan
tuhnout po dobu 30 minut.

Bé&hem tuhnuti separa¢niho gelu byly pfipraveny vzorky pro stanoveni SDS-PAGE
elektroforesou. Odebrané vzorky byly smichany se vzorkovym redukujicim pufrem
v poméru 3 : 1. Smés byla vortexovanim (Velp scientifica Rx.%) kratce promichana a kratce
centrifugovana stolni centrifugou (Labnet). Smés byla poté kvili denaturaci proteinti
vatena po dobu 5 minut a poté znovu kratce centrifugovana.

Ze separacniho gelu byla odstranéna mQ destilovana voda, jiz byl pfevrstven, a na
ztuhly gel byl nanesen 5% zaostfovaci gel, do kterého byl jesté pfed jeho ztuhnutim
zasazen hieben s 15 jamkami. Gel byl dobu ponechan tuhnout po dobu 30 minut.

Ze ztuhlého gelu byl odstranén hieben a skla umisténa do elektroforetické cely
(Mini-PROTEAN Tetra Modul), kterd byla poté umisténa do elektroforetické aparatury
(Mini-PROTEAN Buffer Tank). Gel byl pievrstven elektrodovym pufrem a pomoci
Hamiltonovy stiikacky byly do jamek naneseny pfedem piipravené vzorky a 5 pl markeru

(Obrazek 12). Po naneseni vzorkt a markeru byla elektroforetické aparatura zakryta vikem

52



Materialy a metody

a pripojena ke zdroji napéti (EPS 301) nastaveném na 200 V. Eletroforesa probihala az do
doby, kdy se bromfenolova modf pfiblizila na vzdalenost 1 cm k dolnimu okraji gelu.

Gel byl z aparatury prenesen do barvici lazn¢€, kde byl ponechan barvit po dobu 30
minut. Poté byl pfenesen do odbarvovaci 1aznég, ktera byla po 30 minutdch vyménéna za

novou. V této druhé, nove lazni, byl gel ponechan odbarvovat pies noc.

kDa

- 250
- 150

— 100

Gel

Obrazek 12 Standard molekulovych hmotnosti PageRuler Unstained Broad Range Protein.
Prevzato z [122].

3.3.25 Priprava TEV proteasy

TEV (z angl. tabaco etch virus) proteasa je enzym pochéazejici z virového patogenu
parazitujicim na rostlindch [123,124]. V této praci byla pouzita na odstépeni histidinove
kotvy u jedné z proteinovych forem. Tato cysteinova proteasa je schopna §tépit pouze na

specifickém misté vlozeném na konec proteinu pied histidinovou kotvu pomoci metody
PCR.

3.3.25.1 Produkce TEV proteasy

5 ml sterilniho LB media obsahujiho ampicilin a chloramfenikol ve vyslednych

koncentracich 100 ug/ml, resp. 35 pug/ml u chloramfenikolu ve sterilni zkumavce Falcon

53



Materialy a metody

(50 ml) bylo naockovano piiblizn¢ 10 ul glycerolového Stoku bun€k E. coli kmene
BL21(DE3)RIL obsahujiho plasmid s vloZzenym genovym usekem kodujicim TEV
proteasu. Zkumavka byla pfes noc inkubovana v tiepacce pii 37 °C a 220 RPM.

4 | sterilniho LB media s ampicilinem a chloramfenikolem ve vyslednych
koncentracich 100 ug/ml, resp. 35 ug/ml u chloramfenikolu bylo rozdéleno po 500 ml
do sterilnich Erlenmayerovych ban¢k (2 1) a naotkovano ziskanou ,,overnight kulturou
v mnozstvi 1 ml kultury na 1 I LB media. Erlenmayerovy banky s naockovanym LB
mediem byly inkubovany v tiepacce pii 37 °C a 220 RPM po dobu 4 hodin, dokud hodnota
optické denzity.nevzrostla na hodnotu ODesoo = 0,8. Po narostu optické denzity na
pozadovanou hodnotu byla pomoci IPTG ve vysledné koncentraci 0,5 mmol/l media
indukovana syntéza TEV proteasy. Teplota inkubace byla sniZzena na 25 °C, protein byl

ponechan produkovat pfes noc.

3.3.25.2 Priprava sferoplasti

Druhy den byla kultura s naprodukovanou TEV proteasou centrifugovana 30 minut
pii 3000 RPM a teplot¢ 4 °C (Janetzki K70D). Peleta z jednoho litru kultury byla
resuspendovana ve 30 ml Tris/HCI, pH 8,0 o koncentraci 50 mmol/l a centrifugovana
(Allegra X-22R) ve zkumavkach Falcon (50 ml) 20 az 30 minut pti 3901g a 4 °C. Po
odstranéni supernatantu byla peleta z 1 | kultury resuspendovana ve 30 ml lyza¢niho pufru
(20 mmol/l Tris/HCI, pH 8,0; 0,1% Triton X-100 (w/v); 1 mol/l NaCl; 5 mmol/l B-
merkaptoethanol; 5 mmol/l imidazol; 5% glycerol (v/v)) a inkubovana na magnetické

michacce (150 otaCek za minutu) S lysozymem ve vysledné koncentraci 0,1 mg/ml pii 4 °C.

3.3.25.3 Dezintegrace sferoplastu pripravenych z bunék E. coli

Pro dezintegrace sferoplastt byl pouzit sonikator (UC 005 AJ1) nastaveny na vykon
45 W a 8 pulzit po dobu 30 sekund s 60 sekundovou ptestavkou. Behem sonikace
sferoplasti byly tyto buiiky bez bunééné stény neustale michany a chlazeny ledovou lazni.

Po dokonceni sonikace byla smés kvuli oddéleni nerozbitych sferoplastl, casti
bunénych stén a ostatnich bunéfnych ¢asti od dezintegrovanych sferoplasti

centrifugovana 30 minut pii 15000g a 4 °C (Allegra X-22R).
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3.3.25.4 l1zolace TEV proteasy pomoci afinitni chromatografie

Supernatant ziskany centrifugaci sonikovanych sferoplastti byl nanesen na kolonu
afinitni chromatografie (Ni-IDA) promytou ekvilibraénim — lyza¢nim pufrem. Po naneseni
vzorku na kolonu byla kolona promyta nejprve 50 ml promyvaciho pufru (20 mmol/l
Tris/HCI, pH 8,0; 1 mol/l NaCl; 5 mmol/l B-merkaptoethanol; 50 mmol/l imidazol; 5%
glycerol (v/v)) a poté 50 ml elu¢niho pufru (20 mmol/l Tris/HCI, pH 8,0; 1 mol/l NaCl; 5
mmol/l B-merkaptoethanol; 300 mmol/l imidazol; 5% glycerol (v/v)).

Roztok obsahujici TEV proteasu uvolnénou z kolony byl pfeveden do dialyzac¢ni
trubice a dvakrat dialyzovan proti dialyza¢nimu pufru (20 mmol/l Tris/HCI, pH 7,5; 5%
glycerol (v/v); 1 mmol/l EDTA; 10 mmol/l -merkaptoethanol) po dobu 2 h.

Do dialyzovaného preparatu byl pfidan glycerol do vysledné koncentrace 50% (v/v)
a poté byl preparat zakoncentrovavan (Amicon) do absorbance Azso = 1,04 (etev = 1,24
I/(mol.cm)). Po dostate¢ném zakoncentrovani byl preparat alikvotovan a zamraZzen v -80
°C.

3.3.26 Priprava rekonstituovaného systému a ,,markerové* reakce

Do mikrozkumavky Eppendorf (200 upl) byl pipetovan takovy objem DLPC
(chloroformovy zéasobni roztok 5 mg/ml), aby jeho vysledna koncentrace byla 2 mg/ml.
Chloroform byl z mikrozkumavky za pomoci plynného dusiku ze zéasobni lahve zcela
odpafen. Do mikrozkumavky byly dale pfidany sterilni mQ demineralizovana voda,
HEPES (zésobni roztok 500 mmol/l HEPES / KOH pH 7,4) do vysledné koncentrace 50
mmol/l, CHAPS (zasobni roztok 0,5 mg/ml) do vysledné koncentrace 0,05 mg/ml a
glutathion (zasobni roztok 30 mg/ml) do vysledné koncentrace 3 mg/ml. Smés byla
promichdna a ponechdna sonikovat (UC 005 AJ1) do vzniku stabilni emulze tvofené
liposomy. K ziskané emulzi byly ptidany takové objemy cytochromu P450 1B1 a potkani
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy, aby jejich vysledna koncentrace byla 0,5 umol/I.
Smés byla promichdana a 10 minut ponechéna stat pii laboratorni teploté za ucelem
zanofeni membranovych ¢asti enzymi do vzniklé membrany.

Do piedem oznacenych tlustosténnych zkumavek byla pipetovana smés o celkovém
objemu 0,5 ml, jeZ obsahovala pfedem spocitané mnozstvi fosfatového pufru (zasobni

roztok 100 mmol/l, pH 7,4), pfedem pfipraveny rekonstituovany systém ve vysledné
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koncentraci 0,1 umol/l a lidsky cytochrom bs (zasobni roztok 52,7 umol/l) v takovém
mnozstvi, aby jeho vyslednd koncentrace byla v pozadovaném poméru vzhledem
k enzymam v rekonstituovaném systému — viz vysledky. Smés byla promichana a vloZena
na dobu 10 minut do tiepacky (GFL 1092) s vodni 1azni pfedem vyhiatou na teplotu 37 °C
a 160 RPM za ucelem preinkubace. Po 10 minutach byl k preinkubované smési ptidan
Sudan | (zasobni roztok 5 mmol/l) do vysledné koncentrace 50 umol/l a NADPH (zé&sobni
roztok 10 mmol/l) do vysledné koncentrace 500 umol/l, ¢im byla zahajena reakce. Reakce
probihala po dobu 20 minut pii 37 °C a 160 RPM, ukoncéena byla pfidanim 0,9 ml
ethylacetatu do reak¢ni smési za ucelem extrakce produkt reakce. Po ukonceni extrakce
byla smés odd€lena za pomoci centrifugace (T52.2) po dobu 5 minut a 4000 RPM.
Organicka faze byla odebrana pomoci Pasteurovy pipety a nasledné byla provedena nova
extrakce rovnéz s 0,9ml ethylacetatu. Po spojeni druhého extraktu prvnim byl ethylacetat
zcela odpafen na vakuové odparce (UL 3101-1/61010-1). Ziskana peleta byla rozpusténa
vV methanolu a stanovena pomoci HPLC, nebo uloZena v -80 °C za ucelem pozd¢jsiho

stanoveni.

3.3.27 Analyza metaboliti pomoci HPLC na reverzni fazi

Ziskana peleta, obsahujici Sudan I a jeho metabolity, byla rozpusténa v 50 ul
methanolu, ptevedena do sklenénych ampulek a analyzovana pomoci HPLC (Agilent 1200
series).

Jako mobilni faze pro stanoveni Sudanu I a jeho metabolitt byl pouzit 75% (v/v)
roztok methanolu s pritokem kolonou o rychlosti 1,5 ml za minutu. Pro stanoveni byla
pouzita kolona (Chromolith® Performance RP-18e 100 x 4.6mm) o délce 100 mm a
praméru 4,6 mm se silikagelovou stacionarni fazi modifikovanou uhlovodikovymi fetézci
C18. Kolona byla vyhtata na 30 °C (column even LCO 102). Pii kazdém stanoveni bylo na
kolonu nanaseno 30 pl vzorku. K detekci byl pouzit detektor diodového pole (DAD)
se stérbinou o Sifce 8 nm. Pfi méfeni byl detektor nastaven na zaznamenavani vinovych

délek pti 210 nm, 280 nm a 480 nm.
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4 Vysledky

4.1 Priprava TEV proteasy

Narostlou ,,overnight* kulturou byly inokulovany 4 | LB media. Po narostu kultury
do optické denzity ODeoo = 0,8 byla pomoci IPTG ve vysledné koncentraci 0,5 mmol/l

zahajena indukce syntézy proteinu, teplota byla poté snizena na 25 °C.

4.1.1 lzolace TEV proteasy pomoci afinitni chromatografie

Narostla kultura byla centrifugovana a dezintegrované sferoplasty z ni pfipravené
byly naneseny na kolonu Ni-IDA. Po naneseni sonikatu na kolonu byla kolona promyta
promyvacim pufrem a nasledné z ni byla TEV proteasa uvolnéna elu¢nim pufrem. Eluat
byl podroben dialyze a nasledné zahustén na pozadovanou optickou denzitu.

Vysledny preparat TEV proteasy a vzorky odebrané béhem jeji izolace byly
stanoveny pomoci SDS-PAGE elektroforesy (Obrazek 13).

100 kDa” e
50 kDa” =~

30 kDa” ' -

20 kDa”

15 kDa”

-

Obréazek 13 Stanoveni TEV proteasy a vzorki odebranych v prubéhu jeji izolace.
Draha 8: Proteinovy marker.

Draha 9: Netedény vzorek TEV proteasy.

Draha 10: 15x nafedény vzorek TEV proteasy.

Draha 11: 100x nafedény vzorek TEV proteasy.

Draha 12: Vzorek sonikatu proteklého kolonou pfii izolaci TEV proteasy.

Draha 13: Vzorek promyvaciho pufru proteklého kolonou pfi izolaci TEV proteasy.
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Z Obrazek 13 je patrné, ze vysledny preparat ma velikost odpovidajici TEV
protease. Preparat obsahuje také stopy necistot, jejichz mnozstvi muze byt vzhledem

k zastoupeni TEV proteasy ve vzorku zanedbatelné.

4.2 Priprava cytochromu lidského P450 1B1

Pro pfipravu cytochromu P450 1B1 byl pouzit konstrukt 1B1/pOTB7, jenz byl
izolovan z bunék E. coli DH5a v ramci mé bakalaiské prace [113]. U tohoto plasmidu,
jenz byl poté pouzit jako templat pro PCR, byla v ramci mé bakalatské prace pomoci
spektrofotometrického stanoveni zjisténa jeho koncentrace a ¢istota [113].

Metodou PCR byl insert upraven a amplifikovan. Na oba jeho konce byly vlozZeny
palindromové sekvence restrik¢énich endonukleas, na 3’- konec genu byla vlozena sekvence
kodujici histidinovou kotvu a v jednom piipadé také tisek kodujici $tépici misto pro TEV
proteasu slouzici k ndslednému odstépeni kotvy.

Upraveny insert byl ligovan do plasmidu pCW a transformovan do bun¢k E. coli
XL10 gold, ve kterych byl namnozen. Po ovéfeni pfipravy cileného konstruktu $tépenim
restrikénimi endonukleasami a naslednou agarosovou elektroforesou byl vektor znovu
transformovan do bunék XL10 gold za ucelem jeho amplifikace a vytvofeni zasob na
budouci pokusy. U ziskaného plasmidu byla stanovena jeho koncentrace a Cistota.
Izolovany plasmid byl pak odeslan na sekvenaéni analyzu. Takto ovéteny plasmid byl poté
pouzit K expresnim pokustim.

Exprese obou forem cytochromii probihala v buitkich DH5a, jejichz ,,overnight™
kulturou bylo inokulovdno TB medium. V kultufe narostlé na pozadovanou optickou
denzitu byla zahajena exprese proteinu. Po dosazeni koncentrace cytochromu P450 vyssi
nez 300 nmo/l byla narostla kultura sklizena centrifugaci a pouzita pro izolaci cytochromu
P450 1B1.

Purifikovany protein byl zahus$tén, alikvotovan, charakterizovan a zamrazen. Ke
druhé formé proteinu se $tépicim mistem pro TEV proteasu byla po purifikac¢nich krocich
ptidana TEV proteasa a smés byla ponechana reagovat. Protein bez histidinové kotvy byl
purifikovan pomoci afinitni chromatografie a nasledn¢ taktéz zahuStén, alikvotovan,

charakterizovan a zamrazen.
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4.2.1 Charakterizace vektoru

Pro ptipravu CYPIB1 byl pouzit konstrukt 1B1/pOTB7 (Obrazek 14) ziskany
z databanky plasmID [125].

a-

GEEAGCGAGCGCTTCTECGACT CCAGT TET GAGAGCCECAASGCCAT GEEAAT TGACGCCACT CACCGACCCC
CAGTCTCAAT CT CAACGCTETEAGEAAACCTCEACTT TGUCAGET CCCCAAGEECAGCEEEECTCEECEAGIE
AGGCACCCTTCTCCGTCCCCAT CCCAAT CCAACCECT CCT GECACTGACCGACGCCAACGAGACT CEAGT GEEAZ
TTAAAGCTT CCAGT GACGCCCAGCAGGT GTCCAGGCCEEECCT GoGEET TCCTGTT GACGTCTT GCCCT AGGCA
AAGETCCCAGTTCCTTCT CEEGAGCCGECTETCCCECECCACT GEAAACCECACCT COCCGCAGCAT GGGURCT
AGCCTCAGCCCGAACGACCCTT GGCOGCTARAACCCGCTGTCCATCCAGCAGACCACGCTCCTGCTACT CCTGT
CGETGUTGGCCACT GTGCAT GT GGGUCAGLGGCTGUT GAGGUARC GG AGG UGG UAGCT CUGGT COGUGOCOCC
GEGCCOGTTITGOGTGGCCACTGATCGGAARCGUGGLGELUGET GGG UCAGGUGGCTCACCT CTCGTTCOGCT OGT
CIGEUGUGHECGUTACGGUCGACGTTTTCCAGAT COGUCT GGGUCAGCTGUCCCAT AGT GG TGUTGART GGOGRGC
GUGCCATCCACCAGGOCCTGET GCAGCAGGGCTUGGCCTTOGCCGACCGGCOGGLCTT CGCCT OCT TCOGTET
GGTGTCOGGCGHUCGCAGCATGGLTTT CGGUCACT ACT CGGAGCACT GGRAAGGTGCRAGUGGUGCGCRAGOCCAC
AGCATGATGCGCAACTTCTT CACGCGCCAGCUCGUGCAGCCGCCAAGT CCT CGAGGGCCACGTGLT GAGCGRAGG
CGLGUGAGLCTGGTGGOGCTGOT GGT GCGUGGCAGCGLGGACGGUGCCTTCCTOGACCCGAGGLOGCTGRCCGT
CETGGLUGT GGLUCARCGT CATGAGT GCCGTGT GTTTCGGLTGUCGCT ACAGCCACGACGACCCOGAGT TCOGT
GAGCTGCTCAGCCACRACGARGAGTTCGGGLGCACGGTGGGLGUGGGUAGCCT GG T GGACGTGAT GLCCTGGO
TGCAGTACTT COCCARCCOGET GUGCACCGTTTTCOGCGARTT CGAGCAGCTCARCCGCAACT TCAGCARCTT
CATCCTGGACARGTTCTTGAGGCRACTGCGAARGCUCTITCGGUCCGGGGUCGULCCCCGUGACAT GAT GG ROGLC
TTTATCCTCTCT GOCGGARARAGARAGGUGGUCGGGGACTCGLCACGGT GGT GGUGLGLGGLTGGAT TT GGAGARCG
TACCGGUCACTATCACT GRACATCTT CGGUGUCAGCCAGGACACCCTGT CCACCGUGCUT GCAGT GGUTGCT CCT
CCTCTTCACCAGGT ATCCTGAT GTGCAGACTCGAGTGCAGGCAGAAT T GG ATCAGGTCGT GGEGAGGGROCGT
CTGCCTTGTATGGGT GACCAGCCCARCCTGCCCTATGTCCTGGCCTTCCTTTATGAAGCCATGOGCTTCTOCA
GUITTGTGUCTGTCACT ATTCCTCATGCCACCACTGCCARCACCTCTGTCTTGGGCTACCACATT COCARGEGA
CACTGTGGTTTITTGTCRACCAGTGGTCTGT GRATCATGACCCAGT GAAGT GGCCT ARCCCGGAGAACTTTGAT
CCAGCTCGATTCTTGGACRAAGGATGGCCTCATCARCAAGGACCTGACCAGCAGAGT GATGATTTTT TCAGTGE
GCARANGGOGGTGCATTGGCGRAGARCTTTCT ARGAT GCAGCTTTTTCTCTTCAT CTCCAT CCTGGCT CACCA
GIGCGATTTCAGGGCCARCCCARATGAGOCTGCGARARAATGAATTTCAGTT ATGGT CTAACCAT TARRCCCARG
TCATTTAARGTCAAT GTCACTCTCAGAGAGTCCATGGAGCTCCTTGAT AGTGUTGT CCAAARTTT ACARGUCA
AGGRAARCTTGCCAAT ARAGAAGCAAGAGGCAAMCCTCAAATT TTAGAAATAT TCACAT CTTCGEAGAT GAGEAGT
AAAA T TCACTTTTTTTCCAGTTCCTCTTTTCT GCTGCTTCTCAAT TAGCET TTAAGET GAGCATAAAT CAACT
GTCCATCAGGTGAGGTGT GCTCCAT ACCCAGCGET TCT TCAT GAGTAGTGEECTAT GCAGCGAGCT TCT GEEAG
ATTTTTT TEAGT CAARRAGACT TAAAGGSGCCCAAT GAATTAT TATAT ACATACTGCATCTTGETTATTTCTGAA:
GTAGCATTCTTT GGAGT TAAAAT GCACATATAGACACATACACCCAAACACTT ACACCAAACT ACT GAAT GAR
GCAGTATTTT GGTAACCACGGCCATT TT TGETEEEAAT CCAMCATT GGT CT CCCATATGCACGAAAT ACCACAARD
AGTATATTARACARRCGTTTCAGAGTATATT GT T GAACGAGACACGACACAACTALRTTTCAGT GTAAAGTGTGTGA
TTEAAGETCATAAGGSAARACAT ARACACCAGAAMATT CCCTTT TCACCTT T TCAGSAAAAT AACT TASACTCT
AGTATTTAT GEETEEATTTATCCTTTT GOCTT CTGETATACTT CCTTACT TTTAAGEATAAAT CAT AAAGTCA
GTTGCTCAAAAACAAAT CAATACTT GAATTACGT GAGT ATACGT GEGETT CCATGAGT TATCATCAATTT TAARG
TATGCATTATTAART TGTAAAACT CCAAGETEATGTTGTACCTCTTTT GCT TECCAAAGT ACAGAATT TEAAT
TATCAGCARAAAAARRAAARARANS -3

Obrazek 14 Insert obsahujici mutantni gen pro cytochrom P450 1B1 vlozeny do plasmidu
pOTB7. Mutace, pii niz byl cytosin nahrazen guaninem je znazornéna modrou barvou.
Kodon, jehoz se mutace tyka, je podbarven Sed¢.

Tento konstrukt byl izolovan z bun¢k E. coli DH5a v ramci mé bakalaiské prace

[113]. U plasmidu, ktery byl poté pouzit jako templat pro PCR, byla pomoci
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spektrofotometrického stanoveni zjisténa jeho koncentrace a Cistota jiz v mé bakalarské
praci [113].

4.2.2 Amplifikace a Uprava geni pro expresi CYP1B1

Pomoci polymerasové fetézové reakce byly piipraveny dvé formy genti. Obé formy
byly rozsifeny na obou svych koncich o mista pro restrikéni endonukleasy a na 3’- konci o
usek DNA kodujici histidinovou kotvu — forma CYP1B1-his (Obrazek 15). Druha forma
méla na 3’- konci pfidany navic usek DNA kodujici $tépici misto pro TEV proteasu
(ENLYFQG). Tento usek byl vlozen mezi Useky kodujici Sté€pici misto pro restrikéni
endonukleasu a usek kodujici histidinovou kotvu — forma CYP1B1-T-his (Obrazek 16). U
obou forem byly navic odstranény kodony 2, 3 a 4 a kodony 5 az 10 byly optimalizovany
dle [112]. Tyto delece a optimalizace byly provedeny z divodu vyssi exprese CYP1BI
[112].
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a5

GACGAAT TEEFEEC TTTCT CCARRTGATCCAT GGCCGCT ARACCCGCTGT CCAT CCAGCAG
ACCACGCTCCTGCTACT CCTGT CGETGCTGECCACTGT GCAT GTGEECCAGCGECT GCTGAG
GCAACGGAGGCGGECAGCT CCGET CCGCGCCCCCGEECCCGTT TGCGT GECCACTGATCGGAA
ACGCGGCGECGEETGEECCAGECGECTCACCTCT CGTT CGCTCGCCTGGCGCGECECTACGGT
GACGT TTTCCAGAT COGCCT GEGCAGCT GOCCCAT AGT GETGCTGAAT GECGAGCGCGCCAT
CCACCAGGCCCT GGT GCAGCAGGGCTCGECCT T CGCCGACCGGECCGEECCT TCGCCTCCTTCC
GTGT GGT GT CCGGECGECCGECAGCAT GGCTT TCGGCCACTACT CGGAGCACT GEAAGET GCAG
CGGCGCGCAGCCCACAGCAT GAT GCGCAACTT CTT CACGCGCCAGCCGCGCAGCCGCCAAGT
CCTCGAGGGECCACGT GCT GAGCGAGGCGUGLGAGCTGETGECGCT GCT GGT GCGCGECAGTG
CGGACGGCGCCT TCCTCGACCCGAGGCCGCTGACCGT CGT GGCCGTGECCAACGT CAT GAGT
GCCGT GTGT T TCGGCTGCCGCT ACAGCCACGACGACCCCGAGT TCCGT GAGCT GCT CAGCCA
CAACGAAGAGTT CGEECGCACGETGEECGCGEECAGCCTGET GEACGT GAT GCCCT GGCT GC
AGTACTT CCCCAACCCGGTGCGCACCET TT TCCGCGAATT CEAGCAGCTCAACCGCAACTTC
AGCAACT TCATCCT GGACAAGT TCT TGAGGCACTGCGARAGCCTT CGGCCCGEGEECCECCCT
CCGCGACAT GAT GGACGCCT TTATCCT CTCTGC GEAAAAGARGGCGECCGEEGACT CGCACG
GTGGT GECGCGCGGCTGGAT TT GGAGAACGTACCGGCCACTAT CACT GACATCTT CGGCGCC
AGCCAGGACACCCTGTCCACCGCGCTGCAGTGGCT GCTCCTCCTCTT CACCAGGTATCCT GA
TGTGCAGACT CHAGT GCAGGCAGAATT GGATCAGGTCGTGEEEAGEEACCGTCTGCCT TGT A
TGGGT GACCAGCCCAACCTGCCCTATGT CCTGGCCTT CCT TTATGAAGCCATGCGCTT CTCC
AGCTTTGTGCCT GT CACTAT TCCTCAT GCCACCACTGCCAACACCTCT GT CTT GEGCTACCA
CATTCCCAAGGACACTGT GETTTTT GT CAACCAGT GGT CT GT GAATCATGACCCAGTGAAGT
GGCCTAACCCGGAGAACT TTGAT CCAGCTCGAT TCTT GGACAAGGAT GGCCTCAT CAACAAG
GACCT GACCAGCAGAGT GAT GATTT TTT CAGT GGGCAAAAGGCGGTGCAT T GECGAAGAACT
TTCTAAGAT GCAGCTTTTTCTCT TCAT CTCCAT CCTGGCT CACCAGT GCGATT TCAGGGCTA
ACCCAAATGAGCCT GCGAAAAT GAATTTCAGT TAT GGT CTAACCATT ARACCCAAGTCATTT
AAAGT CAAT GTCACTCT CAGAGAGT CCATGGAGCT CCTTGATAGT GCT GT CCAARATT TACA
AGCCAAGGAAACTT GCCAACATCATCATCATCATCATT AATGARGCTTAGATA -3°

Obréazek 15 Upravena sekvence mutantniho genu pro cytochrom P450 1B1 pomoci PCR —
forma s ozna¢enim CYP1B1-his.

Pfidana restrik¢éni mista na 5°- konci EcoRlI, resp. Ndel jsou na obrazku oznac¢ena fialovou
barvou, resp. zelenym pozadim. Na 3’- konci je misto pro restrikéni endonukleasu HindIII
oznac¢eno hnédou barvou. Usek kodujici histidinovou kotvu je oznaden &erng.

Cast genu, kde byla provedena optimalizace kodénu je na obrazku vyznadena &ervenou
barvou, zvyraznéna tu¢n¢ a podtrzena.

Mutace, pii niz byl cytosin nahrazen guaninem je zndzornéna modrou barvou. Kodon,
jehoz se mutace tyka je podbarven Sed¢.
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5.

GACGAAT TERFEEECTT TCTCCARATGATCCAT GGCCGCT ARACCCGCTGT CCAT CCAGCAG
ACCACGCTCCTGCTACT CCTGT CGGTGCTGECCACTGT GCAT GTGGGCCAGCGGCTGCTGAG
GCAACGGAGGCGGCAGCT CCGET CCGCGCCCCCEEECCCGTT TGCGT GECCACTGATCGEAA
ACGCGGCGECEETGEECCAGECGECTCACCTCT CGTT CGCTCGCCTGECGCGECGCTACGGT
GACGT TTTCCAGAT CCGCCT GGGCAGCT GCCCCAT AGT GETGCTGAAT GECGAGCGCGCCAT
CCACCAGGCCCTGET GCAGCAGGECTCGGECCT T CGCCGACCGGCCGECCT TCGCCT CCTTCC
GTGT GGT GT CCGGCGGECCGCAGCAT GECTT TCGECCACTACT CGGAGCACT GEAAGGT GCAG
CGGCGCGCAGCCCACAGCAT GAT GCGCAACTT CTT CACGCGCCAGCCGCGCAGCCGCCAAGT
CCTCGAGGECCACGT GCT GAGCGAGGCGLGCEAGC TGETGECGCT GCT GET GCGCGECAGCG
CGGACGGCGCCT TCCTCGACCCGAGGCCGCTGACCGT CGT GGCCGTGGCCAACGT CAT GAGT
GCCGTGTGT TTCGGECTGCCECT ACAGCCACGACGACCCCGAGT TCCGT GAGCT GCT CAGCCA
CAACGAAGAGTT CGGGCGCACGETGEECGCGEEGCAGCCTGET GEACGT GAT GCCCT GGCT GC
AGTACTTCCCCAACCCGGTGCGCACCGT TTTCCGCGAATT CEAGCAGCTCAACCGCAACTTC
AGCAACTTCATCCT GGACAAGT TCT TGAGGCACTGCGAAAGCCTT CGECCCGEEECCGCCCC
CCGCGACAT GAT GGACGCCT TTATCCT CTCTGCGEAAAAGAAGGCGECCEEEEACT CGCACG
GTGGT GECGCGCGGECTGGAT TT GGAGAACGTACCGGCCACTAT CACT GACATCTT CGGCGCC
AGCCAGGACACCCT GTCCACCGCGCTGCAGTGGCT GCTCCTCCTCTT CACCAGGTATCCT GA
TGTGCAGACT CGAGT GCAGGCAGAATT GGATCAGETCGTGGEGAGGEACCGTCTGCCT TGT A
TGGGT GACCAGCCCAACCTGCCCTATGT CCTGGCCTT CCT TTATGAAGCCATGCGCTTCTCC
AGCTTTGTGCCT GT CACTAT TCCTCAT GCCACCACTGCCAACACCTCTGT CTT GGGCTACCA
CATT CCCAAGGACACTGTGGTTT TTGT CAACCAGT GGT CT GT GAATCATGACCCAGTGAAGT
GGCCTAACCCGGAGAACTTT GAT CCAGCTCGAT TCTT GGACAAGGAT GGCCTCAT CAACAAG
GACCTGACCAGCAGAGT GATGATTTTT T CAGT GGGCAAAAGGCGGTGCAT T GECGAAGAACT
TTCTAAGAT GCAGCTTT TTCTCT TCAT CTCCAT CCTGGCT CACCAGT GCGATT TCAGGGCCA
ACCCAARATGAGCCT GCGAAAAT GAATTT CAGT TAT GGT CTAACCATT AAACCCAAGTCATTT
AAAGT CAATGTCACTCT CAGAGAGT CCATGGAGCT CCTTGATAGT GCT GT CCAARATT TACA
AGCCAAGGAAACTT GCCAAGRARRCTTGTATTTCCAGGGCCATCATCATCATCATCAT TRAT

GRAGCTT RGATA -3°

Obrazek 16 Upravena sekvence genu pro cytochromu P450 1B1 pomoci PCR - forma s
ozna¢enim CYP1B1-T-his.

Pfidana restrik¢ni mista na 5°- konci EcoRI, resp. Ndel jsou na obrazku oznacena fialovou
barvou, resp. zelenym pozadim. Na 3’- konci je misto pro restrikéni endonukleasu HindIII
oznadeno hnédou barvou. Usek kodujici histidinovou kotvu je ozna¢en &erng, usek kodujici
Stépici misto pro TEV proteasu je oznaceno zeleng.

Cast genu, kde byla provedena optimalizace kodénu je na obrazku vyznadena &ervenou
barvou, zvyraznéna tuéné a podtrZena.

Mutace, pii niz byl cytosin nahrazen guaninem je zndzornéna modrou barvou. Kodon,
jehoz se mutace tyka je podbarven Sed¢.

U obou insertd je vbazi Cislo 1294 piitomna mutace, kde je misto cytosinu
pfitomen guanin. Vysledkem mutace je zména ve 432. koddnu. V tomto kodonu nahrazuje
aminokyselina valin aminokyselinu leucin. Tato mutantni forma proteinu ovSem
Vv celosvétovém meéfitku prevazuje, naopak je tomu pouze u africkych naroda [126].
Protoze maji obé aminokyseliny podobnou strukturu i charakter, neni mutace signifikantni,

a tak nebyla provedena jeji Uprava.
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PCR reak¢ni smés byla purifikovana pomoci komerc¢niho Kitu. Purifikované PCR

produkty byly stanoveny spektrofotometricky (Tabulka 5) a pomoci agarosoveé

elektroforesy (Obréazek 17).

Tabulka 5 Spektrofotometrické stanoveni PCR produkta.

CYP1B1-T-his CYP1B1-his
Az60 0,015 0,016
Aazs0 0,008 0,009
As20 0,000 0,001
H 1,88 1,88
Cona [ng/ml] 113 113
Vona [ul] 20 20

6

Obréazek 17 Agarosova elektroforesa PCR produkta.

Dréha 6: DNA marker.

Draha 7: Nestépeny produkt PCR — forma CYP1B1-T-his.
Draha 8: Nestépeny produkt PCR — forma CYP1B1- his.

4.2.3 Vkladani insertu do plasmidu pCW

Oba inserty, upraveny pomoci polymerasové fetézové reakce, a plasmid pCW byly

$tépeny restrikénimi endonukleasami Ndel a Hindlll.. Stépené smési DNA byly nésledné
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rozdéleny pomoci agarosové elektroforesy (Obrazek 18). Stépena DNA byla poté

z agarosového gelu isolovana a spektrofotometricky stanovena (Tabulka 6).

Obréazek 18 Agarosova elektroforesa §tépenych vzorki DNA.
Dréaha 1: Stépeny produkt PCR — forma CYP1B1-T-his.
Draha 2: Stépeny produkt PCR — forma CYP1B1-his.

Draha 3: Stépeny plasmid pCW.

Draha 4: Stépeny plasmid pCW.

Draha 5: Stépeny plasmid pCW.

Dréaha 6: DNA marker.

Pozn.: Vzorky z drah 3 az 5 byly pfi izolaci z gelu slouceny.

Tabulka 6 Spektrofotometrické stanoveni DNA po izolaci z gelu.

CYP1B1-T-his | CYP1B1-his pCW

Ao 0,009 0,009 0,004

Ao 0,005 0,005 0,003

Asz0 0,000 0,001 0,000

ﬁ 1,80 2,00 1,33

Cona [ng/ml] 45,5 40,4 20,2

Vona [ul] 16 16 16

Mona [ug] 0,728 0,646 0,323
Nona [umol] 7,21.107 6,48 .10 1,08.107
Cona [mol/ml] 451 .10° 4,05 .10° 6,75 . 10°
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Insert a plasmid byly smichany v molarnim poméru 13,4 : 1 v piipadé formy
CYP1B1-T-his, resp.v poméru 12 : 1 v ptipad¢ formy CYP1B1-his a ponechany ligovat. Po
ukonceni ligace byla smés transformovana do buné¢k E. coli XL10 gold a vyseta na agarové
plotny v Petriho miskach s ampicilinem.

Na obou plotnach byly vybrany tii kolonie, které¢ byly metodou ,,single cell*

preoc¢kovany do 10 ml LB media s ampicilinem.

4.2.4 lzolace konstruktu 1B1/pCW a jeho ovéreni

Z narostlé ,,overnight kultury byly pro ovéfeni a ndslednou expresi proteinu
izolovéany dva typy konstruktl na bazi plasmidu pCW. Prvni typ mél obsahovat lidsky gen
pro cytochrom P450 1B1 prodlouzeny o histidinovou kotvu na jeho C-konci. Druhy typ
mél byt navic rozsifen o $tépici misto pro TEV proteasu, jenz by se mélo nachazet mezi
genem pro cytochrom P450 1B1 a histidinovou kotvou. Divodem pfidani tohoto $tépiciho
mista do plasmidu je pokus o nasledné odstépeni histidinové kotvy a zisku samotného
proteinu.

Po izolaci konstruktd pomoci alkalické lyze nasledované fenol-chloroformovou
extrakci byl ze ziskanych plasmida odebran vzorek pro spektrofotometrické stanoveni
(Tabulka 7) a kontrolni §tépeni (Obrazek 19).

Tabulka 7 Spektrofotometrické stanoveni DNA konstruktl na bazi pCW.

CYP1BL | CYPIBL | CYPIB1 | CYP1B1 | CYP1BL | CYP1B1

-T-his1 | -T-his2" | -T-his3 -his1 -his2” -his3

Az 0,019 0,012 0,013 0,016 0,013 0,010

Azso 0,011 0,007 0,007 0,007 0,007 0,005

Aszo 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000
—222:;’ - 23;2 1,88 2,2 2 2,5 2 2
Cona [g/ml] 86 56 61 76 61 51
Vona [ul] 20 20 20 20 20 20

Pozn.: Vzorky konstruktii oznadeny ~ byly vybrany pro dal§i transformaci.
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Obréazek 19 Agarosova elektroforesa konstrukt po kontrolnim §tépeni.
Draha 1: Stépeny konstrukt CYP1B1-his1/pCW.

Dréha 2: Stépeny konstrukt CYP1B1-his2/pCW.

Draha 3: Stépeny konstrukt CYP1B1-his3/pCW.

Draha 4: DNA marker

Draha 5: Stépeny konstrukt CYP1B1-T-his1/pCW.

Draha 6: Stépeny konstrukt CYP1B1-T-his2/pCW.

Dréha 7: Stépeny konstrukt CYP1B1-T-his3/pCW.

Kontrolni $tépeni bylo provadéno pomoci restrikéni endonukleasy Ncol. Tento
enzym mé v genu pro CYPIBI obsazena dvé $tépici mista. Tato mista jsou od sebe
vzdalena 1581 bp.

Z Obrazek 19 je patrné, ze vSechny vybrané ,,single cell“ kolonie v sob& obsahovaly
fragment odpovidajici svou velikosti konstruktu. Dle hodnot z Tabulka 7 byl z obou typu
konstruktll vybran jeden, ktery byl transformovan dle stejného protokolu, podle kterého byl
sam transformovan do bungk, z nichz byl poté izolovan.

Z narostlé ,,overnight* kultury byly izolovany konstrukty (Tabulka 8), které byly
stanoveny pomoci spektrofotometrického méfeni. Dle naméfenych hodnot byl od kazdého
typu konstruktu vybran jeden vzorek, jenz byl poté odeslan na kontrolu spravnosti

provadénou pomoci sekvenaéni reakce.
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Tabulka 8 Spektrofotometrické stanoveni konstruktd na bazi pCW po opétovné

transformaci.
CYP1B1- | CYP1B1- | CYP1B1- | CYP1B | CYP1B | CYP1B
T-his2a T-his2b | T-his2¢® | 1-his2a | 1-his2b” | 1-his2c
Az60 0,111 0,092 0,123 0,111 0,084 0,103
Azgo 0,068 0,051 0,074 0,070 0,052 0,064
A3 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
ﬁ 1,65 1,82 1,67 1,59 1,62 1,62
Cona [pg/ml] 550 460 616 555 420 515
Vona [p] 20 20 20 20 20 20

Pozn.: Vzorky konstruktli oznaéeny ~ byly vybrany pro sekvenadni reakci a naslednou
expresi proteinu.

Spravnost obou pfipravenych konstrukti byla sekvenacni reakei potvrzena. Tyto
konstrukty byly nasledné amplifikovany. Po izolaci byly ziskané konstrukty ulozeny do -80
°C.

4.2.5 Exprese cytochromu P450 1B1 vektorem na bazi pCW
lidského

cytochromu P450 1B1 nejprve v mensim mnozstvi média. Vysledky této pokusné exprese

Vektory verifikované sekvenacni reakci byly pouzity k expresi
mély za ukol urcit kmen bunék, ve kterych bude probihat exprese ve vétSsim mnozstvi
média a jeji pfiblizné trvani.

Cilem exprese ve vétsim mnozstvi média pak bylo, aby vybrany bakterialni kmen
naprodukoval pokud mozno co nejvice aktivniho cytochromu P450 1B1, jenz byl nasledné

Z bakterii izolovan.

4.2.5.1 Testovaci exprese

K testovaci expresi byly vybrany dva bunééné kmeny. E. coli — DH5a a XL10 gold.
Do kmene DH5a. byl transformovan verifikovany konstrukt, zmrazeny glycerolovy alikvot
bunék XL10 gold, jenz byl odebran pied izolaci konstruktu, jiz v sobé verifikovany

konstrukt obsahoval.
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Modifikované TB medium bylo inokulovano 2 ml ,multi cell“ kultury kmene

DH5aq, resp. glycerolovym alikvotem kmene XL10 gold. Buiiky v mediu byly ponechéany
rast pii 37 °C a 220 RPM v modifikovaném TB mediu do optické denzity ODeoo = 0,6 -1,0.

Po dosazeni pozadovaného intervalu optické denzity byly ke kultufe pfidany IPTG

a kyselina 6-aminolevulova. Teplota, resp. otacky byly snizeny na 32 °C, resp. 200 RPM.

Exprese proteinu byla sledovana po dobu 48 h (Tabulka 9 a Tabulka 10).

Tabulka 9 Testovaci exprese cytochromu P450 1B1, formy s oznafenim CYP1Blhm,
z plasmidu CYP1B1-his2b/pCW.

CYP1B1lhm
Kmen DH5a Kmen XL10 gold
Cas [h] ODeu Cpaso Cpaz20 ODeu Cp4s0 Cra20
[nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]
2,00 0,300 - - 0,017 - -
3,25 - - - - - -
4,25 0,868 INDUKCE - - -
5,75 - - - 0,158 - -
10,75 - - - 0,565 INDUKCE
34,75 - 280 703 - 14 340
58,75 - 1486 3841 - nedetekovano | neméfitelné
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Tabulka 10 Testovaci exprese cytochromu P450 1B1, formy s ozna¢enim CYP1B1thm,
z plasmidu CYP1B1-T-his2c/pCW.

CYP1B1thm
Kmen DH5a Kmen XL10 gold
as [h] ODeas Cp4s0 Cr420 ODeac Cp450 Cp420
[nmol/l] [nmol/l] [nmol/l] [nmol/l]
2,00 - - - - - -
3,25 0,566 - - 0,028 - -
4,25 0,891 INDUKCE - - -
6,00 - - - - - -
10,75 - - 0,765 INDUKCE
34,75 - 143 539 - 43 586
58,75 - 143" 375 - nedetekovano | 1499

Pozn.: U hodnot udaji v Tabulka 10 oznacenych * muze byt jejich hodnota jesté vyssi.
Hodnota uvedena v Tabulka 10 udava pouze minimalni koncentraci cytochromu ve vzorku.
Tato hodnota byla odectena z grafu, jehoz ¢ast byla zaznamenana piistrojem.

Jak je patrné z Tabulka 9 aTabulka 10, exprese obou forem proteinu probihala lépe
v kmeni DH5q,, a tak byl pro expresi vybran tento buné¢ny kmen. Vysledky z Tabulka 9 a
Tabulka 10 také ukazuji, ze z hlediska rychlosti rustu bunék je vyhodnéjsi pouzit ,,multi

cell ¢i ,,single cell ,,overnight* kulturu.

4.2.5.2 Exprese proteinii ve vétSim mnoZstvi media

Oba konstrukty byly transformovany do bun¢k E. coli DH5a. Z narostlych ,,single
cell” kolonii byla pfipravena ,,overnight kultura.

Produkce obou forem lidského cytochromu P450 1B1 byla provadéna ve 4 |
modifikovaného TB media, rozdélenych po 500 ml. Po narostu kultury na pozadovanou
optickou denzitu, cca ODeoo = 2, byla indukovéna syntéza proteinu pomoci IPTG a
kyseliny &-aminolevulové. Béhem ristu a nasledné produkce byly prubézné sledovany
hodnoty koncentrace cytochromu P450 a optické denzity ODeoo (Tabulka 11 a Tabulka 12).

69




Vysledky

Tabulka 11 Exprese cytochromu P450 1B1, formy s oznacenim CYP1B1lhm, z plasmidu

CYP1B1-his2b/pCW ve vétsim mnozstvi media.

CYP1Blhm

Cas [h] ODs0o Craso [nmol/I] Podminky

0,00 - - 32°C /200 RPM

8,00 0,588 - -

10,00 1,408 - -

12,30 2,048 - INDUKCE
25,25 2,960 - -

26,75 - 61 -

34,00 - 110 -

48,50 4,010 308 konec produkce

Tabulka 12 Exprese cytochromu P450 1B1, formy s ozna¢enim CYP1B1thm, z plasmidu
CYP1B1-T-his2¢/pCW ve vEtsim mnozstvi media.

CYP1B1lthm
Cas [h] ODéoo Craso [nmol/1] Podminky
0,00 - - 30 °C /200 RPM
3,00 - - 37 °C /220 RPM
8,50 1,044 - -
9,50 - - 30 °C /200 RPM
12,25 1,840 - INDUKCE
24,75 3,264 593 konec produkce

Z Tabulka 11 aTabulka 12 je patrné, Ze optickd denzita ODeoo roste pii produkci

obou forem proteinu pfiblizné stejnou rychlosti. Koncentrace cytochromu P450 roste ale

rychleji v ptipadé produkce proteinu z plasmidu, ve kterém je vlozeny gen rozsifeny o Usek

kodujici stépici misto pro TEV proteasu, nez z plasmidu, kde tento Usek chybi.

4.3 lzolace lidského cytochromu P450 1B1

Jakmile byla produkce proteinu ukoncena, narostla kultura byla centrifugovana. Po

nasledujicim resuspendovani z ni byly ptipraveny sferoplasty, které byly sonikovany. Z
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oddéleného supernatantu byla piipravena membranova frakce. Cytochrom P450 piitomny
v membranové frakci byl ponechan solubilizovat. Ultracentrifugaci ziskany supernatant,
jenz obsahoval solubilni formu cytochromu P450, byl nanesen na kolonu afinitni
chromatografie, jejiz pomoci byl izolovan a purifikovan.

Ziskany roztok obsahujici protein formy CYP1Blhm byl purifikovan pomoci
dialyzac¢ni trubice, zahustén, alikvotovan a charakterizovan.

V ptipad¢ formy CYP1B1thm obsahujici $té€pici misto pro TEV proteasu byla k
protein obsahujicimu roztoku ptidana TEV proteasa. Tato smés byla ponechéna reagovat
v dialyzac¢ni trubici. Po dialyze byl dialyzat nanesen na kolonu afinitni chromatografie, ze
které byl nasledné uvolnén protein bez histidinové kotvy s ozna¢enim CYP1B1m.

Aminokyselinové sekvence vSech tii proteinovych forem jsou nize porovnany
s piirozenou formou cytochromu P450 1B1 (CYP1B1wt), se kterou je porovnana také
sekvence piuvodné obdrzeného insertu piepsana do aminokyselinove sekvence
(CYP1B1wk) (Obrazek 20).

CYP1IBIwt 1 MGTSLSPNDPWPLNPLSIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLL 40
CYP1Blwk 1 MGTSLSPNDPWPLNPLSIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLL 40
CYP1Blhm 1 M--- WPLNPLSIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLL 40
CYP1Blthm 1 M--- WPLNPLSIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLL 40
CYPIBIm 1 M--- WPLNPLSTIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLL 40

CYP1B1wt 41 RQRRRQLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQAAHLSFARLARR 80
CYP1Blwk 41 RQRRRQLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQAAHLSFARLARR 80
CYP1Bl1hm 41 RQRRRQLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQAAHLSFARLARR 80
CYP1Blthm 41 RQRRRQLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQAAHLSFARLARR 80
CYPIBIm 41 RQRRRQLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQAAHLSFARLARR 80

CYP1B1wt 81 YGDVFQIRLGSCPIVVLNGERATHQALVQQGSAFADRPAF 120
CYP1Blwk 81 YGDVFQIRLGSCPIVVLNGERAIHQALVQQGSAFADRPAF 120
CYP1Blhm 81 YGDVFQIRLGSCPIVVLNGERATHQALVQQGSAFADRPAF 120
CYP1Blthm 81 YGDVFQIRLGSCPIVVLNGERAIHQALVQQGSAFADRPAF 120
CYPIBIm 81 YGDVFQIRLGSCPIVVLNGERATIHQALVQQGSAFADRPAF 120

CYP1Blwt 121 ASFRVVSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNFETRQP 160
CYP1Blwk 121 ASFRVVSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNFETRQP 160
CYP1Blhm 121 ASFRVVSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNEFFTRQP 160
CYP1Blthm 121 ASFRVVSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNFETRQP 160
CYP1BIm 121 ASFRVVSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNEFTRQP 160
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CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1Blhm
CYP1Blthm
CYP1BIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1B1lhm
CYP1Blthm
CYP1BIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1Blhm
CYP1Blthm
CYP1BIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1Blhm
CYP1Blthm
CYP1BIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1Blhm
CYP1BIlthm
CYP1IBIm

CYP1IBlwt
CYP1Blwk
CYP1B1hm
CYPIBlthm
CYPIBIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1B1hm
CYP1Blthm
CYP1BIm

CYP1Blwt
CYP1Blwk
CYP1Blhm
CYP1Blthm
CYP1BIm

161
161
161
161
161

201
201
201
201
201

241
241
241
241
241

281
281
281
281
281

321
321
321
321
321

361
361
361
361
361

401
401
401
401
401

441
441
441
441
441

RSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVA
RSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVA
RSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVA
RSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVA
RSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVA

VANVMSAVCEFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSL
VANVMSAVCFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSL
VANVMSAVCEFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSL
VANVMSAVCEFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSL
VANVMSAVCFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSL

VDVMPWLQYFPNPVRTVFREFEQLNRNEFSNFILDKEFLRHC
VDVMPWLQYFPNPVRTVFREFEQLNRNEFSNFILDKEFLRHC
VDVMPWLQYFPNPVRTVFREFEQLNRNFSNFTILDKFLRHC
VDVMPWLQYFPNPVRTVFREFEQLNRNEFSNFILDKEFLRHC
VDVMPWLQYFPNPVRTVFREFEQLNRNEFSNFILDKEFLRHC

ESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENV
ESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENV
ESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENV
ESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENV
ESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENV

PATITDIFGASQDTLSTALOWLLLLEFTRYPDVQTRVQAEL
PATITDIFGASQDTLSTALOQWLLLLEFTRYPDVQTRVQAEL
PATITDIFGASQDTLSTALOWLLLLEFTRYPDVQTRVQAEL
PATITDIFGASODTLSTALOWLLLLEFTRYPDVQTRVQAEL
PATITDIFGASQDTLSTALOQWLLLLFTRYPDVQTRVQAEL

DOVVGRDRLPCMGDQPNLPYVLAFLYEAMREFSSEVPVTIP
DOVVGRDRLPCMGDQPNLPYVLAFLYEAMREFSSEVPVTIP
DOVVGRDRLPCMGDOPNLPYVLAFLYEAMRESSEVPVTIP
DOVVGRDRLPCMGDQPNLPYVLAFLYEAMREFSSEVPVTIP
DOVVGRDRLPCMGDQPNLPYVLAFLYEAMREFSSEVPVTIP

HATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPLKWPNPENF
HATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPVKWPNPENEF
HATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPVKWPNPENFE
HATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPVKWPNPENEF
HATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPVKWPNPENF

DPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMQL
DPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMQL
DPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMQL
DPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMQL
DPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMQL
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240
240
240
240
240

280
280
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320
320
320
320
320

360
360
360
360
360
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440
440
440
440
440
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CYP1Blwt 481 FLFISILAHQCDFRANPNEPAKMNFSYGLTIKPKSFKVNV 520
CYP1Blwk 481 FLFISILAHQCDFRANPNEPAKMNFSYGLTIKPKSFKVNV 520
CYP1Blhm 481 FLFISILAHQCDFRANPNEPAKMNFSYGLTIKPKSFKVNV 520
CYP1Blthm 481 FLFISILAHQCDFRANPNEPAKMNFSYGLTIKPKSFKVNV 520
CYP1BIm 481 FLFISILAHQCDFRANPNEPAKMNFESYGLTIKPKSFKVNV 520

CYP1Blwt 521 TLRESMELLDSAVQNLQAKETCQ 543

CYP1Blwk 521 TLRESMELLDSAVQNLQAKETCQ 543

CYP1Blhm 521 TLRESMELLDSAVQNLQAKETCQHHHHHH 549
CYP1Blthm 521 TLRESMELLDSAVQNLQAKETCQ-HHHHHH 556
CYP1Blm 521 TLRESMELLDSAVONLQAKETCQ 549

Obrézek 20 Porovnani proteinovych sekvenci ptipravenych proteinii — cytochromu P450
1B1 s histidinovou kotvou (CYP1B1lhm), cytochromu P450 1B1 s histidinovou kotvou a
Stépicim mistem pro TEV proteasu (CYP1B1thm), cytochromu P450 1B1 po odstépeni
histidinové kotvy (CYP1B1lhm) s ptirozené se vyskytujici sekvenci (CYP1Blwt) a
sekvenci kddovanou ptavodnim plasmidem pOTB7 obdrZzenym pro praci.

Na Obrézek 20 jsou poml¢kou oznafeny deletované aminokyseliny, rizové jsou
podbarveny aminokyseliny u nichz doslo k optimalizace kodénu. Zlutym podbarvenim je
znazornéna aminokyselina podlehla mutaci L432V. Sedym podbarvenim je znazornéna
histidinova kotva a zelenym podbarvenim $tépici usek pro TEV proteasu.

Ackoli obé formy proteinu obsahovaly ve svém genetickém kodu optimalizaci
kodénu a méli deletovany 2. — 4. aminokyselinu, nelisi se od pfirozené formy témét vubec.
Tuto skutecnost dokazuje porovnani proteinovych sekvenci obou produktd s proteinovou

sekvenci pfirozené formy proteinu.

4.3.1 lzolace cytochromu P450 1B1 pomoci afinitni chromatografie a
jeho purifikace

V pribehu izolace proteinu byly odebirany vzorky, jez byly analyzovany pomoci
SDS elektroforesy. Vzorky byly odebirany jak v ptipadé izolace formy CYP1Blhm
(Obrazek 21 aObrazek 22), tak formy CYP1B1thm, resp. formy CYP1B1m (Obrazek 23
aObrazek 24). Analyza odebranych vzorki byla provadéna za ucelem zjisténi orienta¢niho
mnozstvi cytochromu P450 ve vzorku vzhledem K ostatnim proteinim. Na zakladé
porovnani se vzorky odebranymi v riznych krocich Ize také odhadovat ztraty v prubéhu
izolace. Diky témto porovnanim vzorka lze urcit napiiklad krok, ve kterém byly ztraty
proteinu nejvetsi a na zéklade tohoto zjisSténi udé€lat ¢i navrhnout opatfeni, kterd by témto

ztrgtam v dalsich izolacich méla zabranit.
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1 23 45672809 10111213 14 15~
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Obréazek 21 SDS elektroforesa vzorki odebranych v prubéhu izolace cytochromu P450
1B1 —formy CYP1B1lhm — 1. ¢ast.

1) Buné¢na kultura pied indukci 2) Buné¢na kultura pied sklizenim 3) Sonikované
sferoplasty 4) Supernatant ze sonikovanych sferoplasti 5) Peleta ze sonikovanych
sferoplasta 6) Peleta z membranové frakce 7) Supernatant z membranové frakce 8)
Resuspendovana peleta z membranové frakce pied solubilizaci 9) Resuspendovana peleta
z membranoveé frakce po solubilizaci 10) Supernatant solubilizovaného cytochromu P450
11) Peleta solubilizovaného cytochromu P450 12) marker 13) CYP1B1lhm - finalni
produkt (izolace z druhé exprese) 10x fedény 14) CYP1B1m — finalni produkt (izolace
z druhe exprese) 10x fedény 15) CYP1B1thm (izolace z prvni exprese) 10x fedény.

3 4567 8 9 10
N 250 kDa

\\100 kDa
WN\70 kDa
-—

50 kDa
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Obrazek 22 SDS elektroforesa vzorki odebranych v pribéhu izolace cytochromu P450
1B1 —formy CYP1B1lhm — 2. ¢ast.

3) Eluat po naneseni solubilizovaného cytochromu P450 1B1 na kolonu afinitni
chromatografie 4) Eluat po promyti pufrem WASH1 5) Eluat po promyti pufrem WASH2
6) marker 7) CYP1Blhm — findlni produkt (izolace z druhé exprese) 10x tedény 8)
CYP1B1hm (izolace z prvni exprese) 10x fedény 9) CYP1B1m — finalni produkt (izolace
z druhé exprese) 10x fedény 10) CYP1B1thm (izolace z prvni exprese) 10x fedény.
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Z elektroforetickych gelt na Obrazek 21 a Obrazek 22 lze vy¢ist, ze pii izolaci
cytochromu P450 1B1 formy CYP1B1lhm — 61 409 Da [127] se solubilizovany protein
z v&tsi ¢asti navazal na kolonu. K vyrazngj$im ztratam doslo pii promyvani kolony pufrem
WASH2. Porovnani velikosti izolované formy s formami ziskanymi pii jinych izolacich
odpovida teoretickym velikostem proteini CYP1B1thm — 62 261 Da [127] a CYP1B1m —
61 382 Da [127].
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Obréazek 23 SDS elektroforesa vzorki odebranych v pribéhu izolace cytochromu P450
1B1 — formy CYP1B1thm, resp. CYP1B1m — 1. ¢ast.

1) Bunécnd kultura pted indukci 2) Bunécnd kultura pred sklizenim 3) Sonikované
sferoplasty 4) Supernatant ze sonikovanych sferoplasti 5) Peleta ze sonikovanych
sferoplastit 6) Peleta z membranové frakce 7) Supernatant z membranové frakce 8)
Resuspendovana peleta z membranové frakce pied solubilizaci 9) Resuspendovana peleta
z membranové frakce po solubilizaci 10) Supernatant solubilizovaného cytochromu P450
11) Peleta solubilizovaného cytochromu P450 12) marker 13) CYP1B1lhm - finalni
produkt (izolace z druhé exprese) 10x fedény 14) CYP1B1m — finalni produkt (izolace
z druhé exprese) 10x fedény 15) CYP1B1thm (izolace z prvni exprese) 10x fedény.
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Obréazek 24 SDS elektroforesa vzorki odebranych v pribéhu izolace cytochromu P450
1B1 — formy CYP1B1thm, resp. CYP1B1m — 2. ¢ast.

1) Eluat po naneseni solubilizovaného cytochromu P450 1B1 na kolonu afinitni
chromatografie 2) Eluat po promyti pufrem WASH1 3) Eluat po promyti pufrem WASH2
4) Cytochrom P450 uvolnény z kolony pufrem ELUTE 5) Cytochrom P450 uvolnény
z kolony pufrem ELUTE po prvni dialyze (CYP1B1thm) 6) Cytochrom P450 uvolnény
z kolony pufrem ELUTE po péaté dialyze (smés CYP1BIthm a CYP1B1m) 7) CYP1B1m
(finalni produkt pted zahu$ténim) 8) CYP1B1 Eludt ziskany promytim kolony pufrem
WASH2* 9) CYP1B1 Eluét ziskany promytim kolony pufrem ELUTE*.

Stanoveni vzorkd odebranych v pribéhu izolace cytochromu P450 1Bl formy
CYP1B1m — 61382 Da [127] pomoci SDS-elektroforesy ukazuje (Obrazek 24), Ze
Vv pribéhu izolace proteinu doslo k velké ztraté pii promyvani chromatografické kolony
pufrem WASH2 (drdha 4). K dalsi vyznamné ztraté¢ doSlo pfi uvolfiovani $tépeného
proteinu z kolony (draha 7), kde bylo pro Uplné uvolnéni proteinu tfeba pouzit
modifikované roztoky WASH2* (50 mmol/l imidazol) a ELUTE* (zadny CHAPS ani B-
merkaptoethanol) (drahy 8 a 9 na Obrazek 24). Porovnani velikosti naznacuje, Ze protein
Vv draze 9 ma vys§i molarni hmotnost nez proteiny v dréhdch 7 a 8. Z porovnani vzorki
v drahach 13 az 15 na Obrazek 23 je mezi molarnimi hmotnostmi analyzovanych vzorkt
taktéz patrny rozdil.

U ziskaného preparatu cytochromu P450 1B1 byla stanovena koncentrace
cytochromu P450 a celkovy obsah proteinu ve vzorku. Na zakladé téchto stanoveni byla

sestavena bilan¢ni tabulka pro jednotlivé izolace (Tabulka 13 aTabulka 14).
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Tabulka 13 Bilan¢ni tabulka pro izolaci cytochromu P450 1B1 formu CYP1B1hm.

specificky
Mproteinu | Cproteinu Np450 CpP450 Np420 CpP420
Frakce obsah
[mg] [mg/1] [nmol] | [nmol/l] | [nmol] | [nmol/l]
[nmol/mg]
Bakterie? 45760 11440 1231 308 2378 595 0,0262
Membranova
376 18810 109 5450 ND ND 0,290
frakce
Solubilizat 364 1213 X X X X X
Finalni
] 6,42 1567 15,4 3760 ND ND 2,40
preparat

ND dana forma nebyla pfi méfeni detekovana
2 buné¢na kultura pied sklizenim

x spektrum nebylo méteno

Tabulka 14 Bilan¢ni tabulka pro izolaci cytochromu P450 1B1 formu CYP1B1m.

specificky
Moproteinu Cproteinu Np450 Cp450 Np420 CpP420
Frakce obsah
[mg] [ma/l] [nmol] | [nmol/l] | [nmol] | [nmol/l]
[nmol/mg]
Bakterie? 50200 12550 2374 593 2162 541 0,0473
Membranova
324 16180 282 14121 ND ND 0,873
frakce
Solubilizat 247 823 584 1946 233 777 2,37
Dialyza 1° 20,5 205 36,8 368 41,9 419 1,79
Dialyza 2-5
15,5 182 69,6 819 47,5 559 4,50
+ Stépeni®
Finalni
) 1,05 198 5,20 981 ND ND 4,96
preparat

ND = dané forma nebyla pii méfeni detekovana

4 buné¢na kultura pied sklizenim
b cytochrom P450 uvolnény z kolony pufrem ELUTE po prvni dialyze (CYP1B1thm)

¢ cytochrom P450 po druhé az paté dialyze pred nanesenim na kolonu niklové afinitni
chromatografie (smés CYP1B1thm a CYP1B1m)
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Tabulka 15 Bilané¢ni tabulka pro izolaci cytochromu P450 1B1 formu CYP1B1m.

specificky
Mproteinu Cproteinu Np450 CpP450 Np420 CpP420
Frakce obsah
[mg] [mg/l] [nmol] | [nmol/l] | [nmol] | [nmol/l]
[nmol/mg]
Finalni
" - - 14,4 2 879 14,5 2 955 -
prepara

vvvvvv

izolace formy CYP1B1hm, ackoli specificky obsah cytochromu ve findlnim preparatu byl
vzhledem k formé CYP1B1m polovi¢éni. Z Tabulka 15 je patrné, ze ve vzorku maji obé

formy cytochromu pfiblizné stejné zastoupeni.

4.3.2 Charakterizace cytochromu P450 1B1

Cistota finalnich preparati byla sledovana pomoci SDS elektroforesy (Obrazek 25).
Na elektroforetickém gelu je patrny rozdil mezi velikostmi analyzovanych vzorku
v drahdch 8 a 9 a drahach 9 a 10. Tato skute¢nost spolu s faktem, ze CYP1BI1thm se po
osetteni TEV proteasou jiz nevdze na afinitni kolonu, potvrzuje uspésné $tépeni TEV

proteasou pii odstépovani histidinové kotvy.

67 8 9 10
N 250 kDa

N\100 kDa

W70 kDa
- | —

50 kDa

N 20 kDa

Obrazek 25 SDS elektroforesa finalnich preparata.

6) Marker 7) CYP1B1lhm — finalni produkt (izolace z druhé exprese) 10x fedény 8)
CYP1B1hm (izolace z prvni exprese) 10x fedény 9) CYP1B1m — finalni produkt (izolace
z druhé exprese) 10x fedény 10) CYP1B1thm (izolace z prvni exprese) 10x fedény.
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Na Obrazek 26 (forma CYP1Blhm) a Obrazek 27 (forma CYP1B1lm) je
znazornéno diferencni spektrum finalniho preparatu cytochromu P450 1B1 zméifené pii
stanoveni celkového mnozstvi cytochromu P450 ve vzorku. Na zdklad¢ téchto spekter byla
spoctena koncentrace a celkové mnozstvi cytochromu P450 a cytochromu P420 ve vzorku.
Tyto Udaje jsou zaznamenany v Tabulka 13 (forma CYP1B1lhm) a Tabulka 14 (forma
CYP1B1m). Koncentrace neStépené formy cytochromu P450 1B1 (Tabulka 15) byla
spo¢tena na zaklad¢ diferenéniho spektra na Obrazek 28 (forma CYPI1BIlthm). Dalsi
stanoveni u tohoto preparatu nebyla provedena, jelikoz obsahoval nespravné slozenou

formu cytochromu P420.
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Obrazek 26 Spektrofotometrické stanoveni findlniho preparatu cytochromu P450 1B1
formy s oznacenim CYP1B1hm.
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Obrazek 27 Spektrofotometrické stanoveni finalniho preparatu cytochromu P450 1B1
formy s ozna¢enim CYP1B1m.
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Obrazek 28 Spektrofotometrické stanoveni cytochromu P450 1B1 formy s oznaéenim
CYP1B1thm.

Spektralni charakteristiky i SDS elektroforesy ukazuji, ze finalni preparaty
CYP1B1lhm i CYP1B1m jsou dostate¢né Cisté a zaroven neobsahuji nespravné slozenou
formu cytochrom P420. Ackoli preparat CYP1B1thm dle stanoveni SDS elektroforesou
vykazuje dostate¢nou Cistotu, obsahuje p¥imés nespravné slozené formy cytochrom P420.

Tato piimé&s tvoii pfiblizné polovinu mnoZzstvi cytochromu ve vzorku.
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4.4 Stanoveni metabolitd Sudanu | pomoci HPLC

Pro kazdou formu lidského CYP1B1 byly pfipraveny tii typy rekonstituovaného
systému. V prvnim typu rekonstituovaného systému nebyla ptitomna membranova forma
lidského cytochromu bs, v druhém byl cytochrom P450 1B1 pfitomen vzhledem
k cytochromu bs v poméru 1:1 a ve tfetim typu v poméru 1:5. VSechny popsané typy
rekonstituovaného systému byly z divodu minimalizace chyby méteni ptipraveny ve tiech
paralelnich experimentech. Metabolity ziskane reakci rekonstituovaného systému se
Sudanem | byly stanoveny pomoci HPLC. Mnozstvi metaboliti tvofenych riznymi
formami CYP1B1 jsou ukazana nize (Obrazek 29, Obrazek 30 a Obrazek 31).

Metabolismus Sudanu | CYP1B1hm v zavislosti na pritomnosti lidského
cytochromu bs
500
T T
400 T 1 I
-

2300 = . T T -
< T
€200 -

100 —
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1:0 11 15
vzorek
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Obrazek 29 Vysledky stanoveni metaboliti Sudanu I z rekonstituovaného systému
s cytochromem P450 1B1 s neodstépitelnou histidinovou kotvou. Modry sloupec odpovida
4’ 6-dihydroxy Sudanu I, ¢erveny sloupec 6-hydroxy Sudanu I, zeleny sloupec neznamému
metabolitu2 Sudanu | a zluty sloupec 4’-hydroxy Sudanu I. Fialovy sloupec odpovida
celkovému souctu ploch vSech metaboliti.
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Metabolismus Sudanu | CYP1B1m v zavislosti na pfitomnosti lidského
cytochromu bg
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Obrazek 30 Vysledky stanoveni metaboliti Sudanu I z rekonstituovaného systému
s cytochromem P450 1B1 s odstépenou histidinovou kotvou. Modry sloupec odpovida
4’ 6-dihydroxy Sudanu I, ¢erveny sloupec 6-hydroxy Sudanu I, zeleny sloupec nezndmému
metabolitu2 Sudanu I a zluty sloupec 4’-hydroxy Sudanu I. Fialovy sloupec odpovida
celkovému souctu ploch v§ech metaboliti.

Metabolismus Sudanu | CYP1B1thm v zavislosti na pfitomnosti lidského
cytochromu bg
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Obrazek 31 Vysledky stanoveni metaboliti Sudanu I z rekonstituovaného systému
s cytochromem P450 1B1 s odstépitelnou histidinovou kotvou. Hnédy sloupec odpovida
neznamému metabolitul Sudanu I, modry sloupec 4°,6-dihydroxy Sudanu I, Cerveny
sloupec 6-hydroxy Sudanu I, zeleny sloupec nezndmému metabolitu2 Sudanu I a Zluty
sloupec 4’-hydroxy Sudanu I. Fialovy sloupec odpovida celkovému souctu ploch vsech
metabolitl.

Pti porovnani celkovych mnoZstvi metabolitl je patrné, Ze forma cytochromu P450
1B1 sneodstépitelnou histidinovou kotvou je pfiblizné 5x aktivnéjsi nez forma
s odstépenou kotvou, nejdelsi forma CYP1B1 — s odstépitelnou histidinovou kotvou je
dokonce aktivngjsi ptiblizné 15x méné. Zajimavé ovSem je, ze pokles tvorby jednotlivych

metaboliti neni u vSech typl rekonstituovaného systému stejny. Nejvice klesd tvorba
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hlavniho metabolitu 4'-hydroxy derivatu Sudanu I, zatimco tvorba 6-hydroxy derivatu klesa
jen malo. Kromé toho dochédzi ke zvySené tvorbé blize neidentifikovaného metabolitu
(M2), v piipad¢ nejdelsi formy je dokonce pozorovano zvySené mnozstvi druhého
neznamého metabolitu (M1).

Aktivita rekonstituovaného systému s cytochromem P450 1B1 s neodstépitelnou
kotvou (Obrazek 29) po piidani lidského cytochromu bs roste, tento rist vSak je pomérné
maly. Pii jeho nadbytku (pomér 1:5) jiz neroste tak prudce jako pii poméru 1:1. U 4'-
hydroxy Sudanu I dokonce mirn¢ klesa. Z grafii je rovnéz patrné, ze pomérové zastoupeni
jednotlivych metaboliti napfi¢ tiemi paralelnimi stanovenimi se nikterak signifikatné
nelisi. To samé plati také o poméru metaboliti v jednotlivych tifech paralelnich
stanovenich.

Aktivita rekonstituovaného systému obsahujici cytochrom P450 1B1 s odstépenou
histidinovou kotvou (Obréazek 30) se po piidani lidského cytochromu bs méni jen nepatrné,
jeji vliv tudiz neni signifikantni. Aktivita rekonstituovaného systému obsahujici cytochrom
P450 1B1 s odstépitelnou histidinovou kotvou (Obrazek 31) se po piidani lidského

cytochromu bs méni opét jen nepatrné.
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5 Diskuse

Tato prace navazuje na mij bakalarsky projekt, v ramci kterého mély byt
pfipraveny dva lisici se konstrukty pro heterologni expresi lidského cytochromu P450 1B1.
Prvni konstrukt mél obsahovat insert kodujici lidsky cytochrom P450 1B1 bez jakychkoli
modifikaci ¢i ptidanych kotev. Druhy insert, jez m¢l byt vlozen do stejného expresniho
vektoru, byl totozny s insertem kddujicim lidsky cytochrom P450 1Bl rozsifeny o
histidinovou kotvu a za ni nasledujici §tépici misto pro proteasu (faktor Xa) na svém 5’-
konci. U obou insertt byla provedena optimalizace genového kodu brénici vzniku
vlasenek.

V ramci mého bakalaiského projektu byl z buné¢ného kmene DH5a gramnegativni
bakterie Escherichia coli izolovan plasmid pOTB7 nesouci gen pro lidsky cytochrom P450
1B1. U ziskaného plasmidu byla stanovena jeho koncentrace a plasmid byl poté ulozen v -
80 °C. Tento plasmid byl v tomto navazujicim magisterském projektu pouzit jako vychozi
bod préce. Gen kodujici cytochrom P450 1B1 byl do plasmidu pOTB7 vlozen pomoci
klonovaci technologie Gateway firmy Life Technologies. Kvili naslednému vkladani genu
do expresniho plasmidu bylo proto gen pii jeho amplifikaci potieba upravit.

V diplomovém projektu navazujiciho magisterského studia byl gen, kédujici lidsky
cytochrom P450 1B1 obsazeny v plasmidu pOTB?7 izolovaném jiz v ramci mé bakalarské
prace, modifikovan jinym zptisobem a amplifikovdn pomoci metody PCR. Modifikace
spocivaly v deleci 2. az 4. kodonu, optimalizaci kodont 5 az 10 na 5°- konci genu za
ucelem vyssi exprese proteinu, v ptidani §tépicich mist pro restrikéni endonukleasy na oba
konce genu a ve vlozeni Useku kodujiciho histidinovou kotvu na 3’- konec genu. Druhd
varianta uprav genu zahrnovala vedle jiz zminénych modifikaci také usek kodujici $tépici
misto pro TEV proteasu, jenz byl vlozen pted usek kodujici histidinovou kotvu.

Oproti diivéjsimu postupu, kdy byla k purifikaci PCR reakéni smési pouzivana
metoda isopropanolového srazeni, byla nyni zavedena purifikace pomoci komer¢niho kitu.
Tato zména byla provedena z divodu zvySeni vytéZku DNA pouZzivané pro restrikéni
Stépeni a naslednou ligaci. Vytézek dalsiho kroku — izolace DNA z agarosového gelu, byl
dale zvySen pouzitim agarosy s nizkym bodem tani. Samotnéa izolace DNA z agarosového
gelu pak byla provadéna metodou zalozenou na fenol-chloroformové extrakci s naslednym

srazenim DNA. Touto metodou byla nahrazena klasicka izolace pomoci komeréniho kitu.
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Dalsi zménou oproti Be. praci je, ze upraveny gen byl vlozen do expresniho vektoru
(pCW) se ,,slabsim* promotorem. Vzniklé konstrukty byly verifikovany nejprve pomoci
agarosové elektroforesy. Oba konstrukty byly stépeny endonukleasami, jimiz byly inserty
do plasmidu pCW ligovany, a jednou specifickou endonukleasou, jejiz $tépici misto je
obsazeno pouze V insertu. Po tomto primarnim ovéteni byly oba konstrukty odeslany na
verifikaci pomoci sekvenaéni reakce. Ovéfené konstrukty byly opétovné transformovany
do buné¢ného kmene DH5a. Z narostlé kultury byly izolovany oba konstrukty a piipraveny
zasobni glyceroloveé kultury.

Pfed expresi proteinu ve vétSim mnozstvi media bylo pfistoupeno nejprve
k testovaci expresi. Oba konstrukty byly nejprve transformovany do bunéénych kmend
DH5a a XL10 gold, u kterych byla po dobu 48 h porovnavana uroven exprese cytochromu
P450 1B1. Z porovnani exprimovaného mnozstvi obou forem proteinu v obou bunéénych
kmenech vySel pro expresi ve vétsim mnozstvi media 1épe kmen DH5a, ktery byl pro
expresi pouzit.

Pfi expresi ve vétsim mnozstvi media probihala exprese CYP1B1 s odstépitelnou
histidinovou kotvou 7x rychleji, nez u formy s neodstépitelnou kotvou. Toto pozorovani je
mozné vysvétlit faktem, ze CYP1B1 s klasickou neodStépitelnou afinitni kotvou mize byt

Efektivita $t€peni TEV proteasou byla pomérné nizka, dle Obrazek 24 byl vytézek
mensi nez 20%. Béhem izolace bylo také zjiSténo, Ze studované proteiny jsou pomérné
Spatné rozpustné ve vodném prostiedi. Je tedy potfeba dbat na to, aby pifi zahuSt'ovani
nebyla koncentrace proteinu vyssi nez 5 uM.

Specificky obsah cytochromu P450 1B1 ve vysledném preparatu $tépeném TEV
proteasou byl oproti form¢ s neodstépitelnou histidinovou kotvou dvojnasobny. To muze
souviset s vy$$im poétem purifika¢nich kroku, které byly v pfipadé¢ prvné zminovaného
preparatu pouzity.

Cytochrom P450 1B1 s rozpoznavaci sekvenci pro TEV proteasu na C- konci ma
oproti proteinu s klasickou histidinovou kotvou 5x niz§i aktivitu, coZ naznaluje, ze
aminokyselinova sekvence C- konce ma vliv na aktivitu CYP1B1. Tento vliv se pak
prohlubuje s rostouci délkou C- konce. Nestépena forma ma tudiz aktivitu pfiblizn¢ 15x
niz$i. Rozdily v aktivité riznych preparatti jsou navic provazeny i rozdily v tvorbach

jednotlivych metaboliti. Byly dokonce pozorovany 1 az 2 nové metabolity. Je tedy mozné,
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ze C- terminalni modifikace vykazuje vyznamny vliv na strukturu, popf. dynamiku
lidského cytochromu P450 1B1 a je potieba ji vénovat pozornost. Zadny ze zde
izolovanych enzymut vSak neni identicky s pfirozenou formou lidského CYP1B1. Pro
porovnéni tedy byla pouzita stars$i data o pfeméné Sudanu I CYPIBI1 exprimovanym
v mikrosomech hmyzich bunék transfekovanych bakuloviry (Obrazek 32) [128]. Vzhledem
rozdilnym aktivitim preparati nebylo mozné porovnat piimo mnozstvi metabolitli, avSak
pomér hlavnich metabolitd 4’-hydroxy/6-hydroxy derivati Sudanu I je nejbliz§i formé

proteinu s neodstepitelnou histidinovou kotvou.

Metabolismus Sudanu | mikrosomalnim lidskym CYP1B1hm
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Obrazek 32 Vysledky stanoveni metaboliti Sudanu I z rekonstituovaného systému
obsahujiciho mikrosomalni  formu lidského cytochromu P450 1B1 a potkani
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu. Modry sloupec odpovidad 4’,6-dihydroxy
Sudanu I, ¢erveny sloupec 6-hydroxy Sudanu | a zluty sloupec 4’-hydroxy Sudanu I.
Fialovy sloupec odpovida celkovému souctu ploch vSech metabolit. Pievzato z [128].

Jak jiz bylo zminéno ve vysledcich, vliv cytochromu bs na reakci katalyzovanou
CYPIBI je jen velmi mirné stimula¢ni a vzhledem k chybé méteni nemtize byt u preparatu

s odstépenou kotvou povazovan za signifikantni.
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6 Zavér
Tato prace popisuje piipravu rekombinantniho lidského cytochromu P450 1B1

pomoci heterologni exprese v bakterii Escherichia coli. Cile vyty¢ené z pocatku prace se

podafilo naplnit, hlavni vysledky jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

1. Byly zménény metody pro purifikaci PCR reak¢ni smési a izolace DNA
z agarosového gelu pouzivané pti praci na mém bakalatském projektu. Tyto
kroky se béhem prace na bakalafském projektu ukazaly jako problémové,
jelikoz pti nich dochazelo k signifikantnim ztrdtdm vzorku, V jejichz
disledku se pak nedafilo pfipravit cileny konstrukt. Na ziklad¢ téchto
obmeén se podatilo uspésné pripravit pozadované konstrukty pro heterologni
expresi cytochromu P450 1B1 s klasickou (neodstépitelnou) histidinovou
kotvou a varianty s histidinovou kotvou odstépitelnou pomoci TEV
proteasy, v obou piipadech na C- konci proteinu.

2. Béhem testovaci exprese bylo zjisténo, ze obé formy cytochromu P450 1B1
se exprimuji v bunééném kmeni E. coli DH5a o mnoho 1épe nez v kmeni
XL10 gold. Pro expresi ve vétSim mnozstvi media byl proto pouzit kmen
DH5a.

3. Ob¢ formy aktivniho proteinu byly uspéSné izolovany a purifikovany
pomoci niklove afinitni chromatografie. U formy s odstépitelnou
histidinovou kotvou bylo Gspésn¢ provedeno jeji odstépeni. Tento dodatecny
purifikacni krok zpiisobil vétsi ztratu proteinu, avSak ziskané mnoZzstvi
proteinu posta¢ovalo pro jeho naslednou charakterizaci. Byla také izolovana
forma s odstépitelnou histidinovou kotvou, u které vsak $tépeni nebylo
provedeno, tato forma s nejvice prodlouzenym C-koncem byla ponechana
pro dalsi porovnani vlivu délky této kotvy.

4. VSechny tfi formy pfipraveného cytochromu P450 1B1 byly
rekonstituovany  slipidy a potkanim  NADPH:cytochrom  P450
oxidoreduktasou. Nasledné byla porovnana jejich aktivita v zavislosti na
fakultativni pfitomnosti lidského cytochromu bs. Bylo zjisténo, ze

rekonstituovany systém s cytochromem P450 1B1 s neodstépitelnou
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histidinovou kotvou je pfiblizné pétkrat aktivnéjsi nez rekonstituovany
systém s cytochromem P450 1B1 s odstépenou histidinovou Kkotvou.
V preparétu s nejdelsi C- koncovou modifikaci byla aktivita vii¢i Sudanu |
vzhledem ke $tépené formé¢ CYP1B1 méné nez poloviéni. Vliv typu C-
koncové modifikace na pomér hlavnich metabolita (4’-hydroxy/6-hydroxy)
je tudiz maly. Nicméné ve vSech ptipadech byl pozorovan vyskyt
nezndmého metabolitu, v pfipadé formy s neodStépenou kotvou byl
pozorovan vyskyt dvou neznamych metabilitt Sudanu |. Mnozstvi
neznameho metabolitu  pfitomného Vv  metabolitech vSech typu
rekonstituovanych systému bylo nejvétsi v piipadé nejdelsi modifikace C-

konce.
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