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Abstract

Cytochrome bs is an electron transport protein of a clinically prominent
mixed-function oxygenase (MFO) system. This system participates in the first stage of
xenobiotic biotransformation. The hydrofility of xenobiotics is increased by introduction of
an oxygen atom into their structure. The MFO system also activates or deactivates certain
drugs and carcinogens. Cytochrome bs affects reactions catalyzed by the terminal
oxygenases of the system - cytochromes P450. Electrons are donated to cytochrome bs by

redox partners NADH:cytochrome bs reductase and NADPH:cytochrome P450 reductase.

The aim of this work was to demonstrate capability of photo-crosslinking approach
to fixate transient interactions within MFO system. Covalent complexes obtained by this
technique could be further analyzed by mass spectrometry, which can provide structural

information about the binding sites of the proteins.

We prepared a mutant cytochrome bs comprising photo-reactive methionine
analogue in the position 41 of the sequence. We expressed the protein employing
E. coli B834 (DE3) auxotrophic strain in 300 ml of the limit medium supplemented with L-
2-amino-5,5-azi-hexanoic acid (photo-methionine). The rate of the unnatural amino acid
incorporation was determined by mass spectrometry and it was about 40 % after 16 hours of
protein expression. We isolated 15.4 nmol of mutant cytochrome bs in total and its

concentration was 76.8 pmol/l.

The photo-reactive cytochrome bs M41 with with individual redox partners was

reconstituted with liposomes and activated by long-wave UV radiation.

We successfully formed cytochrome bs — cytochrome P450 covalent complexes and
thus showed photo-crosslinking capability of the isolated protein. Unfortunately no covalent
complexes with NADH:cytochrome bs and NADPH:cytochrome P450 reductases were
obtained by this technique.

Keywords: cytochrome bs, photoreactive amino acids, protein cross-linking,
protein-protein interactions, cytochrome P450, NADH:cytochrome bs reductase,
NADPH:cytochrome P450 reductase.

In Czech



Abstrakt

Cytochrom bs plni funkci pfenasece elektronti v klinicky vyznamném systému
oxygenas se smiSenou funkci (MFO systému). Tento systém se podili na zvyseni hydrofility
latek v prvni fazi biotransformace xenobiotik a na aktivaci nebo deaktivaci nékterych 1éciv
a karcinogenti. Cytochrom bs ovlivituje reakce katalyzované termindlnimi oxygenasami
systému — cytochromy P450. Donory elektronti cytochromu bs jsou NADH:cytochrom bs
reduktasa a NADPH:cytochrom P450 reduktasa

Cilem této prace bylo ovéfit, zda je mozné pomoci metody foto-chemického zesiténi
fixovat transientni interakce mezi témito proteiny. Takto ziskané kovalentni komplexy
mohou byt dale analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie a poskytuji strukturni

informace o vazebnych mistech proteint.

Pro tcely foto-sitovani byl pfipraven mutantni cytochrom bs obsahujici v sekvenci
v pozici 41 foto-aktivovatelny analog methioninu. Protein jsme exprimovali ve 300 ml
limitniho média, ve kterém byl methionin nahrazen L-2-amino-5,5-azi-hexanovou kyselinou
(foto-methionin), a pouzili k tomu auxotrofni kmen bakterii E. coli B834(DE3). Mira
inkorporace nepfirozené aminokyseliny byla po 16 h exprese stanovena pomoci hmotnostni
spektrometrie na piiblizné 40 %. Izolaci jsme ziskali celkem 15,4 nmol mutantniho

cytochromu bs o koncentraci 76,8 pmol/l.

Ziskany foto-reaktivni preparat byl spolu jednotlivymi redoxnimi partnery
rekonstituovan s liposomy. Pfitomné fotoreaktivni aminokyseliny byly aktivovany

dlouhovinnym UV zéafenim.

Podafilo se ovéfit schopnost foto-sitovani foto-cytochromu bs ziskdnim kovalentnich
komplexit s cytochromem P450 2B4. Kovalentni komplexy s NADH:cytochrom bs
a NADPH:cytochrom P450 reduktasou se bohuZel ziskat nepodatilo.

Klicova slova: cytochrom bs, fotoreaktivni aminokyseliny, sitovani proteinil, protein-
proteinové interakce, cytochrom P450 NADH:cytochrom bs reduktasa, NADPH cytochrom
P450 reduktasa.
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1. Seznam zkratek

4

A
BCA
BIS

BSA

cbs
CBR
CPR
CYP
Da
DEAE
DLPC
EBT
EDTA
ESI

FAD
flLeu
fMet
FMN
FP
FRET

IPTG
LB médium
Leu

LM

absorbance

Angstrdém, jednotka délky

4,4’ -dikarboxy-2,2 -bicinchoninova kyselina
N,N-methylen-bis-akrylamid

hovézi sérovy albumin

koncentrace

cytochrom bs

NADH:cytochrom bs reduktasa
NADPH:cytochrom P450 reduktasa
cytochrom P450

Dalton, jednotka molekulové hmotnosti
diethylaminoethyl

dilauroylfosfatidylcholin

Eriochrome Black T
ethylendiamintetraoctova kyselina

ionizace elektronovym
1onization)
flavinadenindinukleotid
L-foto-leucin
L-foto-methionin
flavinmononukleotid

finalni preparat

sprejem (z angl.

electrospray

Forsteriv rezonan¢ni pienos energie (z angl. Forster

resonance energy transfer)
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
Luria Broth médium

leucin

limitni médium



MALDI

Met
MFO

MS

NADH
NADPH
NMR
O/N
ODs0o
P450
pcbs
PDB ID
PPI
RPM
SDM
SDS-PAGE

TEMED
Tris
uv
VIS
WT

desorpce a ionizace laserem za asistence matrice (z angl.
matrix-assisted laser desorption/ionization)

methionin

systém oxygenas se smiSenou funkci (z angl. mixed function
oxigenase)

hmotnostni spektrometrie (z angl. mass spektrometry)
latkové mnoZzstvi

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni magnetickd rezonance

ptes noc (z angl. over night)

optické denzita pti 600 nm

cytochrom P450

foto-cytochrom bs

proteinova databanka (z angl. protein data bank)
protein-proteinové interakce

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
mistné cilend mutageneze (z angl. site-directed mutagenesis)

elektroforéza v polyakrylamidovém  gelu v prostiedi
dodecylsulfatu sodného (z angl. — sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis)

N, N, N’, N’ - tetramethylethylendiamin

tris(hydroxymethyl)aminoethan
ultrafialové svétlo (z angl. ultra-violet)
viditelné svétlo (z angl. visible)

pfirozeny typ (z angl. wild type)



2. Uvod

Proteiny neboli bilkoviny v organismu a vykonavaji mnoho riiznych funkci. Funkce
proteinti vychazi ze struktury a ta je dana primarni sekvenci aminokyselin v fetézci. Jednou

z dulezitych funkci proteint je katalyza.

Proteiny, které urychluji pfeménu substratu na produkty (vykazuji katalytickou
aktivitu), se nazyvaji enzymy. K vazb¢é a preméné¢ substratu dochazi v aktivnim centru
enzymu. To obsahuje vazebna residua zodpovédna za vazbu substratu a katalyticka residua
zodpovidajici za pribéh katalyzy. Aktivni centrum miize kromé aminokyselinovych zbytkt

také obsahovat kofaktor.

Kofaktory jsou latky nebilkovinné povahy nezbytné pro katalytickou aktivitu
enzymu. Dle typu vazby kofaktoru s enzymem se kofaktory dé€li na prostetické skupiny a
koenzymy. Koenzymy jsou na enzym vazany nekovalentné, mohou z enzymu disociovat.
Prostetickéd skupina je pevné vazana v molekule enzymu. Pokud jako prostetick4 skupina

vystupuje iont kovu, hem nebo Fe-S klastr, tak se enzym oznacuje jako metaloenzym.

2.1.Protein-proteinové interakce

Protein-proteinové interakce (PPI) jsou specificky kontakt dvou nebo vice proteint.
PPI jsou uskutecnovany pomoci nevazebnych interakci, ty sestavaji z ptiblizeni a
vzajemného ovlivnéni proteinli (angl. docking). PPI se rozd¢€luji na stabilni a péchodné, a

pro jejich studium existuje fada metod.

Experimentalni urCovani prechodnych interakci mezi proteiny neni jednoduché pro
jejich kratky Cas Zivota a nizkou stabilitu [1]. Metody pro zkoumdani struktury proteind a
jejich interakci jsou zalozeny na interakci zafeni s hmotou (rentgenovéa strukturni analyza,
nuklearni magnetickd rezonance, hmotnostni spektrometrie, fluorimetrické techniky), nebo
interakci hmoty s hmotou (chemické modifikaéni metody (sitovani) a mistné-cilena

mutageneze).

2.1.1. Metody studia struktury protein(

Struktura proteint se d€li na primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni. Primérni
struktura je dana pofadim aminokyselin v peptidovém fetézci. Sekundarni zahrnuje
vodikoveé vazby mezi blizkymi zbytky aminokyselin v hlavnim fetézci. Dva hlavni typy

sekundarni struktury jsou a-helix a B-skladany list. Terciarni struktura popisuje celkovy
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prostorovy tvar molekuly. Kvarterni struktura popisuje vziajemné usporadani vice

polypeptidovych fetézct.

Pro studium struktury proteinii se vyuzivd vice metod napiiklad rentgenova
strukturni analyza, nukle4drni magnetickd rezonance, mistné-cilena mutageneze, chemické ¢i
foto-chemické zesiténi a jiné. Kazda metoda mé vyhody a nevyhody. Jednotlivé metody
poskytuji dopliujici se strukturni informace, jejichz spojenim dostavame celkovy piehled o

struktufe daného proteinu.

2.1.1.1 Rentgenovd strukturni analyza

Rentgenova strukturni analyza je metoda, pii které je krystal proteinu ozafovan
rentgenovymi paprsky a zaznamenava se jejich difrakce. Na zakladé toho je mozné sestrojit
mapu elektronové hustoty proteinu. Do mapy elektronovych hustot je mozné umistit
jednotlivé atomy proteinu a urcit délky vazeb a tthly mezi nimi. RozliSeni atomové struktury
zavisi na kvalité krystalu a flexibilit¢ jednotlivych ¢asti proteinu. Rentgenova analyza je
vhodna pro studium rigidnich ¢asti proteint, protoze ty tvoii usporadané krystaly. Flexibilni
useky nevytvareji opakujici se vzor, tudiz je jejich rozliseni v modelech nizsi. Pomoci

rentgenové strukturni analyzy bylo experimentalné ziskano nejvice struktur proteintl.

Tato metoda poskytuje detailni informace o kazdém atomu v proteinu spolu
s informacemi o ligandech, navazanych inhibitorech, koordinovanych kovech a ostatnich
molekulach vazanych v krystalu. Studovany protein musi byt mozné izolovat v dostate¢ném
mnozstvi a Cistoté, coZ limituje jeji vyuziti pfi studiu membranovych proteind [2,3]. U
ziskaného modelu je tfeba mit na paméti, Ze studovany protein miize zaujimat ze

fyziologickych podminek jinou strukturu nez v krystalu.

2.1.1.2 Nukledrni magneticka rezonance

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) je metoda, ktera sleduje chovani molekul
v magnetickém poli po jejich excitaci. NMR stejné jako rentgenostrukturni analyza slouzi k
uréeni trojrozmérné struktury proteinii a nukleovych kyselin s rozliSenim na atomarni
urovni. Méfeny vzorek proteinu se oproti rentgenové strukturni analyze nachazi v roztoku,
ale v koncentraci, kterd neni fyziologicka (alesponi 0,5 mM). Proteiny o vyssi koncentraci
poskytuji lepsi rozliSeni [4]. Vlastnosti roztoku jako je teplota, pH a koncentrace soli je

mozné piizpusobit tak, aby roztok odpovidal pro protein pfirozenému prostiedi.
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NMR dovoluje zkoumat pfirozené nestrukturované proteiny, membranové proteiny,
proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti a interakce mezi proteiny nebo jinymi

molekulami. Pomoci NMR je dnes mozné urcit strukturu proteinu do hmotnosti 1 MDa [5].

2.1.1.3 Chemické zesiténi

Metoda chemického zesiténi vyuziva chemickych reakci sitovacich ¢inidel (angl.
crossliker). Fixaci protein-proteinovych interakci v proteinovych komplexech kovalentnimi
vazbami umoznuje tato metoda analyzu proteinové struktury ve fyziologickych podminkach
a pii nizké koncentraci proteini. Vysledky chemického zesiténi davaji dopliujici nebo

ovetujici informace k jiz existujicim strukturam.

Sitovaci ¢inidlo je mald organickd molekula obsahujici nejcastéji dvé reaktivni
funk¢éni skupiny reagujici s nékterymi postrannimi fetézci aminokyselin. Sitovaci ¢inidla se
déli na homobifunkéni (maji stejné reaktivni skupiny) a heterobifunkéni (maji rozdilné

reaktivni skupiny). Reaktivni skupiny miizou byt spojeny raménkem.

Raménko mé definovanou délku (od 0 A do vice nez 35 A [6]) a slouzi jako
molekularni pravitko. Pfi sitovani €inidly s nulovou délkou raménka (angl. zero-lenght
crosslinking) dochazi k spojeni residui proteinti, které¢ jsou v t€sné blizkosti [7]. Kratsi
raménko je vhodnéjsi pro spojeni aminokyselinovych residui v kratké vzdalenosti nebo
intramolekularni ~ sitovani. Del§i raménko umoziuje propojeni vzdalenych

aminokyselinovych zbytki.

Reaktivni konce sit'ovacich ¢inidel reaguji specificky s funk¢énimi skupinami jako je
primarni aminoskupina (—NH2), thiolova skupina (—SH) nebo karboxylovd skupina

(~COOH) [8].

2.1.1.4 Foto-chemické zesiténi

Foto-chemické zesiténi je metoda na obdobném principu jako chemické sitovani,
kdy sitovaci Cinidla obsahuji fotolabilni skupiny. Ty jsou za béZnych podminek inertni,
jejich fotolytickou aktivaci vSak dochazi ke vzniku vysoce reaktivnich a malo selektivnich
intermediatd s kratkou dobu Zivota. Ty umoziiuji propojit i skupiny, které nelze propojit
chemickymi sitovacimi €inidly [9]. Mezi foto-aktivovatelné skupiny patii benzofenony, aryl

azidy a diaziriny.

Benzofenon je aktivovan svétlem s vinovou délkou 350-365 nm. Aktivaci vzniké

ketylovy bi-radikal. Benzofenon je vice selektivni a ma vyssi afinitu k methioninu. Aryl azid

12



po ozafeni svétlem s vinovou délkou 254-400 nm generuje nitrénovy bi-radikal, ktery
reaguje s C—H nebo N—H vazbami. Vznik nirténového bi-radikélu je doprovézen odstépenim
No>. Diaziriny tvoii reaktivni karbénovy bi-radikal spolu s N> po ozafeni svétlem o vinové
délky 350 nm. Karbénovy bi-radikal je vysoce reaktivni a reaguje s C—H nebo N—H vazbami
za vzniku kovalentniho aduktu. Doba zivota karbéniového bi-radikalu je typicky v fadech
nanosekund. Diaziriny maji vyssi foto-stabilitu nez aryl azidy [10,11]. Benzofenony a
diaziriny jsou aktivovany svétlem jehoz vlnova délka nepoSkozuje primdrni strukturu

proteint.

Kromé pouziti foto-aktivovatelnych cinidel je mozné zavést foto-aktivovatelnou
skupinu pfimo do proteinové sekvence, a to ve form¢ foto-aktivovatelné aminokyseliny
béhem exprese. Tyto aminokyselinové analogy s diazirinovou skupinou foto-leucin (fLeu) a
foto-methionin (fMet) byly ptedstaveny vroku 2005 (Obr. 1) [12]. Inkorporace
modifikovanych aminokyselin do sekvence rekombinantniho proteinu na misto methioninu
nebo leucinu v bakteriich nebo sav¢ich buitkdch je mozna diky nizsi specifit¢ methionyl- a
v men$i mifet téZ leucyl-RNA synthetasy. Strukturni podobnost analogu s pfirozenou
aminokyselinou umoziuje aktivaci foto-labilniho analogu vazbou na pfislusnou molekulu

tRNA a zaclenéni do proteosyntézy.

HOOC HOOC HOOC HOOC

NH, NH, NH, NH,
N
|i| y
| s
N X
Leu Met

fLeu fMet

Obr. 1 — Struktury pfirozenych proteinogenich aminokyselin a jejich foto-aktivovatelnych
analogd.

Pokud je pfi studiu produkti sitovani prvnim krokem elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecyl sulfatu sodného (SDS-PAGE), dojde
k separaci monomera a oligomerti. Poté jsou jednotlivé proteiny a proteinové komplexy
zvlast enzymaticky Stépeny a peptidovd smés je nasledné analyzovéana hmotnostni
spektroskopii. Tento postup se oznacuje jako ,,bottom up* piistup a slouzi mimo jiné

k identifikaci mist zesiténi [13].
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2.1.1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. mass spectrometry) je citliva analyticka
metoda, kterd ionizuje vzorky, a poté je separuje podle jejich poméru hmotnosti k nédboji
(m/z) anasledné je detekuje. Spotfeba vzorku pii analyze MS je velmi mald. Mékké ionizacni
techniky MALDI a ESI umoziuji ionizaci velkych molekul bez fragmentace, diky tomu lze
hmotnostni spektrometrii vyuzit také v biochemii, naptiklad na identifikaci proteinti, mutaci
v jejich aminokyselinové sekvenci nebo jejich kovalentnich modifikaci (posttranslacni

modifikace, chemické a foto-chemické zesiténi) [14].

Tandemova hmotnostni spektrometrie slouzi k ziskani informaci o sekvenci peptidu,
umoznuje tak jeho identifikaci. Pfi této metodé je smés peptidil separovana pomoci prvniho
analyzatoru a jeden peptid je vybran a fragmentovan jednou z dostupnych fragmentac¢nich
technik. Vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci druhého analyzatoru a detekovany. Pti
fragmentaci kolizn¢ indukovanou disociaci (z angl. collision-induced dissociation) dochazi
primérné k praskani peptidovych vazeb, sekvenaci kovalentné zesiténé¢ho dipeptidu mohou

byt identifikovany interagujici aminokyseliny [13,15].

2.1.1.6 Forstertv rezonancni pfenos energie

Forsteriv rezonan¢ni ptenos energie (z angl. Forster resonance energy transfer,
FRET) je zaloZen na ptenosu energie, ke kterému dochdzi pti ptiblizeni donoru a akceptoru.
Vzdalenost mezi fluorofory musi byt v rozmezi 1-10 nm [16]. Na takto malé vzdalenosti je
pomoci této metody mozné detekovat a kvantifikovat molekuldrni interakce, dale je mozné
pozorovat zmény konformace proteinu. FRET je moZné pouZit 1 pro studium membran nebo

protein-proteinovych interakeci.

Ptirozenymi fluorofory mohou byt tryptofan nebo modifikovana aminokyselina [17],

které 1ze vnést piimo do sekvence proteinu pomoci mistné-cilené mutageneze.

2.1.1.7 Mistné-cilend mutageneze

Mistné-cilend mutageneze (SDM, z angl. site-directed mutagenesis, SDM) vytvaii
specifické zmény sekvence DNA, coZ nésledné vede k zaméné vybranych aminokyselin
v primarni sekvenci rekombinantniho proteinu. Pfi SDM proteinli dochazi ke zmén¢, vloZeni
nebo odstranéni jednoho aminokyselinového zbytku, nékolika residui nebo dokonce celych
strukturnich elementl. Strukturni zmény v mutovaném proteinu se projevuji ve zméné jejich

funkce, stability a aktivity. Vliv téchto zmén je sledovan pomoci dalSich experimentalnich
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metod. SDM se vyuziva pii zkoumani struktury a aktivity DNA, RNA, proteint a také

v proteinovém inzenyrstvi [18].

K uskute¢néni mistné-cilené mutageneze v proteinu je nutna znalost primarni
sekvence DNA genu, primarni struktura proteinu. Nejcastéji jsou mista pro mutaci vybirdna

na zéklad¢ znamého homologniho modelu.

2.2.Systém oxygenas se smisenou funkci

Systém oxygenas se smiSenou funkci (MFO systém, zangl. mixed function
oxygenase) je systém enzymd, které jsou u savcl vazané na cytosolové strané membrany
endoplazmatického retikula nebo mitochondrii. Oxygenasy jsou enzymy katalyzujici
nejcasteji inkorporaci jednoho atomu kysliku do organické molekuly a druhy atom kysliku
je redukovan na vodu. Prib¢h této reakce vyjadiuje rovnice:

RH + 0, + NADPH+H* —» ROH + H,0 + NADP,
kde RH predstavuje substrat a ROH hydroxylovany produkt. Toho je vyuZivano pfi
biosyntéze nckterych endogennich latek. Reakce je také vyuzivana v prvni fézi
biotransformace xenobiotik, kdy dochazi ke zvySeni jejich polarity. Ve druhé fazi
biotransformace dochézi vnesenim atomu kysliku k dal§imu zvySeni hydrofility kovalentnim
pfipojenim hydrofilni molekuly a miZe dochazet k jejich vylou€eni z organismu.
V nékterych piipadech mize naopak dochazet uvedenou reakci k aktivaci prekarcinogenti

nebo 1é¢iv [19].

MFO systém se skladd z lipidové membrany a dvou nezbytnych proteint:
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR), cytochromu P450 (P450). Volitelnou slozkou
MFO systému je cytochrom bs (cbs) a NADH:cytochrom bs reduktasa (CBR). P450 je
termindlni oxygenasou MFO systému a ve svém katalytickém cyklu pro svou funkeci
vyZzaduje postupné dodani 2 elektronil. Tyto elektrony pochéazeji nejcastéji z NADH nebo
NADPH. Prvni elektron je pfenaSen na P450 pouze CPR a druhy mtze byt ptenesen CPR
nebo cytochromem bs (Obr. 2, str. 16) [20].
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Obr. 2 — Schematické zndzornéni pienosu elektronti v MFO systému. Pfevzato a upraveno
z [20].

Reakéni mechanismus P450 probiha v nékolika krocich a je zndzornén na Obr. 3, str. 17.
Nejdiive dochazi k vazbé substratu do aktivniho centra P450. Dojde ke konformac¢ni zméné
a hemové zelezo (Fe’") je redukovano jednim elektronem z NADPH:cytochrom P450
reduktasy na Fe?". Na takto redukované Zelezo se vaze molekula kysliku. Vznikly komplex
neni stabilni a je dale redukovdan NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo
cytochromem bs a vznika peroxidovy anion. Poté nésleduje fada dalSich krokt, jejichz

vysledkem je hydroxylovany substrat a molekula vody.

Efektivita oxidace cytochromy P450 je snizena dvéma vedlejSimi reakcemi,
naznaenymi na Obr. 3, str. 17. Vliv vedlejSich reakci na G€innost oxidace zavisi na
izoformé P450 a preménovaném substratu [21]. V zavislosti na izoformé a pfeménovaném

substratu miiZze cytochrom bs katalyzu urychlovat, inhibovat nebo neovliviiovat.
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Obr. 3 —Reakéni cyklus cytochromu P450 sobéma vedlejSimi reakcemi. Pievzato
a upraveno z [20].

2.2.1. Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP) ptedstavuji rozsahlou skupinu proteint vyskytujicich se
napfi¢ vSemi Zivoc¢iSnymi fiSemi. Lidsky genom obsahuje asi 57 funkcnich gent pro
cytochromy P450 [22]. Nejvice P450 se u Clov€ka nachazi v jatrech, kde probiha nejveEtsi
podil detoxikac¢nich procest. Cytochromy P450 jsou vyznamné zastoupeny také v plicich,

ledvinach, mozku, nadledvinéch a gastro-intestinalnim traktu [23].

Cytochromy P450 se vyskytuji v raznych izoformach, které jsou fazeny do
genetickych rodin a podrodin podle miry homologie jejich primérni struktury. Do rodin
nalezi cytochromy P450 se sekvenéni homologii vy$si nez 40 % a do podrodin s homologii
vy$si nez 55 %. V lidském organismu jsou cytochromy P450 klasifikovany do 18 rodin a
43 podrodin [24]. Rodiny cytochromi P450 jsou oznacovany arabskou cislici, ktera je psana
za zkratku CYP. Za ¢islici nasleduje velké pismeno charakterizujici podrodinu a na konci je
arabska Cislice urcujici konkrétni izoformu cytochromu P450 [25]. Naptiklad CYP 2B4 patii
do 2. rodiny, podrodiny B s pofadovym cislem 4.

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny tvofené 400-500 aminokyselinami s
molekulovou hmotnosti asi 50 kDa [26]. Struktura je obvykle tvofena 12 a-helixy a

4-8 B-skladanymi listy. U membranovych P450 je ptfitomen také jeden transmembranovy
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a-helix. Cytochrom P450 obsahuje vzhledem k hemové prostetické skupiné dvé casti,

proximalni a distalni.

Proximalni ¢ast, kde je vdzana hemova prosteticka skupina na 100% konzervovany
cystein, je vysoce konzervovéana. Na jeji kladné¢ nabity povrch se vazou redoxni partnefi
cytochrom bs a NADPH:cytochrom P450 reduktasa se zaporn¢€ nabitymi povrchy [27].
Vazebné misto obou redoxnich partnerii se piekryva, ale neni totozné. Distalni ¢ast P450
podilejici se na vazbé¢ kysliku a riznych substrati je variabilni a u jednotlivych izoforem se

lisi velikosti a flexibilitou [28].

Néami zkoumana krali¢i izoforma CYP 2B4 se pro svou stabilitu a dostupnost pouziva
jako model pro studium savcich cytochromt P450. CYP 2B4 je hemthiolatovy protein
vazany v membran¢ endoplazmatického retikula. Sklada se z 12 a-helixii a 4 B-skladanych
listd, ma molekulovou hmotnost 55,8 kDa [29]. Struktura CYP 2B4 (Obr. 4) byla ziskana
pomoci rentgenové strukturni analyzy, tato struktura neobsahuje transmembréanovou

N-terminalni doménu [30].

Obr. 4 — Struktura CYP 2B4 (PDB ID 1PO5). Cervené a-helixy, zluté B-skladané listy,
zelené flexibilni spojovaci tiseky a modie hem. Pfevzato a upraveno z [30].

Vazebné misto CYP 2B4 pro cytochrom bs bylo studovano mistné-cilenou
mutagenezi. 25 aminokyselin rozmisténych po celém povrchu CYP 2B4 bylo postupné
mutovano a testovano. Z nich se R122, R126, R133, F135, M137, K139, K433 ukazaly byt
zapojené do vazby cytochromu bs (Obr. 5, str. 19) [31,32]. Pozd&jsi vysledky chemického
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zesiténi a nasledné hmotnostni spektrometrie rozsifily tento seznam jesté o D123, E424 a

E439 [33].

Vazebné misto na CYP 2B4 pro NADPH:cytochrom P5450 reduktasu bylo také
studovano mistné-cilenou mutagenezi. Na vazbé CPR na CYP 2B4 se podileji residua R122,

R126, R133, F135, M137, L139, R422, L433 a R443 (Obr. 5) [34].

Obr. 5 — Vazebna mista na cytochromu P450 pro cytochrom bs (A) a NADPH:cytochrom
P450 reduktasu (B). Pfevzato a upraveno z [34].

2.2.2. NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR) je v membrané vazany diflavinovy
protein. CPR katalyzuje postupny pienos dvou elektroni zNADPH na vSechny
mikrosomalni cytochromy P450, a je také schopna pfenaset elektrony na cytochrom bs. Diky
flavinové skupiné mize fungovat jako dé€li¢ elektronového paru [35]. Ptijaty elektronovy par

z NADPH muze CPR postupné pienést na akceptorovy protein.

CPR obsahuje dvé funkéni domény, hydrofobni N-termindlni doménu a hydrofilni
C-terminalni doménu. N-terminalni hydrofobni doména (6 kDa) ukotvuje molekulu
v membrané¢ endoplazmatického retikula nebo jadra. C-terminalni katalyticka doména
(72 kDa) je slozend ze Ctyf strukturnich subdomén: FMN-vyzebné, spojovaci,
FAD-vazebné a NADPH-vazebné.

FMN a FAD-vazebné domény jsou propojeny spojovaci doménou, kterd zodpovida
za jejich spravnou orientaci. Dva elektrony jsou nejdiive pifeneseny z NADPH na FAD, a
poté postupné¢ pires FMN az na redoxniho partnera. Pfi pfenosu elektronti dochézi
k ptiblizeni FAD a FMN domén, po jejich oddéaleni dochézi k ptenosu elektronu z FMN na
protein [36].
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Struktura CPR byla ziskdna pomoci rentgenostrukturni analyzy po odsStépeni
N-termindlni hydrofobni kotvy (PDB ID 1AMO [37]). CPR bez hydrofobni kotvy ztraci
schopnost redukovat P450.

Vazebné misto pro cytochrom bs a cytochrom P450 se nachdzi v blizkosti FMN
vazebné domény. Pii vazbé proteini dochdzi kptiblizeni FMN (CPR) ahemu
(cytochrom bs nebo P450 (Obr. 6) [37]. Krom¢ komplementarniho parovani nabitych

aminokyselin pfi vazbé CPR sredoxnimi partery hraji dilezitou roli i hydrofilni a

ek % Reduktasa

hydrofobni interakce [38].

P450 2B4
FAD
ARSI RS FMN
Hemg G S
Cytosol
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Obr. 6 — Schematické znazornéni orientace CYP 2B4 (PDB ID 1SUO) a CPR (PDB ID
3ES9) vcetné ukotveni obou proteintll v lipidové membrané pii interakei [32].

2.2.3. Cytochrom bs

Cytochrom bs (cbs) je hemoprotein, jehoz hemové zelezo se muze vyskytovat
v oxidované nebo redukované formé, proto je schopen ptrenaset elektrony. U savci byly
nalezeny dvé izoformy, membranova a rozpustna [39]. Membranova forma cbs se muize
vyskytovat na cytosolové strané membrany endoplazmatického retikula nebo
mitochondridlni membrany, pficemz katalytickd doména je orientovana do cytosolu.
Membranova izoforma cbs se v nejvétSim zastoupeni nachazi v bunkéch jater. Rozpustna
forma postradajici transmembranovy o-helix se naléza v erytrocytech, kde redukuje

methemoglobin [40].
Membranova forma cytochromu bs ma molekulovou hmotnost 16,7 kDa a je sloZzena

ze 6 a-helixti a 5 B-skladanych listd. Ty tvoti dvé domény — N-termindlni hydrofilni doménu

a C-termindlni hydrofobni doménu — spojené flexibilnim peptidovym fetézcem (angl.
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linker). VEtsi, N-terminalni solubilni doména obsahuje hemovou prostetickou skupinu a
vazné misto pro redoxni partnery. C-terminalni doména je mensi a ukotvuje protein v

membran¢ [41,42].

Struktura solubilni domény cytochromu bs byla ziskdna pomoci NMR (Obr. 7) [43].
Rentgenovou krystalografii byly ziskdny struktury cytochromu bs s odstépenou
membranovou kotvou, jelikoz pfitomnost hydrofobni kotvy znemoznuje krystalizaci

proteinu [44].

Obr. 7 — NMR struktura mikrosomalniho krali¢tho cytochromu bs, (PDB ID 1DQ9).
Cervené a-helixy, zluté¢ B-skladané listy, zelené flexibilni useky, bledé¢ modie hem, modie
leucin 41. Pfevzato a upraveno z [43].

Vazebné misto cytochromu bs pro cytochrom P450 (Obr. 8, str. 22) bylo zkouméno
metodami NMR, chemickym zesiténim, mistné cilenou mutagenezi a FRET. Podle NMR se
na vazbé CYP 2B4 pravdépodobné podileji residua E48, E49, D65, V66, T70, S76, ktera se
nachdzeji na povrchu cbs v blizkosti hemu. Déle byl zkouman vliv residui cytochromu bs
(E42, E43, P45, G46, E49, V50, ES3, Q54, N62, D65, V66, D71, L75) na vazbu CYP 2B4
pomoci mistné cilené mutageneze. Z téchto residui jsou D65 a V66 dulezité pro vazbu cbs a
CYP 2B4, zatimco residua P45, G46, ES3, Q54, D71, L75 tuto vazbu neovliviiuji. Mutantni
cytochromy bs E42A, E43A, E49A, V50A a N62A vykazovala mirny pokles afinity cbs
k CYP 2B4, proto tato residua hraji malou roli pfi protein-proteinovych interakcich [45].
Metoda FRET potvrdila vyznam residui E42, E48, E49, D65 na cytochromu bs pro vazbu
s CYP 17A1 [46]. Kromé& aminokyselinovych zbytkd se na vazbé cytochromti P450 také
podili propionatové skupiny hemu [47].
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Obr. 8 — Orientace CYP 2B4 (PDB ID 1SUO0) a cytochromu bs (PDB ID 1DQ9Y) pfi interakci
a schematické znazornéni ukotveni obou proteini v lipidové membrané. Pievzato
a upraveno z [32].

Vazebné misto na cytochromu bs pro NADH:cytochrom bs reduktasu je tvofeno
residui, kterd obklopuji okraj hemu cbs. Tato residua obsahuji karboxylové skupiny [48].
Podle studia mistné-cilené mutageneze se na vazbé CBR podileji residua E47, E48, E52,
E60, D64 a také propionatové skupiny hemu z cytochromu bs [49].

Cytochrom bs se v MFO systému podili na metabolismu xenobiotik a také desaturaci
mastnych kyselin. Miuze pfijimat elektron zNADH:cytochrom bs reduktasy nebo
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, a poté ho pfenaset na cytochrom P450. Jak jiZ bylo
zminéno, cytochrom P450 vyZaduje pro funkci dva elektrony. Redoxni potenciél
cytochromu bs v redukovaném stavu je +20 mV, je tedy vys$i nez redoxni potencial
cytochromu P450 bez navazaného substratu a v oxidovaném stavu Fe** (-230 mV). Pfenos
elektronu by tehdy v tomto kroku katalytického cyklu P450 nemé¢l byt mozny. Po navazani
substratu cytochromem P450 a redukci NADPH:cytochrom P450 reduktasy se hemové
7elezo P450 redukuje na Fe?* a redoxni potencial vzroste na hodnotu +50 mV. Tento vzriist

redoxniho potencialu P450 umoznuje ptenos druhého elektronu jak z CPR tak z cbs [31].

Cytochrom bs mulze aktivitu P450 ovlivilovat dvéma mechanismy. Prvnim
mechanismem je pfimy pienos druhého elektronu z cytochromu bs na cytochrom P450.
Pfenos druhého elektronu je casto oznaCovan za rychlost urcujici krok katalyzy
cytochromem P450. Pfenos elektronu zcytochromu bs byva rychlej§i nez
z NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Pfenos druhého elektronu z cbs tak poskytuje kratsi

¢as pro vznik intermediat, které mohou vyustit v bo¢ni reakce katalytického cyklu [50].
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Druhym mechanizmem je alosterické ovlivnéni P450 bez ptenosu elektront.
Navazéani cytochromu bs na P450 zpisobuje strukturni zmény, které ovliviiuji schopnost
monooxygenasy podstupovat redoxni zmény. Proto muze katalyzu cytochromu P450
ovlivnit i apoenzymova forma cbs, ktera stimuluje hydroxylaci testosteronu CYP 3A4 ve

stejné mife jako jeho holoforma [51,52].

Reakce katalyzované cytochromem P450 jsou ovliviiovany také molarnim pomérem
cytochromu bs a CPR. Pfi poméru cytochromu bs:CPR < 1 cytochrom bs stimuluje aktivitu
CYP 2B4 nezavisle na pouzitém substratu a produkt reakce je tvofen deset az sto krat rychleji
[53]. Pfi poméru cytochromu bs:CPR > 1 cytochrom bs inhibuje aktivitu CYP 2B4. Inhibice
je zpisobena navazanim cytochromu bs na CYP 2B4, ktery pak brani navazani CPR, coz

neumoziuje prvni redukci P450 v jeho katalytickém cyklu [54].

2.2.4. NADH:cyochrom bs reduktasa

NADH:cytochrom bs reduktasa (CBR) obsahuje flavinovou prostetickou skupinu.
CBR pienasi v jednom cyklu dva elektrony z NADH na dvé molekuly cytochromu bs [55].
Membranova forma CBR je lokalizovana na cytosolarni stran¢ endoplazmatického retikula,
zatimco solubilni forma se nachézi v erytrocytech [56]. Membranova forma CBR obsahuje
C-terminalni hydrofobni doménu (3 kDa) vazanou v membrané a hydrofilni katalyticky
segment (31 kDa), ktery je tvofen dvéma vysoce konzervovanymi subdoménami FAD- a

NADH-vazebnou. Struktura CBR byla ziskdna rentgenostrukturni analyzou (Obr. 9).

Obr. 9 — Struktura prase¢i CBR (PDB ID 3W2E) ziskana rentgenostrukturni analyzou.
Cervené a-helixy, Zluté B-skladané listy, zelené flexibilni useky, FAD modie, NAD" riizové.
Ptevzato a upraveno z [57].

Vazebné misto pro cytochrom bs je tvofeno lysinovymi zbytky K41, K125, K162 a

K163 identifikovanymi pomoci SDM [49]. Pomoci mistné-cilené mutageneze a
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homologniho modelovani bylo zjisténo, ze i R91 zCBR se podili na interakcich
s cytochromem bs. Z dostupnych dat byl navrzen zplisob navazani cytochromu bs na CBR

(Obr. 10) [58].

Obr. 10 —Struktufe CBR (Zluté, se zvyraznénymi kofaktory FAD a NADH) s oznaCenym
vazebnym mistem pro cbs (Cervené krouzky) ur€enym pomoci tzv. ,,Brownian dynamics*
simulace. Pievzato z [58].

2.2.5. Pfenos elektronu na cytochrom P450 bez ucasti NADPH:cytochrom P450
reduktasy

Nové studie ukéazaly, Ze katalyza P450 mize probihat téZ v nepfitomnosti CPR, ktera
byla do té¢ doby povazovéna za nezbytnou soucast MFO. Bylo prokazano, Ze systém
obsahujici NADH, CBR, cytochrom bsa CYP 1A1 krysi [59] nebo lidsky [60] oxiduje
benzo[a]pyren in vitro. Také in vivo experiment ukdzal, ze pti absenci CPR muze
cytochrom bs a CBR dodavat elektrony na cytochrom P450 3A pfi katalyze midazolamu
[61].
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3. Cile prace

Cilem prace byla ptiprava krali¢i izoformy mutantniho cytochromu bs v bakteriich
E. coli B834(DE3), vjehoz aminokyselinové sekvenci je nahrazen methionin
foto-aktivovatelnym analogem, vyuziti tohoto preparatu pro studium protein-proteinovych
interakci s ostatnimi proteiny MFO systému pomoci foto-chemického zesiténi ve spojeni s

MS. Praci 1ze rozdélit na nékolik dil¢ich kroka:

1. Exprese foto-cytochromu bs (pcbs M41) svysokym zastoupenim fMet pro
foto-sitovaci experimenty.

2. Exprese cytochromu bs (cbs M41) jako kontroly pro experimenty s pcbs M41 a pro
chemické a foto-chemické sit'ovaci experimenty v budoucnu.

3. Izolace a purifikace rekombinantné ptipravenych cbs M41 a pcbs M41 vyuzitim
ionexové chromatografie.
experimentu s CYP 2B4.

5. Foto-zesiténi pcbs M41 se solubilni NADH:cytochrom bs reduktasou (CBR) a
membranovou NADPH:cytochrom P450 reduktasou (CPR).
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4. Material a Metody

4.1.Pouzity material a chemikalie

Acetonitril LC-MS grade (Merck)
Akrylamid (Roth)

Ampicilin, sodna siil (Roth)
Bromfenolova modi (Roth)

CaCl; (Fluka)

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich)

Coomassie Brilliant Blue — R250 (Fluka, Sigma Aldrich)
CoS04x7 H20 (Penta)

CuS04x5 H20 (Penta)

D-(+)-glukosa (Sigma-Aldrich)

DEAE-Sepharosa CL6B FF(Sigma-Aldrich)
Dilauroylfosfatidylcholin (Sigma-Aldrich)
Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich)

Ethylmorfolin (Sigma-Aldrich)

Fenylazid (pfipravil doc. Ing. Stanislav Smréek, CSc.)
Glycerol (Lachema)

H3BO; (Lachema)

Hemin chlorid (Santa Cruz Biotech)

CHCI3 (Chemapol)
Isopropoxy-p-D-1-thiogalaktopyranosid (Roth)
Jodacetamid (Sigma-Aldrich)

KH>PO4 (Lachner)

KOH (Lachema)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (Fluka)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich)

Kyselina trifluoroctova (Fluka)

Kyselina a-kyanoskoficova (Bruker Daltonics)

L- Threonin (United States of America Biochemical Corporation)

L-2-amino-5,5-azi-hexanova kyselina (Thermo Fischer Scientific)
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L-Fenylalanin (Lachema)

L-Isoleucin (Sigma-Aldrich)

L-Leucin (United States of America Biochemical Corporation)
L-Lysin (Sigma-Aldrich)

L-Methionin (Sigma Aldrich, Roth)

L-Valin (United States of America Biochemical Corporation)
Methanol, LC-MS cistota (Merck)

MgSOs4 (Sigma Aldrich)

MnCl>x4 H>O (Lachema)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
N,N-methylen-bis-akrylamid (Roth)

Na;HPO4x12 H20 (Penta)

NaCl (Fluka)

NH4Cl (Lachema)

Page Ruler Broad Range Unstained protein ladder (Thermo Fischer Scientific)
Purifikovany agar (Oxoid)

Tetramethylethylendiamin (Serva)

Thiamin hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Tris(2-karboxyethyl)fosfin-hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Sigma Aldrich)

Trypsin (Promega)

Tryptone (Oxoid)

Voda, LC-MS ¢istota (Merck)

ZnS04x7 H20 (Fluka)

4.2 .Komercni roztoky

BCA Kit For Protein Determination (Sigma Aldrich)

4.3 .Bakterialni kmeny

Escherichia coli B834(DE-3) (Novagen®) auxotrofni kmen se zablokovanou syntézou

methioninu
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4.4 .Plazmidy

Pouzity plazmid pET-22b, oznaceny jako cytochrom bs mutant 41 (cbs M41) byl
ptipraven RNDr. Helenou Dradinskou Ph.D. V sekvenci tohoto plazmidu jsou pfirozené se
vyskytujici methioniny v pozicich 96, 126 a 131 mutovany na leucin a leucin 41 na

vazebném povrchu je mutovan na methionin (Obr. 7 str. 21) [62].

4.5.Proteinové preparaty

Cytochrom P450 2B4 (izolovany z kralika, ¢ = 12 uM) poskytl RNDr. Tomas Je¢men,
Ph.D.)

Membréanova Kralici NADPH:cytochrom P450 reduktasa (izolovana z kralika, ¢ = 10 uM)
poskytl RNDr. Tomas Je¢men, Ph.D.

Solubilni lidska NADH:cytochrom bs reduktasa izoforma 2 (rekombinantni, ¢ = 165 pM)
poskytl RNDr. Mgr. Jan Milichovsky, Ph.D.

4.6.Pristrojoveé vybaveni

Centrifuga Hettich Zentrifugen Universal 320 R
Fotolyzér Oriel 60100 (100 W)

Gallenkamp Economy Incubator Size 1
Inkubétor IKA® KS4000 iControl

Inkubéator Ultimate Dry Bath Incubator
Laboratorni vahy AND ER-120A

Michacka Variomag Mono Komet

Pipety a Spicky Gilson a Pipetman
Prosvétlovaci pult Hama® LP 555

Ptedvazky Ohaus ScoutTM Pro

Sonikator ElIma® ECB

Souprava na elektroforézu Hoefer Scientific Instruments SE200

Spektrofotometr DeNovix DS-11+
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Stolni minicentrifuga Eppendorf F-45-12-11
TECAN Sunrise™ ABSORBANCE MICROPLATE READER
Trepacka IKA® KS 4000 i control

Vakuovy koncentrator Labconco CentriVap®Micro IR

4.7 .Metody

4.7.1 Diskontinudlni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) slouzi k separaci proteinii a jejich kovalentnich komplexti podle jejich
elektroforetické mobility zavislé predevSim na délce polypetidového fetézce, a tedy na

molekulové hmotnosti [63].
Roztoky pro pripravu separacéniho gelu:

8% gel: 23 ml HxO; 1,3 ml 29,2% akrylamid (w/v); 0,8 % BIS (w/v);
1,3 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,05 ml 10% SDS (w/v); 0,003 ml TEMED
12% gel: 1,6 ml HO; 2,0 ml 29,2% akrylamid (w/v); 0, 8% BIS (w/v);
1,3 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,05 ml 10% SDS (w/v); 0,002 ml TEMED
15% gel: 1,1 ml H»O; 2,5 ml 29,2% akrylamid (w/v); 0, 8% BIS (w/v);
1,3 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8); 0,05 ml 10% SDS (w/v); 0,002 ml TEMED
Roztoky pro pripravu 5% zaostiovaciho gelu: 1,4 ml H,O; 0,33 ml 29,2% akrylamid
(w/v); 0,8 % BIS (w/v); 0,25 ml 1,0 M Tris-HCI (pH 6,8); 0,02 ml 10% SDS (w/v);
0,004 ml TEMED

Polymerace ptipraveného roztoku byla iniciovéna tésné¢ pred nalitim piidavkem

10% persiranu amonného 0,05 ml pro separacni a 0,02 ml pro zaostfovaci roztok.

Skla pro nalévani gelu byla nejdiiv odmasténa pomoci ethanolu a umistnéna do
aparatury pro elektroforézu (Hoefer Scientific Instruments). Poté bylo mezi né nalito 4,5 ml
roztoku pro ptipravu separa¢niho gelu o pfislusné koncentraci akrylamidu a ten byl opatrné
ptrevrstven vodou. KdyZ za pfiblizné 15 min roztok zpolymeroval, byla voda odstranéna. Na
separacni gel byl nanesen roztok pro ptipravu zaostiovaciho gelu, do kterého byl zasunut
hieben tvofici jamky pro jednotlivé vzorky. Po polymeraci zaostfovaciho roztoku byl hieben

opatrné vyjmut a jamky byly propldchnuty destilovanou vodou. Sklenéné desky byly
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vloZeny do elektroforetické vany (Hoefer Scientific Instruments). Spodni i horni elektrodovy
prostor byl poté vyplnén elektrodovym pufrem (0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin;
0,1 % SDS (w/v); pH 8,3).

Ke 20 pl vhodné nafedénych vzorkli bylo pfidano 5 pl 5% koncentrovaného
vzorkového redukujiciho pufru (10 % SDS (w/v); 20 % glycerol (v/v); 30 mM Tris-HCI;
0,25 % bromfenolova modi (w/v); 10 % 2-merkaptoethanol (v/v); pH 6,8). Poté byly vzorky

5 min vafeny a kratce centrifugovany.

Do kazdé jamky bylo aplikovano vzdy 20 pl vzorku. Elektroforéza probihala pti
konstantnim limitnim proudu 20 mA v ptipadé 1 gelu nebo v 40 mA v ptipadé paralelni
separace na 2 gelech, napéti nepiekrocilo 200 V. Elektroforéza byla ukoncena, kdyz celo
s bromfenolovou modii dorazilo ke spodnimu okraji separac¢niho gelu. Gel byl poté vyjmut

a pfenesen do barvici 1azné.

4.7.2 Vizualizace proteinl po SDS-PAGE

Vizualizace proteinli po SDS-PAGE byla provadéna v barvici lazni Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0,25 % Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v) (CBB);
50 % ethanol (v/v); 10 % kyselina octova (v/v)) minimaln¢ 45 min za laboratorni teploty.

Pozadi gelu bylo odbarveno roztokem 40 % ethanolu (v/v) a 10 % kyseliny octové (v/v).

Pro vizualizaci malo abundantnich proteinti byl gel zcela odbarven od CBB a znovu
nabarven citliv§j$i metodou zaloZenou na barveni stiibrem. Gel byl senzitizovan 2 min
v roztoku 30% ethanolu (v/v) a 0,006% Eriochrome Black T (EBT) (w/v). Nasledné byl gel
2 min odbarvovan v 30% ethanolu (v/v) a promyt 2% 2 min destilovanou vodou. Nésledovalo
ptidani stiibrnych iontt (0,25 % AgNO3 (w/v); 0,037 % formaldehyd (v/v)) na dobu 5 min,
gel byl znovu oplachnut 2x 20 s vodou a barven po dobu n€kolika s az min ve vyvijecim
roztoku (2 % KoCOs; (w/v); 0,04 % NaOH (w/v); 0,007 % NA2S:03 (w/v);
0,007 % formaldehyd (v/v)). Vyvijeni barveni bylo zastaveno ponechanim gelu v
1,5% roztoku EDTA (w/v) nejméné na 10 min. Nakonec byl gel oplachnut vodou [64]. Gely

byly uchovavany v lednici v 1% kyselin€ octové (v/v) pii 4 °C.

4.7.3 Stanoveni koncentrace proteini pomoci bicinchoninové kyseliny
Koncentrace proteinli byla stanovovana pomoci metody vyuZzivajici bicinchoninové
kyseliny (BCA). Po piidavku iontd Cu®** do roztoku proteinti dochazi k jejich redukci
peptidovou vazbou na Cu'*. Ty jsou poté chelatované BCA za vzniku barevného komplexu,
ktery je spektrofotometricky detekovan [65].
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Byl pouzit komerc¢ni Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination (Sigma
Aldrich). V poméru 50:1 byly smiseny roztoky bicinchoninové kyseliny (BCA solution I) a
CuSO4 (BCA solution II). Toto ¢inidlo bylo pfipraveno tésné pouzitim.

Na mikrotitra¢ni desticku bylo vzdy nanaseno 15 pl kontroly (voda), standardu nebo
vzorku, ke kazdému bylo pfidano 120 pl ¢inidla. Stanoveni bylo provedeno v tripletech. Jako
standard byl pouzit sérovy hovézi albumin (BSA) o koncentracich 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg/ml.
Po pfidani ¢inidla byly vzorky inkubovany 30 min pti 37 °C. Poté byla zmétena absorbance
pii 456 nm (TECAN Sunrise™). Z naméienych hodnot standardu byla sestrojena kalibracni

ktivka a z regresni rovnice byla vypoctena koncentrace proteint ve vzorcich.

4.7.4 Stanoveni koncentrace cytochromu bs M41 z absolutniho spektra
Koncentrace cbs M41 byla stanovena z absolutniho spektra (DeNovix DS-11+ ) na
zaklad& znamého molarniho absorpéniho koeficientu p¥i 413 nm (e413 = 0,117 dm>/umol cm

[66]) podle vzorce:

A3 — A4
¢ =23 “590. yedéni [mol/dm?3],
€413 "

kde A413 a Aso0 je absorbance pii 413 nm a 500 nm, €413 je molarni absorb¢ni koeficient cbs

M41 pii 413 nm a / je optickd dréha kyvety.

4.7.5 Titrace cytochromu bs M41 heminem

Titrace heminem byla nutna pro inkorporaci hemové prostetické skupiny do cbs M41.
Pti jeho produkci v auxotrofnim kmenu bakterii nedochazi k dostatecné biosyntéze hemu,
vzniké proto kromé holo-cytochromu bs také jeho apo-forma. Po ptidani heminu k proteinu

se hemin samovoln¢ vaze do akticniho mista cytochromu bs.

Zasobni 1 mM hemin byl pfipraven pfidanim 2 mg hemin chloridu do roztoku
1,55 ml H2O a 1,55 ml ethanolu, ktery byl do rozpusténi titrovdn NaOH. Pribé¢h titrace

heminem byl sledovan spektrofotometriciky v kfemenné kyveté s optickou drahou 1 cm.

Potfebné mnozstvi heminu bylo ur¢eno titraci 100 pl alikvotu preparatu a ptidano ke
zbytku preparatu. Alikvot byl fedén 10x pufrem ve kterém se preparat vyskytoval. Titrace
probihala vzdy ptidavkem 1 pl 0,5 mM heminu, po kazdém ptidavku bylo zméfeno absolutni
spektrum proti vySe zminénému fosfatovému pufru. Z diferencnich spekter jednotlivych

ptidavki byl stanoven bod ekvivalence.
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4.7.6 Transformace bakterii plasmidem

Vneseni plasmidové DNA do bunky (transformace) probéhla metodou tzv. teplotniho
Soku (angl. heat shock). Kompetentni buiikky E. coli B834(DE3) a roztok plazmidu
(pET-22b s genem kodujicim krali¢i cytochrom bs L41M) byly ponechany rozmrznout na
ledu. Do mikrozkumavky bylo odebréno 50 pl kompetentnich buné¢k a ptidano 0,5 pl roztoku
plazmidu, do druhé mikrozkumavky bylo odebrano 50 pl kompetentnich bun¢k a 0,5 pl
destilované vody (kontrola). Mikrozkumavky byly inkubovany 10 min na ledu. Poté byly
preneseny do vodni 14zné na 90 s o teploté 42 °C a poté zpatky na led. Poté bylo k buitkam
ptidano 0,5 ml LB média a mikrozkumavky byly inkubovany 50 min pii 37 °C. Bakterie
byly nasledné rozetfeny pomoci sterilni hokejky na LB agarové plotny s obsahem 100 pg/ml
ampicilinu. Plotny byly inkubovény pies noc pfi teploté 37 °C.

4.7.7 Rekombinantni eyprese proteinu
Média pouzita pii expresi:
LB médium (1 1): 10 g trypton, 5 g yeast extract, 10 g NaCl, sterilizovano v autoklavu

Limitni médium M9 (1 I): 200 ml 5x M9 stl (33,9g/1 NaxHPO4; 15g/1 KH2POy;
5g/1 NH4Clp; 2,5g/1 NaCl); 2 ml 1M MgSOs; 20 ml 20% glukosa; 0,1 ml 1M CaCly;
doplnéno do 1 1 sterilni H,O

Vsechny pouzité roztoky byly sterilni.

4.7.7.1 Exprese cytochromu b5 M41 v LB médiu

Jedna bakterialni kolonie z agarové plotny byla zaockovana do 40 ml LB média
s ampicilinem (100 pg/ml) a kultivovana ptes noc (O/N kultura, z angl. over night) pfi
37 °C a 180 RPM. Do tti 0,51 Erlenmayerovych ban¢k se 100 ml LB média a ampicilinem
(finalni koncentrace 100 pg/ml) bylo pfidano 1 ml O/N kultury. Kultivace bakteridlnich
kultur probihala pii 37 °C a 180 RPM. V jednotlivych Erlenmayerovych bankach byla
pribézné métena opticka denzita suspenze pti 600 nm (ODsoo) na spektrofotometru DeNovix
DS-11+Spectrophotometer v kyveté s optickou drahou 10 mm proti deionizované vode¢.
Kdyz se ODsoo bakterialnich kultur blizila hodnoté 0,6 byl obsah tii Erlenmayerovych ban¢k
smichan, tim byla zajiSténa stejnd pocatecni hodnota ODesoo pfed produkci.
Obsah byl znovu rozdélen do tfi 0,51 Erlenmayerovych ban€k. Pfidavkem
isopropyl-pB-D-1-thiogalaktopyranosidu (IPTG) do finadlni koncentrace 1 mM byla
indukovéna exprese proteinu. Protein byl exprimovan po dobu 18 h pii 37 °C, 180 RPM a
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prabézné byly odebirany vzorky 500 pl na elektroforézu a méteni ODeoo (v Casech t =0 h,

t=2h,t=4h,t=6h,t=18h).

Po 18 h jsme buné¢nou suspenzi rozdé€lili do 6 zkumavek Falcon (50 ml) a
centrifugovali je 3 min pfi 4000 RPM a 4 °C (Hettich Zentrifugen Universal 320 R, rotor
1620A). Pelety byly po centrifugaci spojeny a uchovany pii —80 °C.

Vzorky odebirané v pribé¢hu exprese byly odstfedény (3 min, 6000 RPM, centrifuga
Eppendorf Mini Spin plus, rotor F-45-12-11), supernatant byl odebran a peleta
resuspendovana v 100 ul deionizované vody. Vzorky byly ulozeny do -25 °C.

4.7.7.2 Exprese foto-cytochromu b5 M41 v limitnim médiu

Pro ziskani foto-aktivovatelného proteinu prob¢hla kultivace bakterii v LB médiu a
produkce proteinu v LM médiu s fMet. Postup kultivace byl stejny jako v kapitole 4.7.7.1.
Po dosazeni ODsoo pfiblizné 0,6 byla bunécna suspenze rozdelena do 6 zkumavek Falcon
(50 ml) a centrifugovana 3 min pii 4000 RPM a 4 °C (Hettich Zentrifugen Universal 320 R,
rotor 1620A). Supernatant byl ze zkumavek peclivé odlit a kazda peleta byla resuspendovana
ve 20 ml fosfatového pufru (10 mM KH>PO4/KOH; pH 7,4; 6 °C). Postup centrifugace, odliti
supernatantu a resuspendace ve 20 ml stejné¢ho fosfatového pufru byl opakovan jesté dvakrat.
Nasledovala posledni centrifugace, po které¢ byla kazda peleta resuspendovana v 50 ml
limitntho média (LM) s foto-mmethioninem (125 pg/ml). Bunéfnd suspenze byla
rovnomérné rozdelena do tfi Erlenmayerovych ban¢k, nasledovala inkubace po dobu 1h pfi
37 °C a 180 RPM. Pii hodnot& ODeoo asi 1 byla ptidavkem IPTG (finalni koncentrace 1 mM)
indukovéna exprese proteinu. Protein byl exprimovan po dobu 16 h pii 37 °C, 180 RPM a
prubézné byly odebirany vzorky 500 pl na elektroforézu a méteni ODgoo (v €asech t =0 h,

t=2h,t=4h,t=06h, t=16h). Tyto vzorky byly zpracovany jako v kapitole 4.7.7.1.

Po 16 h jsme bunéfnou suspenzi rozdélili do 6 zkumavek Falcon (50 ml) a
centrifugovali je 3 min pii 4 °C a 4000 RPM (Hettich Zentrifugen Universal 320 R, rotor
1620A). Pelety byly po centrifugaci spojeny a uchovany pii —80 °C.

4.7.8 lzolace cytochromu bs
V pribéhu izolace byly odebirany vzorky na SDS-PAGE a méfeni koncentrace
proteinli pomoci BCA. VSechny kroky izolace probihaly v chlazené mistnosti pii 6 °C, cbs

M41 neni v nepfitomnosti membrany za vysSich teplot stabilni.
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4.7.8.1 Rozbiti bunék

Bakteridlni peleta s exprimovanym proteinem byla rozmrazena na ledu a poté
resuspendovana v 25 ml resuspenda¢niho pufru (10 mM KH>PO4+/KOH; 1 mM EDTA;
pH 7,7). Do suspenze byla piidana tableta proteasovych inhibitort (Complete Mini, Roche,
SRN). Bunky byly rozruSeny sonikaci a proteiny byly uvolnény do roztoku. Sonikace
probihala v ledové lazni 8x 2,5 min sondou KE 76 (vykon 40 W). PtiliSnému zahtati

preparatu jsme predchazeli 4 min prestadvkami mezi jednotlivymi sonikac¢nimi cykly.

4.7.8.2 Diferenéni centrifugace a solubilizace proteint

Nerozbité kusy bunécné stény bakterii byly odstranény centrifugaci po dobu 15 min
pti 5000 RPM a 4 °C (centrifuga HERMLE Z383K s rotorem 220.86). Supernatant byl dale
ultracentifugovan po dobu 75 min pti 60 000 RPM a 4 °C (ultracentrifuga Beckman LE-80K
s ptredchlazenym uhlovym rotorem Ti 70). Supernatant obsahujici ptredevSim solubilni
proteiny byl oddélen a peleta byla resuspendovana v 20 ml pufru (20 mM KH>PO4/KOH;
1 mM EDTA, 20 % glycerol (v/v), pH 7,7) homogenizatorem dle Pottera a Elvehjema, do
suspenze byla pfidéna tableta proteasovych inhibitorti (dfive pfidané inhibitory zlstaly

V supernatantu).

V membranové frakci (resuspendovana peleta) byla stanovena koncentrace proteini
pomoci BCA a nafedéna fosfatovym pufrem(20 mM KH>PO4/KOH; 1 mM EDTA;
20 % glycerol (v/v); pH 7,7) na vyslednou koncentraci proteini 4 mg/ml.

Membranové proteiny byly solubilizovany pfidavkem detergentt Brij 35 a cholat
sodny. Ty byly pfidany po kapkéch za stalého michani do vysledné koncentrace kazdého
Img detergentu/1 mg proteinu. Roztok byl michan 2 hodiny pod dusikovou atmosférou.

Solubilizat byl titrovan heminem postupem popsanym v kapitole 4.7.5.

Solubilizované proteiny byly ultracentrifugovany po dobu 75 min, pii 60 000 RPM
a 4 °C (ultracentrifuga Beckman LE-80K s pfedchlazenym uhlovym rotorem Ti 70) a
supernatant nanesen na kolonu DEAE Sepharosy CL-6B FF.

4.7.8.3 Chromatografie na koloné DEAE Sepharosy CL-6B FF
Pufry pouzité pri chromatografii:
Ekvilibraéni pufr 1 (EkP1): 20 mM KH>PO4+/KOH; 1 mM EDTA; 20 % glycerol (v/v);
0,6 % Brij 35; pH 7,7
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Eluéni pufr 1 (EIP1): 20 mM KH>PO4/KOH; 400 mM KCl; 1 mM EDTA;
20 % glycerol; 0,6 % Brij 35 (w/v); pH 7,7

Dialyzaéni pufr 1 (DP1): 15 mM KH,POJ/KOH; 1 mM EDTA; 20 % glycerol;
0,3 % Brij 35 (w/v); pH 7,7

Ekvilibraéni pufr 2 (EkP2): 15 mM KH>PO4+/KOH; 1 mM EDTA; 20 % glycerol (v/v);
0,1 % cholat sodny (v/v); pH 7,7

Elu¢ni pufr 2 (EIP2): 200 mM KH>PO4/KOH; 200 mM KCI; 1 mM EDTA;
20 % glycerol (v/v); 0,1 % cholat sodny (v/v); pH 7,7

Dialyza¢ni pufr 2 (DP2): 50 mM KHPO4/KOH; 1 mM EDTA;
20 % glycerol (v/v); pH 7,7

Prvni chromatografie na ionexové kolon¢ DEAE Sepharosy CL-6B FF (DEAEI)
s eluci gradientem iontové¢ sily slouzila na purifikaci cbs M41 ze smési ostatnich proteinti.
Druhda chromatografie na koloné¢ DEAE Sepharosy CL-6B FF (DEAE 2) s izokratickou eluci
byla provedena za Ucelem vymény detergentu Brij 35 za cholat sodny a zakoncentrovani

preparatu.

DEAE-Sepharosa CL-6B FF (Sigma Aldrich) o objemu asi 10 ml byla v kddince
celkem 3% rozmichéana ve 300 ml destilované vody, dekantovana a voda byla odebrana. Poté
byl nosi¢ rozmichdn v 200 ml cykliza¢niho pufru (1 M KH2PO4+/KOH; pH 7,7) a ponechan
v ném pies noc pii4 °C, aby doSlo k nabiti funkénich skupin nosice. Poté byla opét
rozmichana v cykliza¢nim pufru a promyta destilovanou vodou 3x 300 ml. Voda byla
odsata, k nosici bylo pfidano 100 ml pufru EkIP1. Rozmichany nosi¢ byl nalit do kolony, po
usazeni nosic¢e byla kolona uzaviena a ekvilibrovana 300 ml ekvilibraéniho pufru pufru

EkP1.

Solubilizovany cbs byl nanesen na kolonu rychlosti 1 ml/min a byly jimany 10ml
frakce. Po naneseni vzorku byla kolona promyta ekvilibraénim pufrem EkP1 do poklesu
absorbance pti 280 nm. Poté byl naneseny preparat eluovan gradientem 0 — 400 mM KCl v

elu¢nim pufru EIP1.

U vybranych frakci eluce byla zmétfena absorbance pii 280 nm a 412 nm a byl z nich
odebran vzorek na SDS-PAGE pro ovéteni pritomnosti a Cistoty pcbs M41. Frakce s vyS§im

obsahem pcbs M41 byly spojeny a zahuStény. ZahuStovani probéhlo na ultrafiltra¢ni
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aparatufe Amicon s membranou o mezni hodnoté propustnosti 30 kDa. Zahusténé frakce

byly dialyzovany proti 2 1 dialyza¢niho pufru DP1 pfes noc.

Nosi¢ byl cistén promytim 80 ml deionizované vody, 80 ml 2 M NaCl,
80 ml deionizované vody, 80 ml 1 M NaOH, 80 ml deionizované vody,
80 ml 70% ethanolu (v/v) a 50 ml deionizované vody. Nosi¢ byl uchovéavana v

20% ethanolu (v/v).

Nosi¢ pro DEAE2 byl ptipraven jako v piipadé¢ DEAEI1, pouze ekvilibrovan pufrem
EkP2. Preparat po dialyze byl nanesen na kolonu rychlosti 0,6 ml/min a byly jimany frakce
o rizném objemu. Po naneseni preparatu byl pcbs M41 eluovan izokraticky elu¢nim pufrem
EIP2. Eluce byla ukoncena po poklesu absorbce pii 412 nm. Frakce s 4412 dosahujici alespoii
maxima A412 byly spojeny a zahuStény centrifugaci pifi 6000 RPM a 4 °C (centrifuga
HERMLE Z383K s rotorem 220.86) v centrifugacnich zkumavkach s filtrem s mezni hranici
propustnosti 10 kDa (Amicon Ultra Centrifugal Filter Units) a poté byly dialyzovany proti
2 1 dialyzaéniho pufru DP2 pfes noc.

Vysledny preparat byl titrovan heminem postupem popsanym v kapitole 4.7.5.,

zmrazen v tekutém dusiku a uskladnén pfi -80 °C.

4.7.9 Rekonstituce proteind a jejich foto-sitovani

Purifikovany foto-cytochrom bs (pcbs M41) byl pouzit pro studium interakci
s redoxnimi partnery (cytochrom P450 2B4, NADH:cytochrom bs reduktasa a
NADPH:cytochrom P450 reduktasa) pomoci foto-chemického zesiténi.

Nejdiive byly pfipraveny DLPC liposomy simulujici pfirozenou membranu
rozpusténim nékolik mg dilauroylfosfatidylcholinu (DLPC) v 200 pl chloroformu, ktery byl
nasledn¢ odpaien. Na sténé mikrozkumavky tak ziistane tenky film DLPC. Do zkumavky
byl ptiddm 1 ml pufru (100 mM KH>PO4+/KOH; pH 7,5) a liposomy byly vytvofeny sonikaci
sondou Bendelin KE 73 po dobu 2 min (4 cykly: 25 s sonikace, 5 s chlazeni bez sonikace,
amplituda 40 %), v ledové lazni. Zasobni roztok DLPC o koncentraci 0,6 mM byl pfipraven
fedénim suspenze liposomil pufrem (100 mM KH>PO4+/KOH; pH 7,5).

K foto-aktivaci pcbs M41 se pouziva fotolyzér s vysokotlakou rtutovou vybojkou
s vykenem 100 W. Za ucelem potvrzeni, Ze mezi jednotlivymi experimenty nedochdzi ke

zméné intenzity emitovaného zareni je po kazdém spusténi fotolyzéru provedena fotolyza
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fenylazidu, béhem niz jsou v Casech 0, 2 a 16 s méfena jeho absolutni spektra a z nich je

vvvvvv

Pted vlastni fotolyzou byly pfipraveny reakéni smési pcbs M41 s redoxnimi partnery
v riznych molarnich pomérech s liposomy (finalni koncentrace DLPC 0,15 mM) a pufrem
(100 mM KH>PO4/KOH; pH 7,5) v celkovém objemu 30 pl. Nasledovala inkubace na 1 h

pii 6 °C pro rekonstituci proteinti s membranou.

Reakéni smés proteind byla umisténa ve vodou chlazené kiemenné kapilare, pted
kterou se nachézela pyrexova kyveta odstranujici zafeni o vinovych délkéach nizsich nez

300 nm. Kazda reakéni smés byla fotolyzovana 195 s a analyzovany pomoci SDS-PAGE.
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5. Vysledky

5.1.RUst bakterii a exprese proteinu v LB a limitnim médiu

Bakterie E. coli B834 (DE3) s plazmidem kodujicim krali¢i cytochrom bs L41M byly
kultivovany v LB médiu, a to jak v pfipade pcbs M41, tak cbs M41. Hodnoty ODsoo

(Tab. 1) ukazuji, ze v obou piipadech nartistaly bakterialni kultury stejnou rychlosti.

Tab. 1 - Hodnoty ODeoo pti kultivaci bakterii pro produkci cbs M41 a pcbs M41.

pcbs M41 cbs M41
Cas (h) ODé0o Cas (h) | ODsoo
1 0,034 1 0,035
2,2 0,039 22 0,036
3,5 0,215 3,5 0,222
4,2 0,528 42 0,539
4,3 0,603 4,5 0,766

Po dosazeni ODgoo 0,766 v LB médiu byly kultury ze tfi Erlenmayerovych banék
spojeny a znovu rozdéleny, aby byla ve vSech dosazena stejnd hodnota ODgoo pied produkci.
V tomto procesu doslo k nartistu hodnoty ODgoo v bakteridlni kultufe LB média, ktera byla
poté indukovana pii ODsoo 0,947 (Tab. 2, str. 39). V ptipade pcbs M41 po dosazeni ODeoo
0,603 nasledovala vyména LB média za LM a asi 1 h kultivace, pfi které doslo k naristu
ODeoo na 0,883 pfi niZ byla provedena indukce. Poté byly odebirany vzorky v rlizném case,
byla méfena jejich ODsoo (Tab. 2, str. 39) a byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
(Obr. 11, str. 39).

Jednotlivé drahy na Obr. 11, na str. 39 jsou v dobré shodé s Tab. 2, na
str. 39. V LM v Case narlistd mnoZstvi exprimovaného proteinu, zatimco mnozstvi ostatnich
bakterialnich proteini se téméei neméni (Obr. 11, str. 39). To odpovidd i pozvolna se
zvysujici ODeoo (Tab. 2, str. 39). V LB médiu v ¢ase 2 — 6 h nartistda mnoZstvi cbs M41,
zatimco mnozstvi ostatnich proteinli se skoro nezvySuje. Hodnoty ODsoo nartstaji
v bohat§im LB médiu rychleji nez v LM. OvSem po 18 h je patrné, Ze mnoZstvi bakteridlnich

proteinil se vyrazné zvysilo v poméru k exprimovanému cbs M41, tomu odpovida i prudky

38



narast ODegoo. Od urcité doby se patrné vycCerpal induktor (IPTG), bakterie prestaly
exprimovat cbs M41 a kultura zacala znovu rist. Preparat s vysokym obsahem
kontaminujicich proteinii neni pro izolaci optimalni, lepsi by bylo ukoncit produkei uz po
6 h.

Tab. 2 — Hodnoty ODeoo pti produkei pcbs M41 a cbs M41.

LM médium (pchs M41) LB médiu (cbs M41)
Cas (h) ODeoo Cas (h) ODeoo
0 0,883 0 0,947
2 1,122 2 1,448
4 1,306 4 1,492
6 1,324 6 1,785
16 1,297 18 4,322

=2 t=4 t=6 t=18

0 I

Obr. 11 — 15% SDS-PAGE vzorki pcbs (a) a cbs (b) v rtiznych ¢asech produkce (uvedeno
v hodinach). St — standard molekulovych hmotnosti. Vzorek =18 je 5x fedén, vzorek =0
(b) na gel nenanesen.

5.2.Stanoveni miry inkorporace foto-methioninu hmotnostni spektrometrii

Proteinové zény pcbs M41 v raznych Casech produkce (Obr. 11) byly z gelu
vyfiznuty, proteolyticky St€peny a pomoci MS v nich byla stanovena mira inkorporace foto-

methioninu do struktury proteinu. Analyzu provedl RNDr. Tomas Je¢men, Ph.D.

V MALDI-TOF hmotnostnim spektru byly nalezeny signaly odpovidajici peptidim
3oFfIMEEHPGGEEVLRs; s fMet (1509,79 m/z), 3)FMEEHPGGEEVLRs; s Met
(1529,75 m/z) a 3)FoOMEEHPGGEEVLR5; s oxidovanym Met (1545,77 m/z) cytochromu bs.
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Pti ionizaci pcbs M41 pomoci MALDI dochézi k odstépeni N> z tMet, peptid ztraci 28 Da.

Mira inkorporace foto-methioninu do struktury cytochromu bs byla vypoctena z rovnice:

IfMet

3E5

Iiwter + Intor + Imetox _ 3E5 + 3,54E5 + 0,9E5

0,40,

kde Itpet, Imet @ IMetox jSOU intenzity monoizotopickych pikt peptidi 39 — 51 obsahujicich

fMet, Met a oxidovany Met. Pomoci hmotnostni spektrometrie byla stanovena mira

inkorporace foto-methioninu na 40 %. Priibézné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3 — Hodnoty inkorporace fMet v riznych ¢asech produkce pcbs.

Cas produkce (h) | Inkorporace fMet (%)
2 54
4 40
16 40
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Obr. 12 - MALDI-TOF hmotnostni spektra vzorki z LB a LM média v uvedenych Casech.

Signaly 1509,75 m/z, 1529,79 m/z a 1545,77 m/z odpovidaji peptidim 39 — 51 s fMet, Met
a oxidovany Met.

Pfitomnost cbs M41 s Met v LM v ¢ase 0 h (Obr. 12) naznacuje, Ze v malé mite
doslo k produkci cbs M41 jiz pted indukci. Zastoupeni fMet je po 2 h produkce vyssi nez
Met, ale v 4 a 16 h produkce je uz niz8i. Nedochazi vSak k dalSimu poklesu inkorporace fMet
pod 40 %.

5.3.1zolace cytochromu bs

Smés bakteridlnich proteini a exprimovaného cbs M41 byla ziskdna rozruSenim
bakterii pomoci sonikace. Cbs M41 byl z této smési purifikovan v n€kolika krocich. Prvnim
byla diferen¢ni centrifugace, pii které se oddéluji rizné organely pii centrifugacich o

zvySujicim se g. Pii prvni ultracentrifugaci se oddé€luji solubilni a membranové proteiny
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(vzorky B1S a B1P na Obr. 13). Druha ultracentrifugace ukazuje uspesnost solubilizace

membranovych vzorkt BIP (vzorky B2S a B2P na Obr. 13)

St B1S B1P B2P B2S St B1S B1P B2P B2S
= & (T — ¢
— R
= | -
20kDa, . " 20kDa,
(—— — |
15kDa. " 15.kDa,
a) b)

Obr. 13 — 15% SDS-PAGE rozdé¢leni proteinti bakteridlni suspenze obsahujici pcbs M41 (a)
a cbs M41 (b) mezi peletu (P) a supernatant (S) ultracentrifugaci pted (B/) a po (B2)
solubilizaci proteind. S¢ — standard molekulovych hmotnosti.

Pii prvni ultracentrifugaci byly z preparatu oddéleny solubilni proteiny, které ziistaly

v supernatantu. V pifipadé¢ pcbs M41 téméf 50 % proteinu ziistalo v supernatantu, to

znamenalo velké ztraty. Divodem mohl byt Spatné sbaleni proteinu nebo odstépeni jeho

vvvvvv

nebyl tento jev pozorovan.

V resuspendované peleté po prvni ultracentrifugaci byla uréena celkova koncentrace
proteint. pomoci BCA, jako standard pro sestrojeni kalibracni  kiivky

(Obr. 14) byl pouzit sérovy albumin.

Kalibracni pfimka pro stanoveni proteinti pomoci BCA

o

y =0,7318x
0,6
’ R2=0,9968
0,5
§0,4 T
=
03
02 3
01
0 e
0 0.2 04 0,6 08 1 1,2
¢ (mg/ml)

Obr. 14 — Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace proteinti.
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Pomoci BCA byla stanovena koncentrace proteini ve vzorcich po prvni
ultracentrifugaci 5,19 mg/ml (pcbs M41) a 11,65 mg/ml (cbs M41). Preparaty byly fedény
pufrem (10 mM KH>,PO4+/KOH; 1mM EDTA; pH 7,7) na koncentraci pfiblizné 4 mg/ml pcbs
M41 1,3x a cbs M41 3x. K preparatiim bylo piidano 1,8 ml (pcbs M41) a 3,9 ml (cbs M41)
roztoku detergentt (7,5% Brij 35 (w/v); 7,5% cholat sodny (v/v)), poté byly oba preparaty
solubilizovany 1 h za stalého michéni. Solubilizaci byl cbs M41 uvolnén z membran do
roztoku. Solubilizat byl od membranovych frakei oddélen druhou ultracentrifugaci (drahy

B2P a B2S na Obr. 13, str. 42).

5.4.Titrace heminem

Bakterie produkuji protein (cbs M41) rychleji, nez syntetizuji hem, proto urcité
mnozstvi cytochromu bs se po produkei vyskytuje v apoenzymové formé, tedy neobsahuje
hemovou prostetickou skupinu. Hem se proto do molekuly proteinu inkorporuje artificielné

pridanim roztoku heminu.

Nejprve bylo mnozstvi heminu, které je potieba k preparatu pridat urceno, titraci
100 pl alikvotu. Pokles absorpéniho maxima k niz§im vinovym délkam ukazuje na
pfitomnost volného heminu, ktery se dal nevdze do aktivniho centra proteinu. MnoZstvi
pfidaného heminu jsme povazovali za vhodné, pokud jeho pifidavek nezptlisobil posun
absorp¢niho maxima v absolutnim (Obr. 15, str. 44) ani v diferen¢nim (Obr. 16 a Obr. 17,
str. 45) spektru k niz§im vinovym délkam nez 405 nm. V minulych experimentech se
ukdzalo, ze takovy nadbytek heminu je moZzné v nasledujicich purifikacnich krocich z

preparatu odstranit.
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Absorpéni spektrum pcbs po titraci 1 mM Absorpéni spektrum cbg po titraci 1 mM hemin

hemin chloridem chloridem
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15 ulf/ml 20 ul/ml 15 pl/ml 20 ul/ml

Obr. 15 — Absolutni spektra cbs M41 a pcbs M41 s jednotlivymi pfidavky 1 mM heminu na
ml preparatu proteinu a vyzna¢enymi vinovymi délkami absorpénich maxim.

Diferen¢ni spektra (Obr. 16 a Obr. 17, str. 45) byla ziskana jako rozdilem
absolutnich spekter (Obr. 15) po pfidavku heminu a pted jeho ptidanim.

Preparat pcbs M41 byl titrovan pfidavkem 10 pl 1 mM heminu/1 ml proteinu a cbs M41
15 pl 1 mM heminu/1 ml proteinu.
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Diferenéni spektrum pcbs po titraci 1 mM hemin chloridem
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Obr. 16 — Diferenc¢ni spektrum pcbs M41 po jednotlivych ptidavcich heminu s vyzna¢enymi
vlnovymi délkami absorpénich maxim.

Diferen¢ni spektrum cb; po titraci 1 mM hemin chloridem
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Obr. 17 — Diferen¢ni spektrum cbs M41 po jednotlivych pfidavcich heminu s vyznac¢enymi
vlnovymi délkami absorpénich maxim.
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Celkovy pfidavek 1 mM hemin chloridu byl uréen na 0,4 ml
(10 pl 1 mM heminu/1 ml proteinu) pro pcbs M41 a na 1,2 ml (15 pl 1 mM heminu/1 ml
proteinu) pro cbs M41.

5.5.Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL-6B FF

Cbs M41 1 pcbs M41 byly purifikovany pomoci ionexové chromatografie na koloné
DEAE Sepharosy CL-6B FF, jedné se o anex a pti pH 7,7 se na ni zachycuje cytochrom bs,
jehoz teoretické pl je 5,14 [67]. Zatimco ¢ast kontaminujicich proteinti za téchto podminek

na nosi¢ nevaze.

Pro purifikaci solubilizovaného cbs M41 byla pouzita stard, komeréné€ plnéna kolona
DEAE Sepharosy CL-6B FF, na kterou se preparat po naneseni ireverzibiln¢ navazal, a tato
vétev experimentu byla ukoncena. Pro pcbs M41 byla pouzita nova, ruéné nalitda DEAE
Sepharosa CL-6B FF, byla ekvilibrovan 300 ml ekvilibraéniho pufru EkP1, poté na ni bylo
naneseno 39,3 ml preparatu a nosi¢ byl promyt 130 ml pufru EkP1. Eluce proteinti z kolony
DEAE]1 probihala postupnym zvySovanim iontové sily dokud nezacal vytékat pcbs M41
(zvySeni A412), poté eluce probihala za konstantni koncentrace KCI v pufru (80 mM) do
poklesu A412. Po zvySeni iontové sily doSlo zase k narlstu A412, proto opét nasledovala eluce
s konstantni koncentraci KCI v pufru (140 mM) az do poklesu A412. Po poklesu 4412 byla
zvySena iontova sila na 400 mM KCI. Byly sbirany frakce o velikosti 10 ml. PouZity gradient

a elucni profil chromatografie je na Obr. 18, str. 47.
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Elucni profil DEAE1 pro pcb,
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Obr. 18 — Eluéni profil chromatografie pcbs M41 na koloné DEAEL. Cervené zvyraznén
gradient KClI a zelen¢ zvyraznény spojené frakce.

Frakce s vys$$i 4412 byly dale charakterizovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 19) a na
jejim zakladé byly spojeny frakce 17 — 33 obsahujici pcbs M41 bez vétsiho mnozstvi

kontamina¢nich proteinli. Spojené frakce byly zahuStény na 18 ml pomoci membrany

Obr. 19 — 15% SDS-PAGE frakci pcbs M41 po chromatografii DEAE1. St — standard
molekulovych hmotnosti, /7-33 ¢isla frakei, modry obdélnik zvyraziuje pcbs M41.
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Dialyzovany preparat po chromatografit DEAE1 (19,6 ml) byl nanesen na kolonu
DEAE2 ekvilibrovanou pufrem EkP2 obsahujicim detergent cholat sodny. Po naneseni
preparatu byla kolona promyta 70 ml pufru EkP2 a pcbs M41 byl eluovan izokraticky pufrem
s vysokou iontovou silou EIP2. Pfi chromatografii byly jiméany frakce s riznym objemem.
Elu¢ni profil chromatografie ukazuje Obr. 20. Prepardt mél podle SDS-PAGE
(Obr. 19, str. 47) dostate¢nou Cistotou uz po piedchozi chromatografii, proto analyza Cistoty
frakci u této chromatografie nebyla provedena. Frakce 2 — 7 o vysledném objemu 25,4 ml
byly spojeny na zaklad¢ absorbance pii 412 nm a zahustény na 200 pl. Cholat sodny byl ze

vzorku odstranén dialyzou proti 2 1 pufru DP2 neobsahujicim detergent.

Elu€ni profil DEAE2 pro pcb,
0,2

200 mM KCl A
0,16 / \

0,12

0,08

0,04

0 5 10 15 20 25 30 35
V(ml)

—e—A (280 nm) A (412 nm)

Obr. 20 — Eluéni profil chromatografie pcbs M41 na koloné DEAE2. Cervené zvyraznéna
koncentrace KCl a zelené spojené frakce.

5.6.Titrace finalniho preparatu hemin chloridem

Finalni preparat byl titrovdn heminem pro zvySeni vytéZzku holoenzymové formy
pcbs M41. Prabéh titrace zobrazuje absolutni (Obr. 21, str. 49) a diferencni spektrum
(Obr. 22, str. 49).
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Absorpéni spektrum finalniho preparatu po titraci 1 mM hemin chloridem
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Obr. 21 — Absolutni spektrum titrace finalniho preparatu pcbs M41 s jednotlivymi piidavky
1 mM heminem na 1 ml preparatu proteinu a vyzna¢enymi vinovymi délkami absorp¢niho
maxima.

Diferencni spektrum findlniho preparatu po titraci 1 mM hemin chloridem
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Obr. 22 — Diferen¢ni spektrum finalniho preparatu pcbs M41 po jednotlivych ptidavcich
heminu s vyzna¢enymi vlnovymi délkami absorpéniho maxima.
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Aby preparat neobsahoval volny hemin, byla oproti kapitole 5.4. titrace ukoncena jiz
pti poklesu absorpéniho maxima na 411 nm (Obr. 22, str. 49). Do findlniho preparatu byly
pfidany 4 pul 1mM hemin chloridu (20 pul 1mM heminu/1 ml preparatu).

5.7.Shrnuti pribéhu izolace

V pribéehu izolace pcbs M41 byly odebirany vzorky, a ty byly analyzovany pomoci
SDS-PAGE (Obr. 23) a byla v nich stanovena celkova koncentrace proteini pomoci BCA
(Tab. 4, str. 51). Koncentrace findlniho pcbs M41 byla stanovena z absolutniho spektra
(Obr. 24, str. 51). V prubéhu izolace dochazi k poklesu celkové koncentrace proteinti
v preparatu (Tab. 4, str. 51), které je doprovdzeno vyznamnym zvySenim ¢istoty pcbs M41

(Obr. 23).

St B1S B1P B2S B2P 6xD Z200xFP D 40xFP

20 kDa

pebs
e
15 kDa

Obr. 23 — 15% SDS-PAGE. St — standard molekulovych hmotnosti, B/S a B1P — supernatant
a peleta po prvni ultracentrifugaci, B2S a B2P — supernatant a peleta po druhé
ultracentrifugaci, 6 xD a D — 6% fedeny a nefedény dialyzovany vzorek po DEAEL, 200xFP
a 40xFP - 200% a 40x fedény finalni preparat. Rozmyté zony vzorki D jsou zplsobeny
pfitomnosti detergentu Brij 35.
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Tab. 4 — Celkova koncentrace proteinti stanovena pomoci BCA v jednotlivych krocich

izolace pcbs M41.
x ., c Relativni
Vzorek Redéni (mg/ml) Mcelk Veelk odchylka
Peletapo 25 0,112 | 69,904 | 25 6,4%
1. ultracentrifugaci
Supernatant po 25 0,092 | 575 | 25 2,9%
1. ultracentrifugaci
Peletapo 25 0,106 | 66,521 | 25 1,5%
2. ultracentrifugaci
Supernatant po 25 0,098 | 662 | 27 12,8%
2. ultracentrifugaci
Dialyzovany 0
vzorek po DEAEI 10 0,109 21,303 19,6 8,3%
Finalni preparat 400 0,076 6,043 0,01 1,9%
Absorbéni spektrum 5x fedéného findlniho preparatu pcbg
2,5
2
1,5
<
1
0,5
0
220 270 320 370 420 470 520 570 620 670 720

A(nm)

Obr. 24 — Absolutni spektrum 5x fedéného finalniho preparatu pcbs M41.

Celkem bylo izolaci ziskano 200 pl findlniho preparatu o koncentraci pcbs M41
76,8 pmol/l. Z 300 ml média byl ziskan pcbs M41 s latkovym mnozstvim 15,4 nmol

(51 nmol proteinu/1 1 kultiva¢niho média).

5.8.Foto-sitovani foto-cytochromu bs s redoxnimi partnery

Intenzita zéafeni vysokotlaké rtutové vybojky fotolyzéru byla testovdna pomoci
fotolyzy fenylazidu, jehoZ polocas fotolyzy byl pii pfedchozich métenich vzdy 2 s a fotolyza
byla kompletni po 16 s. Roztok fenylazidu o koncentraci 0,5 M byl fotolyzovan v kiemenné

kapilafe propoustéjici UV zafeni nad 200 nm po dobu 0, 2 a 16 s a byla métena absolutni
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spektra roztoku. Obr. 25 ukazuje dvojnasobny pokles 4250 po 16 s ozareni oproti poklesu po

2 s (vztazeno k 4250 neozéaiené¢ho vzorku).

Fotolyza fenylazidu

0,29
0,24
0,19

< 0,14 \

Os

0,09

/
16
0,04 7 s

-0,01
230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430

A (nm)

Obr. 25 — Absorb¢ni spektra fenylazidu fotolyzovaného uvedeny ¢as.

Fotolyzér emituje Siroké spektrum vinovych délek s maximem ptiblizné pti 250 nm.
Aby pfi fotolyze nedoSlo k poskozeni proteinil, byly vinové délky nizs$i nez 300 nm
odstinény pyrexovou kyvetou umisténou pied fotolyzovanou reakéni smés. Samostatné
nefotolyzované proteiny slouzily jako kontroly. Reakéni smési pcbs M41 s reduktasami byly
pfipraveny ve dvou riznych koncentracich. Vyssi neZ fyziologické koncentrace proteinli
byly testovany ve snaze zvysit vytézek piipadnych kovalentnich komplext. Pro fotositovani
byly pfipraveny bindrni smeési proteini o koncentracich uvedenych v Tab. 5 a
rekonstituovany s DLPC (findlni koncentrace 150 pM) postupem popsanym v kapitole
4.7.9. Reakéni smési byly fotolyzovany 195 s.

Tab. 5 — schéma sloZeni reak¢énich smési pro fotolyzu

reakéni smes pecbs :CYB 2B4 | pcbs:CBR | pcbs:CBR | pcbs:CPR | pcbs:CPR
molarni pomér (uM) 2:1 2:1 5:3 2:2 5:5
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St pcbs 28B4 CBR CPR M41/2B4 M41/CBR MA41/CPR M41/CBR  M41/CPR
2 uM 1um 1uMm 2pM 2/1uM 2/1pMm 2/2 pM 5/3 uM 5/5 uM
v i My T -
250 kDa

150 kDa

100 kDa —

R, s
70 kDib —_—— —

284 50KDE,

CBR, pcb.
—_— e —.‘—

Obr. 26 — 8% SDS-PAGE studovanych proteini a jejich binarnich smési po fotoyze.
Koncentrace jednotlivych proteini uvedeny v uM. St — standard molekulovych hmotnosti.
Produkty foto-chemického zesiténi jsou zvyraznény Cervené, modie jsou zvyraznény zony
analyzované pomoci MS.

Tvorbou kovalentnich komplexti pcbs M41 s CYP 2B4 byla prokadzana jeho
schopnost foto-sitovani izolovaného preparatu a uspésné tak byly zopakovany vysledky
JeCmen et al. [68] (draha 6, Obr. 26). Nepodatilo se ziskat produkt sitovani pcbs M41 s
CPR ani pii jednom molarnim poméru (drahy 7 a 9, Obr. 26). Dvé zony potencialnich
produktt zesiténi byly detekovany s CBR (modie zvyraznéné v draze 9 na Obr. 26).

Analyza MS ovSem nepotvrdila Ze se jedna o komplexy uvedenych proteind.

Fotolyza smési pcbs M41 s CBR a CPR byla zopakovéna (koncentrace proteint byla
1 uM). Pii ptipravé reakénich smési na fotolyzacni reakce doslo nedbalou manipulaci se
vzorky ke kontaminaci preparatu pcb5 M41 prepardtem CBR. Vzorky byly separovany
pomoci SDS-PAGE (Obr. 27, str. 54) o hustot¢ vhodn&jsi pro nalezeni produktti foto-
sitovani — 8% pro pcbs M41 a CPR (molekulova hmotnost teoretického komplexu 1:1 je 94
kDa) a 15% pro pcbs M41 a CBR (molekulova hmotnost teoretického komplexu 1:1 je 50
kDa). BohuZel lepsi separace ani to nevedlo k nalezeni kovalentnich komplex{i mezi pcbs

M41 a nékterou s reduktas jak ukazuje Obr. 27, str. 54.
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Obr. 27 — a) 8% SDS-PAGE, b) 15% SDS-PAGE, studovanych proteint a jejich bindrnich
smési po fotolyze. Koncentrace proteint je 1 pM. St — standard molekulovych hmotnosti.
Cerven¢ zvyraznéna kontaminace vzorku pcbs M41 vzorkem CBR.
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6. Diskuze

V ramci této bakalarské prace byly studovany interakce mezi proteiny MFO systému
metodou foto-chemického zesiténi. MFO systém se podili na aktivaci nebo deaktivaci
xenobiotik, proto je cilem klinickych studii. Pro pochopeni jeho funkce je klicova znalost
protein-proteinovych interakci mezi jeho proteiny. Za timto uc¢elem jsme se v bakalaiské
praci rozhodli vyzkouset metodu foto-chemického =zesiténi vyuzivajici proteiny s
foto-aktivovatelnym analogem Met v sekvenci. Ta uz byla vyuzita ke studiu struktury a PPI
v ptipad¢ kalmodulinu [69], proteinu 14-3-3 [70] a t¢Z MFO systému [68]. Na posledni

uvedeny vyzkum navazuje tato prace.

V ramci JeCmen et al. [68] byl pcbs M41 jiz exprimovan v bakteridlnim kmeni
E. coli BL-21 Gold DE3. S délkou exprese ovSem klesala mira inkorporace fMet do
sekvence proteinu z divodu, ze bakterie syntetizuji pti nedostatku Met tuto aminokyselinu,
a ta se inkorporuje do proteinu preferencné. Je tedy nutné i za cenu nizsiho vytézku proteinu
jeho expresi ukoncit uz po 1 — 4 h. V ptipadé této bakalaiské prace byl pouzit auxotrofni
kmen bakterii E. coli B834(DE-3), ktery neni schopny syntetizovat Met a je zavisly na jeho
pritomnosti ¢i pritomnosti jeho strukturniho analogu v pouzitém médiu. Ty tak mohou byt
pfi proteosyntéze vneseny do proteinu. Pouzitim tohoto kmenu je mozné produkci prodlouzit
az na 16 h, aniz by dochézelo k postupnému poklesu inkorporace fMet. V naSem piipadé

byla mira inkorporace fMet do sekvence oproti Je€men et al. [68] navySena asi o 10 %.

A. Knizek (Bakalaiska prace, 2016 [72]) pouzitim odliSného protokolu dosahl asi
90% inkorporace fMet v cbs M41, ale vytéZzek purifikovaného proteinu a také jeho Cistota
byly vyrazné nizsi nez v nasem piipadé. Hlavnim rozdilem byla kultivace v niz§im objemu
média pii 30 °C. Je tedy prostor pro dalsi optimalizaci kroku rekombinantni exprese.
Nicméné jsme ukazali, Ze nami pfipraveny pcbs M41 je mozZné pro Uspésné foto-sitovani

vyuzit (draha 6, Obr. 26, str. 53).

V porovnéni s béznou expresi proteini je nas vytézek pcbs M41 nizsi. To je
zpusobeno relativné malym objemem bakteridlni kultury (zvolen kviili vysoké cené¢ fMet),
ve které je protein exprimovan. OvSem i ziskané mnozZstvi preparatu je dostacujici pro
pouzitou metodu foto-sitovani v kombinaci s citlivou hmotnostné-spektrometrickou
detekci. Také efektivita purifikace neni v naSem piipadé vysoka, jelikoz nepouzivame
proteiny s histidinovou kotvou, jejichz izolace pomoci afinitni chromatografie je mnohem

ucinngjsi [69], a preparatem je membranovy protein jejichz izolace je obecné spojena
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s vysokymi ztratami. Béhem exprese pcbs M41 doslo pravdépodobné do urcité miry k tvorbé
solubilni formy proteinu, kterd zlstala v supernatantu po prvni ultracentrifugaci (draha 2 na
Obr. 13, str. 42 a Obr. 23, str. 50) a predstavovala dalsi ztratu pcbs M41. Tento jev nebyl
Obr. 13, str. 42 je také patrnd ztrata proteinu vlivem nedostateCné solubilizace. Proces
solubilizace je mozné optimalizovat pouzitim jiného detergentu, naptiklad Triton X-100

[71], zménou mnozstvi pfidaného detergentu nebo podminek solubilizace (teplota, ¢as).

Pti rekombinantni expresi bakterie syntetizuje hem pomaleji nez polypeptidovy
fetézec, proto je ziskdna smés apo- a holoformy proteinu. Z tohoto divodu byla provadéna
titrace heminem, ktery se samovolné integruje do aktivniho centra proteinu a dochazi
k ptemén¢ apo-cbs M41 na holo-cbs M41. Titrace prob¢hla ve dvou krocich izolacniho
postupu. Nejprve byl preparat po solubilizaci heminem lehce pfetitrovan (Obr. 16, str. 45).
Mirny piebytek heminu jde odstranit v dalsich krocich, a vétsi zastoupeni holoformy pcbs
M41 umoznuje snadnéjsi spektrofotometrickou detekci pti 412 nm. V poslednim kroku
izolace uz bylo ptfiddno jen malé mnozstvi, aby findlni preparat neobsahoval volny hemin

(Obr. 22, str. 49).

Preparat byl zakoncentrovan po DEAE1 a po DEAE2, v prvnim ptipad¢ byla pouzita
membrana o mezni hodnoté propustnosti 30 kDa a ve druhém o 10 kDa. pcbs M41 tvori
s detergentem Brij 35 shluky, které neprojdou membréanou o mezni hodnoté propustnosti
30 kDa. S cholatem sodnym pcbs M41 shluky netvofi, a proto je potfeba pouzit membranu
o mezni hodnoté¢ propustnosti 10 kDa. To byl také divod vymény detergenti pfi
chromatografii DEAE2, protoZe volny Brij 35 nelze na rozdil od cholatu sodného z roztoku

odstranit dialyzou.

Pti chromatografii preparatu cbs M41 s pfirozenym methioninem byla pouZita starsi
komer¢ni kolona, po naneseni vzorku na kolonu doslo k jeho ireverzibilnimu navazani.
Jelikoz mél preparat cbs M41 slouzit k experimentlim nad rdmec této prace, a zde je uvadeén
postup jeho ptipravy pouze pro porovnani s pribéhem exprese a purifikace pcbs M41, nebyl
cely postup po ztraté preparatu opakovan. K ireverzibilnimu navézani cbs M41 na kolonu
dosSlo pravdépodobné z diivodu nevhodného zachazeni s chromatografickym nosicem
pfedchozimi uzivateli. pcbs M41 byl purifikovan za pouziti nového nosi¢e v mnoZstvi

15,4 nmol, koncentraci 76,8 umol/l a Cistoté patrné na (Obr. 23, str. 50).

56



Pozice 41 cytochromu bs se podle modelu PDB ID 1DO9 nachazi na jeho povrchu,
ve flexibilnim useku v bezprosttedni blizkosti E47 a E48, ktera se podileji na interakci
s P450 a CBR [46, 49]. Schopnost ziskaného prepardtu pcbs M41 tvofit kovalentni
komplexy s interak¢nimi partnery po foto-aktivaci byla ovéfena tvorbou proteinovych
komplexi s CYP 2B4. Dale jsme se pokusili o foto-sitovani pcbs M41 s kralici
membranovou CPR a lidskou solubilni CBR. S CPR jsme fotolyzou neziskali zadné
detekovatelné produkty sitovani (drdha 8 a 10 na Obr. 26, str. 53). S lidskou CBR jsou pfi
pom¢éru
5 uM pcbs M41:3 uM CBR patrné 2 z6ny (dréha 9 na Obr. 26, str. 53), ty bohuzel nebyly
pomoci MS identifikovany jako produkty zesiténi mezi pcbs M41 a CBR. Patrn¢ se jedna o
malo abundantni kontaminace v preparatu CBR nebo pcbs M41, které nejsou patrné
v nefotolyzovanych kontrolach nanesenych na SDS-PAGE (drédhy 2 a 4 na Obr. 26, str. 53)
v niz§i koncentraci nez v pfipadé¢ uvedené binarni smési. Lidskou solubilni CBR pro
sitovani s krali¢im pcbs M41 jsme pouzili, protoze se jeji struktura podle modelu ve vazebné
oblasti nelisi od té krali¢i, a zaroven jsme ji méli k dispozici, protoze byla pfipravena jako
soucast diplomové prace J. Dédice (Diplomova prace, 2015, [73]). Divodem, ze nedoslo
k zesiténi, miZe byt, Ze nebyla pouzZita membranova forma CBR. Ukotveni obou
studovanych proteini v liposomech by zvysilo jejich lokalni koncentraci, a tim ¢etnost jejich
vzajemnych interakci, ktera by zvysila pravdépodobnost, Ze by se tyto interakce podatilo

zachytit technikou foto-sitovani.
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7. Zaver

V bakteriich E. coli B834(DE3) jsme v limitnim médiu s obsahem fMet exprimovali
pcbs M41. Po 16 h produkce jsme ziskali preparat, v némz byl Met nahrazen foto-reaktivnim

analogem ze 40 %.

pcbs M41 jsme Uspésné purifikovali a ziskali celkem 15,4 nmol elektroforeticky
homogenniho proteinu o koncentraci 76,8 pumol/l. Celkovy vytézek byl
51 nmol proteinu/1 1 kultivacniho média.

Schopnost pcbs M41 tvofit po foto-aktivaci kovalentni komplexy jsme ovéfili
zesiténim s CYP 2B4. Kovalentni komplexy pcbs M41 s CBR nebo CPR se za obdobnych

podminek foto-sitovani netvoii.
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