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1. UVOD

Ptsobenim ¢Eloveéka se v Zivotnim prostiedi zvySuje mnozZstvi latek, které nejsou
organismu vlastni (xenobiotika). Tyto latky vnikaji do organismu a mohou na né&j mit
negativni vliv — kancerogeny, teratogeny a mutageny. Snahou organismu je jejich rychlé
vylouceni, aby svymi negativnimi G¢inky pusobily co nejkratsi dobu (biotransformovat je).
Znalost metabolismu xenobiotik je nezbytna také pro farmaceuticky prumysl, jelikoZ ani
lé¢iva nejsou latkami télu vlastnimi a rovnéz podléhaji biotransformaci. V jejim duisledku
miZe dojit k nechténym efektim — inaktivaci, zvySeni toxicity, sniZeni aktivity ¢i zkraceni
doby puisobeni léku — i k efektiim Zadanym — aktivaci pivodné neaktivnich forem 1é¢iv [1].
Detailni znalost struktury biotransformaénich enzymi aod ni se odvijejici jejich
mechanismus u¢inku usnadriuje a urychluje vyvoj uéinnych a Setrnych 1é¢iv.

Prostorovou strukturu proteini lze v dne$ni dobé zjistovat né€kolika metodami,
jednou z nichZ je hmotnostni spektrometrie ve spojeni s modifikaci proteinti chemickymi
¢inidly. Na rozdil od ostatnich metod studia prostorové struktury — NMR (jaderna
magneticka rezonance, z angl. nuclear magnetic resonance), rentgenové krystalografie [2]
— je mozné pracovat s proteiny v nativnim prostfedi, napf. s proteiny ukotvenymi
v lipidové membrané. Ve prospéch hmotnostni spektrometrie navic hovoii vysoka citlivost
a rozliSovaci schopnost, rychlost a pomémné snadné vyhodnoceni vysledk [3].

K modifikaci proteinti se pouZivaji sitovaci ¢inidla slouZici k ur€ovani vzdalenosti
mezi jednotlivymi funkénimi skupinami (sitovaci ¢inidla s definovanou délkou raménka)
ak ur€ovani vazebnych mist spojenim enzymu napf. se substratem, koenzymem, ¢i

interagujicim proteinovym partnerem kovalentni vazbou (sitovaci ¢inidla nulové délky)

[4].

1.1. Oxygenasy se smisenou funkci

Biotransformace je proces, pfi kterém jsou latky v Zivych organismech
preménovany za katalytického ptisobeni enzymi. Disledkem zmény struktury dojde také
ke zméné chemickych vlastnosti xenobiotika.

Jednim  zkatalytickych  systémi  biotransformace  jsou  k membrané
endoplasmatického retikula ukotvené nespecifické oxygenasy se smiSenou funkci (MFO,
zangl. mixed function oxygenases), které katalyzuji reakce vedouci k hydroxylaci

substratu. Ta je dulezita pii syntéze latek nezbytnych pro funkci organismu (napf. syntéza
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cholesterolu, aromatickych aminokyselin) a pfi detoxifikaci xenobiotik. Monooxygenasy,
za spotieby 2 elektronl a 2 protonil, enzymaticky §tépi molekulu kysliku, jeden z atomti
kysliku inkorporuji do molekuly xenobiotika a druhy redukuji na vodu [2]. Proces
vystihuje sumarni rovnice:

RH + O, + NADPH + H* —©_, ROH + H,0 + NADP" .

Do molekuly vneseny kyslik v prvni fazi biotransformace poskytuje ve druhé fazi
misto pro vazbu vysoce polarnich molekul (napf. kyselina glukuronova, kyselina sirova),
které vyrazné zvysi rozpustnost hydrofobnich molekul a ty poté mohou byt vylouceny
z organismu [2,5].

Hlavni slozkou tohoto monooxygenasového systému je cytochrom P450 (CYP),
ktery jako terminalni oxidasa MFO systému katalyzuje vlastni oxidaci substratu. Dalsi
slozkou MFO je NADPH: cytochrom P450 reduktasa (CPR), ktera zprostfedkovava pienos
prvniho, a v pfipad€ nepfitomnosti cytochromu b5 (cyt bS) i druhého, elektronu na CYP.

Cyt bS5 neni tedy pro biotransformaci nezbytny. Jeho interakce nejsou plné
objasnény, ale lis$i se podle izoformy CYP, pfitomného substratu a experimentalnich
podminek a také ovliviiuji katalytické vlastnosti CYP. Zpisob interakce cyt bS s CYP je
mozné studovat pomoci hmotnostni spektrometrie [6,7].

Dulezitou slozkou katalytického systému je také fosfolipidovd membrana, ktera
poskytuje prostiedi pro interakce proteini a vyrazné ovliviluje enzymovou aktivitu

systému [8].

1.1.1. Cytochrom P450

Ptvodné byl cytochrom P450 (CYP) povaZzovan za pigment — napf. u jater, kde se
vyskytuje ve velkém mnoZstvi, a zpisobuje rizové zbarveni [9]. Jedna se o hemoprotein,
jehoz CO komplex s redukovanou formou poskytuje absorbénim maximum pfi vinové
délce 450 nm. Pfi¢inou této spektralni odlisnosti od ostatnich hemoproteinti je rozdilné
rozloZeni elektronové hustoty na porfyrinovém kruhu zpisobené kovalentni vazbou
thiolatové siry (paty ligand) na atom Zeleza aktivniho centra [10].

Sekvenovanim genomu byly objeveny rizné formy CYP u zastupcti viech fisi [10].
Razné formy CYP lze také nalézt v ramci jednoho druhu — napf. u ¢lovéka jich bylo
popsano 57. Viechny izoformy oxiduji substraty, ne viechny se v§ak ucastni metabolismu
xenobiotik — napf. u €lovéka jen asi ¢tvrtina. Izoformy se vzdjemné lisi substratovou

specifitou [2].
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Pro rodinu cytochromti P450 jsou charakteristické vysoce konzervované oblasti,
mezi které patfi prostetickd hemova skupina na proximalni stran€ proteinu, na které
dochazi k oxidaci substratu [2]. Naprosto konzervované jsou v§ak pouze 3 aminokyseliny,
jednou z nichZ je cystein 436 [11], jehoz thiolatova sira tvofi paty ligand atomu Zeleza
v aktivnim centru proteinu [9]

Nejvice variabilni oblasti proteinu je vazebna dutina pro substrat [9], ktera urCuje
substratovou specifitu. Nékteré izoformy jsou vysoce specifické a oxiduji jen nékolik
strukturné podobnych substratd, jiné jsou univerzalni a oxiduji mnoZstvi nejriznéjsich
substratd [2]. Vazebna dutina se, spole¢né s vazebnym mistem pro molekulu O,, nachéazi
na distalni strané proteinu a zabrarfiuje pfistupu substrati nevhodné velikosti, tvaru
a fyzikalné-chemickych vlastnosti ke katalytickému centru [2,12]. Dalsi variabilni oblasti
je oblast obsahujici velky pocet pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytkii na
proximalni strané proteinu slouZici jako vazebné misto redoxnich partnerd [2,6,9].
Vazebna mista CPR a cyt bS nejsou totozna, ¢asteéné se vSak piekryvaji [6]. Diky této
skute¢nosti CYP zaujima riznou konformaci pfi interakci s riznymi partnery [2].

Katalytickd hydrofilni C-koncova doména eukaryotickych CYP je spojena
s N-koncovou hydrofobni kotvou slouzici kuchyceni enzymu do membrany
endoplazmatického retikula. Pro studium funkce eukaryotniho mikrosomalniho CYP je
uchyceni v lipidové membrané nezbytné, a¢ neni jeji vyznam doposud objasnén [2].
U prokaryotickych CYP se tato hydrofobni kotva nevyskytuje [12].

Na zakladé podobnosti aminokyselinové sekvence se déli izoformy CYP do rodin.
Posledni desetileti slouZi jako model pro zkoumani CYP zastupci rodiny 2B. Projevuji se
unich velké rozdily ve funkci pfi malych rozdilech v sekvenci aminokyselin, coz
umoziiuje uréit, jakym zpisobem aminokyselinové zbytky pfispivaji k substratové specifité
CYP [13]. U hlodavci jsou CYP rodiny 2B spojeny s tvorbou toxickych latek obsahujicich
reaktivni kyslik. V pfipadé lidské izoformy CYP 2B6 je vSak tvorba karcinogenil
a cytotoxickych latek minimalni [14].

Krali¢i CYP 2B4 (EC 1.14.14.1) patti do tiidy II (angl. Class II P450s) a jeji
sekvence, ktera je tvofena 491 aminokyselinami se vice neZ ze 75 % shoduje s ostatnimi
CYP rodiny 2B [15], do niZ patfi napfiklad také lidska izoforma 2B6 [14]. Ma
molekulovou hmotnost 55,8 kDa [2] a vyznacduje se plasticitou umoZiiujici vazat substraty

ruznych velikosti a tvara [13].
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1.1.2. NADPH: cytochrom P450 reduktasa

NADPH: cytochrom P450 reduktasa (CPR; EC 1.6.2.4) je flavoprotein FAD/FMN
rodiny (obsahuje FAD a FMN prosthetickou skupinu) pienasejici elektrony z NADPH na
hemoproteiny. Jeho jedina forma zodpovida za ptenos elektronii na rizné izoformy CYP
[16].

Strukturu eukaryotické, mikrosomalni CPR lze rozdélit na dvé zakladni domény —
hydrofobni N-koncovou kotvu (6 kDa) slouZici k uchyceni molekuly na endoplazmatické
retikulum a jaderny obal buriky a hydrofilni C-koncovou ¢ast (72 kDa) se specifickymi
oblastmi pro vazbu kofaktori a cytochromu c¢ (cyt ¢), CYP a cyt bS [2,17]. K pfenosu
elektroni na cytc dostacuje C-koncova doména s odstépenou N-koncovou hydrofobni
kotvou (tCPR, zkracena CPR, zangl. truncated CPR), ktera je snadno rozpustna
v polarnich rozpoustédlech. V této formé je mozné ziskat krystal pro stanoveni struktury
metodou rentgenové krystalografie. Pro interakci s CYP je vSak hydrofobni N-koncova
kotva nezbytnd a ptenos elektronu bez ni neprobiha [18].

Piimy pifenos elektroni zNADPH na CYP neni mozny. NADPH je donorem
2 elektroni soucasné, CYP vsak najednou dokaze piijmout pouze 1 elektron. Prosthetické
skupiny CPR (FAD a FMN) obsahuji isoalloxazinovou prosthetickou skupinu, ktera se
muze vyskytovat ve 3 formach: chinonové (oxidované), semichinonové a hydrochinonové
(redukované). Redukce chinonové formy pfijetim 2 elektroni od NADPH vede ke vzniku
hydrochinonové formy, ktera mize oxidaci na formu semichinonovou a poté pfipadné na
chinonovou odevzdat elektrony CYP postupné [16]. Cyt b5 miZe byt rovnéz CPR

redukovan, a druhy elektron miZe pfechazet na CYP prave pies néj [2].

1.1.3. Cytochrom b5

Maly (16,7 kDa), elektrony pienasejici protein cyt b5 byl ptivodné pojmenovan
cytochrom m, jelikoZ byl nalezen v mikrosomech [19]. Slouzi jako donor redukénich
ekvivalentd pti biosyntéze lipidi a jako donor druhého elektronu v reakénim cyklu CYP
[20]. Donorem elektronu cyt bS mtuze byt NADH: cytochrom b5 reduktasa i CPR [2].
Vsechny pfenosy elektronii a protein-proteinové interakce v MFO systému shrnuje schéma

na Obr. 1.
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Obr. 1: PFenos elektronu v MFO systému; podle [2]

Ackoliv se rizné formy cyt b5 li§i v aminokyselinové sekvenci, jsou zafazovany do
jedné rodiny proteini na zakladé charakteristického UV-VIS spektra, pfitomnosti
prosthetické hemové skupiny (5. a 6. ligandem jsou dva bo¢ni fetézce histidinu 44 a 68)
a na zakladé vyskytu né€kterych katalyticky vyznamnych aminokyselin v reakénim centru
[19].

Strukturu cyt b5 tvoii 6 a helixt a 5 B skladanych listt a tvoii dvé domény — velkou
hydrofilni katalytickou doménu na N-konci a kratkou hydrofobni kotvu uchycujici protein
k membrané endoplazmatického retikula na C-konci [19,20]. Domény jsou propojeny
spojovacim fetézcem, ktery ovliviiuje charakter interakce cyt bS s CYP.

Cyt b5 interaguje zaporn€é nabitymi aminokyselinovymi zbytky vazebného mista,
které jsou komplementarni ke kladné nabitému vazebnému povrchu CYP [20]. Interakce
cyt b5 zavisi na izoformé CYP, piitomnosti substratu, jeho typu a experimentélnich
podminkach. MuiZe dojit ke stimula¢nimu i inhibi¢nimu efektu. Pfi nizkych koncentracich
cyt bS je katalyza CYP 2B4 stimulovana (probiha 10— 100 x rychleji) a cyt b5 brani
vzniku vedlejSich produktd katalytického cyklu [2]. Pfi vysokych koncentracich cyt bS
vSak dochazi ke kompetici s CPR, ktera nemuze dodavat prvni elektron na pocatku

katalytického cyklu [6].
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1.2. Sitovaci reakce cytochromu P450 a cytochromu b5
chemickymi €inidly

Pfi interakci CYP s CPR nebo scyt bS pfirozené vznikaji mezi reagujicimi
molekulami slabé vazebné interakce a reaktanty se v reakénim komplexu vyskytuji ve
zménéné konformaci, coz je pravdépodobné fyziologicky dulezité [7,19]. Pro pochopeni
mechanismu reakce je tfeba tuto konformaci uchovat pro nasledné zkoumani. Toho lze
dosahnout pouzitim sitovacich (angl. crosslinking) reakci [19]. Jedna se o tvorbu
kovalentnich vazeb v mistech plivodnich slabsich, do¢asnych interakci [4].

Sitovaci ¢inidla (angl. crosslinkers) obsahuji reaktivni koncové skupiny, které
specificky reaguji s funkénimi skupinami proteinii a jinych makromolekul. K uréeni
vzdalenosti mezi prostorové blizkymi aminokyselinami se pouZivaji sitovaci ¢inidla
o definované délce raménka (angl. arm). Pro spojovani molekul bez vkladani raménka se
pouzivaji sitovaci ¢inidla nulové délky, napi. karbodiimidy [4].

Vazebna interakce mezi CYP a cyt bS5 je elektrostatického charakteru, pro sitovaci
reakci je tedy vhodné pouzit ve vodé rozpustné sitovaci €inidlo, které je schopné tyto
elektrostatické  interakce  fixovat [7]. VnaSem  pfipadé byl pouzit
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (EDC).

Karbodiimidy pfi reakci tvofi amidovou vazbu mezi blizkym bazickym (Lys)
aminokyselinovym zbytkem nebo koncovym aminem a kyselym (Asp, Glu)
aminokyselinovym zbytkem nebo koncovym karboxylem [7]. EDC aktivuje karboxylovou
skupinu, ¢imz vznikne meziprodukt (Obr. 2a), ktery nasledné reaguje s aminoskupinou
(nebo hydrazidem) za vzniku nové kovalentni vazby bez vlozeného raménka (Obr. 2b) [4].

ProtoZe meziprodukt neni ve vodném prostfedi stabilni, nedojde-li k reakci
s aminoskupinou, dochazi k jeho hydrolyze (Obr. 2c¢). Jako vedlejsi produkt miiZe také pti
reakci vzniknout molekula proteinu s nové vytvofenou intramolekularni amidickou vazbou

(Obr. 2d).
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Obr. 2: Reak&ni schéma EDC; podle [4]

P1, P2 — proteiny tvofici novou kovalentni vazbu

Spojenim sit'ovacich technik s hmotnostni spektrometrii vznikla citlivd metoda
MS3D slouzici k ur€ovani tercialni struktury proteinti porovnavanim hmotnostnich spekter
proteinti po modifika¢ni reakci sitovacim ¢inidlem nebo bez ni. Vystupy metody mohou

byt vyuzity k tvorbé pocitatovych tiidimenzionalnich modelti molekul [3].

1.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. mass spectrometry) je analytickd metoda
vyuzivana v mnoha védeckych disciplinach. Rovnéz jeji vyuziti v biochemii je rozmanité
a zahrnuje, mimo jiné, zji§tovani posttranslaénich tprav aminokyselin, nalézani mutaci
v aminokyselinové sekvenci, ur¢ovani disulfidovych vazeb a stanovovani &istoty vzorki.
Vyuziva se také k ur€ovani struktury proteinti.

Pfi MS je vzorek ionizovan a nabité molekuly a jejich fragmenty jsou déleny
pruichodem elektrickym nebo magnetickym polem na zadkladé¢ poméru hmotnost/naboj
(m/z). U takto separovanych iontil lze velmi pfesné stanovit jejich molekulovou hmotnost
[3]

Hmotnostni spektrometr ma tfi hlavni soucasti — ioniza¢ni zdroj, analyzator
a detektor. Ty jsou pomoci vakuovych pump evakuovany na tlak 1,3.10%-1,3.10° Pa, aby
nedochazelo pti prichodu vzorku systémem k interakci s molekulami vzduchu [21].

V ioniza¢nim zdroji dochazi jednou z mnoha znadmych metod k ionizaci molekul
vzorku ajejich pfevodu do plynné faze. Mezi nejcastéji pouzZivané metody ionizace
velkych biomolekul patii ionizace elektrosprejem (angl. Electrospray lonization, ESI)
aionizace laserem za pfitomnosti matrice (angl. Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization, MALDI).
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Analyzator slouzZi k déleni a analyzovani smési iontd s riznym m/z na zakladé
Jjejich rozdilného chovani v elektrickém nebo magnetickém poli. Stejné jako v ptipadé
ioniza¢nich metod existuje n€kolik analyzatori vzajemné se liSicich ve vlastnostech —
rozsahem méfitelnych m/z, principem méfeni m/z, pfesnosti arozliSenim. Pro svou
jednoduchost je hojné vyuzivan TOF (z angl. Time of Flight) analyzator [3], pro své
vysoké rozliSeni pak FT-ICR (z angl. Fourier-Transform Ion Cyklotron Resonance)
analyzator [22].

Detektor, na ktery dopada proud iontl, zesiluje ziskany signal a ptfedava ho
datovému systému (angl. Data System), ktery zaznamena ziskana data jako zavislost
intenzity dopadajicich iontti na m/z. Vysledkem je hmotnostni spektrum zobrazujici m/z

jednotlivych ionti a jejich relativni zastoupeni.

1.3.1. MALDI-TOF

Ionizace laserem za pfitomnosti matrice je metoda, ktera vznikla pomérné nedavno
—vroce 1987 —, a jeji velky vyznam potvrzuje udéleni Nobelovy ceny Koichimu Tanakovi
za jeji vyvoj [23]. Jiz dfive se pouZivala ionizace laserem, bez pouZiti matrice v§ak bylo
obtizné regulovat dodanou energii a dochazelo k nadmérné termalni degradaci analytu [3].
Az pouziti matrice umoZznilo zafazeni tohoto typu ionizace mezi mékké ioniza¢ni techniky,
tj. techniky, pfi kterych je stupern fragmentace analytu nizky.

Matrice je v nadbytku (asi 10000:1) smichana se vzorkem [3] a slouzi k absorpci
energie laseru a jeji pfeménu na energii excitacni, ktera je pfenesena na molekuly analytu
a slouzi k jeho ionizaci a prevodu do plynné faze. Vznikaji pfevaZzné jedenkrat nabité ionty
analytu [21].

Nejcastéji pouzivanymi matricemi absorbujicimi v UV oblasti jsou pevné organické
kyseliny obsahujici aromaticky kruh, ktery absorbuje v této oblasti vinovych délek. Mezi
nejuniverzaln€j$i matrice k ionizaci peptidu patfi a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
(CCA; Obr. 3), ktera absorbuje pfi 337 nm, coz odpovida vinové délce zafeni nejCastéji

pouzivaného Nj-laseru [3].

HO

0
N_¢
OH
(1) 4
Obr. 3: Matrice a-kyano-4-hydroxyskoFicova kyselina (CCA) pro MALDI-TOF MS
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Puls laseru ionizuje molekuly v ioniza¢ni komote, kde je vSem iontim udélena
stejna kineticka energii

E, = lmv2

a ty vstupuji do analyzatoru TOF. Jedna se principialné o jednoduché zatizeni — v ptipadé
linedrniho analyzatoru dlouhou evakuovanou trubici zakoncenou detektorem —, ve které
dochazi k déleni na zakladé rozdilné rychlosti iontti — molekuly s vy$§im m/z se pohybuji
trubici pomaleji neZ molekuly s niZ§im m/z. Méfenim mnoZstvi ionti a jejich ¢asu dopadu
na detektor obdrzime ¢asové spektrum, které lze kalibraci pfevést na spektrum hmotnostni.

Vyhodami TOF analyzéitoru jsou vysoka citlivost, téméf neomezend maximalni
hmotnost analyzovanych iontt a velmi kratka doba analyzy, kdy 1ze béhem jediného pulsu
laseru ziskat celé hmotnostni spektrum. Spojeni metody MALDI s TOF analyzatorem je

pro své vlastnosti velmi ¢asto vyuzivané, zvlasté pro studium makromolekul v proteomice.
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”

2. CIL

Cilem této bakalaiské prace byla purifikace CYP 2B4 a studium jeho interakce
s cyt b5 za riznych experimentalnich podminek. Na zakladé optimalizace podminek pro
provedeni sitovaci reakce byl vysledny produkt analyzovan pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Ziskané vysledky poslouZi ke studiu prostorové struktury cytochromi a jejich
vzajemné interakce, ke které dochazi v oxida¢nich reakcich MFO systému a podili se tak

na biotransformaci xenobiotik v organismu.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1. Chemikalie
BIO-RAD, USA: hydroxylapatit

Farmakon Olomouc, CR: fenobarbital sodny

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

Lachema Brno, CR: dihydrogenfosforetnan draselny, disodna sl kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTANa;), dithioni¢itan sodny, ethanol, glycerol, hydroxid
sodny, chlorid draselny, kyselina chlorovodikova, kyselina octova, octan sodny, sacharosa
Linde, CR: oxid uhelnaty, kapalny dusik, plynny dusik

Merck, SRN: acetonitril (ACN), silikagel (Si0O,), voda

Promega, SRN: trypsin

Roche Diagnostics, SRN: Complete Protease Inhibitor

Sevapharma, CR: glukosa-6-dehydrogenasa, hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA: o-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (CCA), bicinchoninova kyselina
(BCA), DEAE-Sepharosa CL6B, dithiotreitol (DTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
glukosa-6-fosfat, cholat sodny, NADPH, standardy pro SDS-PAGE (wide range), Tergitol
NP-10, triethylamin (TEA)

Dar: enzymové preparaty (cytochrom P450 2B4, NADPH: cytochrom P450 reduktasa
a cytochrom b5) — RNDr. Miroslav Sulc, PhD.
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3.1.2. Pouzité pufry a dalSi roztoky

Roztoky pro stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové kyseliny

Roztok A — 0,4 % NaOH (w/v), 0,95 % NaHCO; (w/v), 2 % Na,C0O;.H,0 (w/v), 0,16 %
tartarat sodny (w/v), pH 11,25

Roztok B — 4 % CuS04.5H,0 (w/v)

Pufr pro stanoveni koncentrace cytochromu P450 — 0,1 mol/dm’ KH,PO4, 2 % glycerol
(v/v),pH 7,5

Roztoky pro SDS-PAGE

Vzorkovy pufr (p&tkrat koncentrovany) — 250 mmol/dm® Tris, 500 mmol/dm® DTT, 10 %
SDS (w/v), 0,5 % bromfenolova modf (w/v), 50 % glycerol

Elektrodovy pufr (pétkrat koncentrovany) — 0,1 mol/dm® Tris/Cl, 1 mol/dm® glycin, 0,5 %
SDS, pH 8,5

Separac¢ni gel (10 %; S ml/sklo) — 1,9 ml vody, 1,3 ml 1,5 mol/dm® Tris (pH=8,8), 1,7 ml
29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 50 ul 10 % SDS (w/v), 2 ul TEMED, 50 pl
10 % APS (w/v)

Zaostiovaci vrchni gel (4 %:; 2 ml/sklo) — 1,4 ml vody, 0,25ml 1,0 mol/dm® Tris
(pH = 6,8), 0,33 ml 29,5 % akrylamidu (w/v) s 0,8 % BIS (w/v), 20 ul 10 % SDS (w/v),
2 nl TEMED, 20 pl 10 % APS (w/v)

Barvici lazeit Coomassie BBR-250 — 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v), 45 %

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

odbarvovaci roztok — 25 % ethanol (v/v), 10 % kyselina octova (v/v)

Pufry pro izolaci

Pufr PR1 (pufr pro izolaci mikrosomaélni frakce) — 153 mmol/dm® KCI, 10 mmol/dm’
EDTANaj,, 0,5 mmol/dm® PMSF, 50 pmol/dm® vitamin E, pH 7,5

Pufr PR2 (pufr pro izolaci mikrosomalni frakce) — 100 mmol/dm’ Na,P;07.10H,;0,
100 mmol/dm® KCl, 1 mmol/dm® EDTANa,, pH 7,5

Pufr PR3 (pufr pro izolaci mikrosomalni frakce) — 0,25 mmol/dm’ sacharosa,
10 mmol/dm®> EDTANa;, 1 mmol/dm® DTT, 250 pmol/dm’ vitamin E, 1 tableta
proteasového Complete Inhibitoru/50 ml pufru, pH 7,5

Puft PR4 (pufr pro solubilizaci) — 100 mmol/dm’ Tris/acetat, 100 mmol/dm’ KCl,
20 % glycerol (v/v), 1 mmol/dm® DTT, pH 7,5

Pufr AP1 (cyklizaéni pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B (1)) — 1 mol/dm? Tris, pH 7.5
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Pufr AP2 (nalévaci pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B (1)) — 5 mmol/dm’ Tris/acetat, 20 %

glycerol (v/v), pH 7,5

Pufr PR5 (ekvilibragni pufr pro DEAE-Sepharosu CL6B (1) a HAP (1)) — 5 mmol/dm’
Tris/acetat, 1 mmol/dm’ EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % E-911 (w/v), pH 7,5

Pufr PR7 (promyvaci pufr pro HAP (1), ekvilibraéni pufr pro HAP (2) a dialyza¢ni pufr) -
5 mmol/dm’ NaH,PO,, 1 mmol/dm> EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 % E-911 (w/v),
pH 7.5

Pufr BP1 (promyvaci pufr pro HAP (1)) — 10 mmol/dm’ NaH,POq,, 1 mmol/dm’
EDTANajy, 20 % glycerol (v/v), 0,3 mmol/dm® E-91 1,pH 7,5

Pufr BP2 (promyvaci pufr pro HAP (1) a pufr pro gradient HAP (1)) — 25 mmol/dm’
NaH,PO,, 1 mmol/dm’ EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,3 mmol/dm’ E-91 1,pH 7,5

Pufr BP3 (puftr pro gradient HAP (1)) — 200 mmol/dm’ NaH,POq,, 1 mmol/dm’® EDTANa,,
20 % glycerol (v/v), 0,3 mmol/dm® E-911, pH 7,5

Pufr BP4 (promyvaci pufr pro HAP (2)) — 25 mmol/dm’ NaH,PO,, 1 mmol/dm’
EDTANa,, 20 % glycerol (v/v), 0,1 mmol/dm’ E-91 1,pH 7,5

Pufr BP5 (eluéni pufr pro HAP (2)) — 200 mmol/dm® NaH,PO,, 1 mmol/dm* EDTANa,,
20 % glycerol (v/v), 0,1 mmol/dm’ E-91 1,pH 7,5

Pufr PR8 (triethylaminovy dialyzaéni pufr) — 25 mmol/dm® TEA, 1 mmol/dm® DTT, 20 %
glycerol, pH 7,4

Roztoky pro metabolické studie

NADPH regeneraéni systtm — 10 U/ml glukosa-6-dehydrogenasa, 12,5 mmol/dm’®
NADPH, 100 mmol/dm’ glukosa-6-fosfat

Fosfatovy pufr P6 — 0,3 mol/dm? KH;PO,, 1 mmol/dm’® EDTANa,, pH 6,0

Fosfatovy pufr P7.4 - 0,3 mol/dm? KH;POq, 1 mmol/dm? EDTANa,, pH 7.4

Roztoky pro chemické modifikace a hmotnostni spektrometrii
Stépici ethylmorfolinovy pufr — 50 mmol/dm® ethylmorfolin, 10 % ACN, pH 8,1
Pyridinovy pufr Pyr6 — 50 mmol/dm? pyridin/Cl, 150 mmol/dm?® NaCl, pH 6,0
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3.1.3. Pristroje

Centrifugy: ultracentrifuga Beckman Optima LE 80K, minicentrifuga Eppendorf, Janetzki
K-23, Janetzki K-24

Spektrofotometry: Specord M-40

Hmotnostni spektrometry: MALDI-TOF Biflex II (Bruker Daltonics)

Ostatni: Aparatura na SDS elektroforézu (Hoeffer SE 260), fluorimetr (PerkinElmer
LS 55), homogenizator podle Pottera a Elvehjema, peristaltickd pumpa (Pump PP-05),
sbérace frakci (Fraction Collector FCC-60, BioLogic BioFrac Fraction Collector), pH-metr
(ATI Orion370), sonika¢ni lazné (P-Lab, Ultrasonic compact cleaner), termostat
(Eppendorf), Thermomixer Comfort (Eppendorf), ultrafiltra¢ni cela (Amicon), vakuovy
rotacni koncentrator (SpeedVac DNA 110)
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3.2. Metody

3.2.1. Analyticka stanoveni

3.2.1.1. Stanoveni koncentrace proteinu pomoci bicinchoninové kyseliny

Nekteré aminokyselinové zbytky redukuji méd’naté ionty ptidané do roztoku ve
formé€ vinanu meédnatého na ionty médné. Kyselina bicinchoninova (BCA) tvoii
v zasaditém prostfedi s méd'nymi ionty fialové zbarvené komplexy. Intenzitu zbarveni,
ktera je pfimo umérna koncentraci bilkoviny, lze stanovit spektrofotometricky, méfenim
absorbance pfi 562 nm.

Stanoveni koncentrace proteinu probihalo dosazenim absorbance do rovnice
kalibra¢ni pfimky. Kalibrace byla ziskana linearni regresi ze dvou paralelnich méfeni, pfi
nichz byl jako standard pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentracich 0,1, 0,2
a 0,4 mg/ml.

Cinidlo pro stanoveni koncentrace proteinu bylo pfipraveno t&sné pfed samotnym
stanovenim smiSenim 49 dild roztoku A (v/v), 1 % BCA v 50 dilech (w/v) a 1 dilu roztoku
B (v/v).

Do vyzihanych zkumavek bylo pipetovano 20 ul H,O (slepy vzorek), roztoku
standardu nebo stanovovaného vzorku a bylo pfidano 980 ul &inidla pro stanoveni
koncentrace proteinu. Vzorky byly inkubovany 30 minut pti 60 °C, po zchladnuti
centrifugovany a byla méfena absorbance pfi 562 nm proti HyO na spektrofotometru
Specord M-40. Z naméfenych hodnot absorbanci dvou paralelnich méfeni byly po odecteni

slepého vzorku ziskany hodnoty pro vypocet koncentrace.

3.2.1.2. Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Koncentraci CYP je mozno stanovit metodou diferen¢ni spektroskopie, jelikoz jeho
redukovana forma s navazanym oxidem uhelnatym vykazuje absorpéni maximum pfi
450 nm.

Ve zkumavce bylo 50 pl vzorku doplnéno pufrem pro stanoveni cytochromu P450
na objem 2 ml, byl pfidan pevny dithioni¢itan sodny (pfiblizné¢ 5 mg) a roztok byl
promichan. Do dvou kiemennych kyvet bylo napipetovano po 1 ml roztoku, z nichZ jeden

byl poté asi 45 vtefin sycen pomalym proudem plynného oxidu uhelnatého. Néasledné bylo
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proméfeno diferencni absorpéni spektrum v rozsahu 350 — 500 nm na spektrofotometru
Specord M-40. Koncentrace cytochromu P450 byla vypoctena ze vzorce
ceve = [(Asso — Aaso) / €cve] . Fedeéni [pmol/dm’];

COYPerennenmnnrennnee molarni koncentrace CYP [;Lmol/dm3 ],

A4s0eneeaeaiene absorbance pii 450 nm (absorpéni maximum),

A490-eennieaianns absorbance pii 490 nm (absorpcni minimum),

ECYPerrrrrrnrrennnnns molarni absorpéni koeficient cytochromu P450 (0,091 mmol'l.cm'].dm3),
fedéni ............. hodnota v tomto konkrétnim ptipadé je 40.

3.2.2. Diskontinualni elektroforéza SDS-PAGE

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) je metoda slouzici k separaci proteini na zakladé jejich molekulové
hmotnosti a elektroforetické pohyblivosti. Metoda byla provedena podle Laemliho, za
pouziti 4 % (w/v) zaostiovaciho a 10 % (w/v) separac¢niho gelu.

Bylo smichano 20 pl vhodné zfedénych vzorka s 5 pl pétkrat koncentrovaného
vzorkového pufru, vysledny roztok byl 5 minut povafen a po centrifugaci (minicentrifuga
Eppendorf; 13500 rpm) nanesen na gel, kdy nanaska ¢inila 20 pl na jamku. Elektroforéza
probihala za konstantniho napéti 80 V pfi prichodu zaostfovacim a 140 V pfi prichodu
separaénim gelem. Limitni hodnota proudu byla v obou pfipadech 50 mA.

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

v 1 % roztoku (v/v) kyseliny octové.

3.2.3. lzolace cytochromu P450 2B4

Izolace CYP probihala podle schématu na Obr. 4 — postupné diferenciacni
centrifugace pro izolaci mikrosomalni frakce a poté ptecisténi a izolace CYP 2B4 pomoci

ionexové (DEAE-Sepharosa) a adsorp¢ni (HAP) chromatografie.
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Lizolace mikrosomalni frakce |

2 x 10 min. 6000 x g
20 min. 15000 x g
2 x 65 min. 105000 x g

solubilizace

E-911. cholat sodny, protaminsulfat

DEAE (1) pH 7,5

HAP (1a) pH 7.5
grad. 25-200 mmolidm’ NaH,PO,
DEAE ) pH 7.5

HAP (1b) pH 7.5

DEAE (3)pH 7.5
HAP (2a) pH 7,5

grad. 25-200 mmolidm’ NaH.PO,
DEAE (4) pH 7,5

grad. 5-200 mmol'dm’ NaH.PO, HAP (2b) pH 7,5 }—grad. 25-200 mryloa;am‘NamPo,@

grad. 5-200 mmobdm’ NaH,PO, HAP (3) pH 7.5 }—grad. 25-200 mmolidm® NaH;PO.‘@

DEAE (5)pH 7.5

HAP (4a) pH 7.5 HAP (4b) pH 7.5

grad. 25-200 mmoldm® NaH.PO, grad. 25-200 mmol/dm® NaH.PO,

Obr. 4: Schéma pribéhu izolace CYP

DEAE — kolona DEAE-Sepharosy CL6B, HAP — kolona hydroxylapatitu, grad. — uvoliiovani CYP z kolony
koncentra¢nim gradientem NaH,PO,, 2B4, 1A2 — finalni preparat CYP 2B4 ,resp. 1A2, c2B4, c1A2 — findlni
preparat cCYP 2B4, resp. 1A2, X — izolace nepokratovala

3.2.3.1. Premedikace pokusného zvirete

Samec kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus) o hmotnosti 2 —2,5 kg byl po
dobu dvou tydnii chovan v kleci pii teploté 18 — 22 °C. Byl krmen peletovou stravou a mél
volny pfistup k napajedlu. Od ¢&tvrtého dne byl premedikovan 0,1 % roztokem
fenobarbitalu ve vodé¢ (w/v), aby doSlo k indukci CYP 2B4. Usmrceni predchazelo

18 hodin trvajici hladovéni za ucelem sniZeni hladiny glykogenu.

3.2.3.2. Izolace mikrosomalni frakce a jeji solubilizace

Fenobarbitalem premedikovany kralik domaci byl narkotizovan oxidem uhli¢itym
ausmrcen zlomenim vazu. Z vyjmutych a homogenizovanych jater byla izolovana
mikrosomalni frakce diferen¢ni centrifugaci.

K solubilizaci ziskané mikrosomalni frakce byly pouZzity detergenty cholat sodny
a emulgen E-911. Ty se vazou na hydrofobni ¢asti proteinti a udrzuji je v rozpustné form¢.
Pro zvy$eni rozpustnosti CPR, ktera byla izolovana jinou skupinou, byl také do roztoku

pfidan protaminsulfat, ktery ma vazebnou aktivitu k RNA. Aby nedochazelo k degradaci
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proteini pusobenim proteas pfitomnych v mikrosomalni frakci, byla do roztoku ptidana

smés inhibitord Complete inhibitor (Roche).
3.2.3.3. Chromatografické metody

3.2.3.3.1. DEAE-Sepharosa CL6B (pH 7,5)

Anexova kolona slouZi k zachyceni zaporn€ nabitych latek, kterymi jsou pti pH 7,5
CPR, cyt b5, zatimco kladné nabité a nenabité latky, mezi které patii CYP, zadrzeny
nejsou.

Chromatograficky nosi¢ 1ze pouzit opakované. Pfi regeneraci je ho tieba vy¢istit a
odsolit promytim 250 ml 1 mol/dm® KCl a tfikrat opakovanym promytim 250 ml vody. Po
rozmichani v pufru DP1 a znovunaliti na kolonu je nosi¢ tieba ekvilibrovat piislusnym

pufrem.

3.2.3.3.2. Hydroxylapatit (pH 7,5)

Adsorpéni kolona vaze na zakladé elektrostatickych interakci proteiny a slouzi
k jejich oddéleni. Navazané proteiny — véetné CYP - lze z kolony uvolnit gradientem
iontové sily. Chromatografii ¢i pfipadnou rechromatografii mize dojit ke zvySeni Cistoty
preparatu.

Kapacita hydroxylapatitu je 40 nmol proteini/ml nosice, a po pouZiti nebyl ¢istén

a opakované pouzivan.

3.2.3.4. Odstranéni detergentu pomoci silikagelu

Pii purifikaci pouZité detergenty (cholat sodny a emulgen E-911) nejsou vhodné
pro in vitro rekonstituované systémy, a cholat sodny pro MS3D experimenty, jelikoz
interferuje pfi sitovaci reakci. Byly proto odstranény pomoci adsorpce na silikagel.
Optimalizace byla, upravenym postupem, provedena podle diserta¢ni prace doc. P. Hodka,
PhD. [24].

Findlni prepardt maximalné pie€ist€ény od detergentu byl zmraZen v malych

alikvotech v kapalném dusiku a uskladnén pti -80 °C.
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3.2.4. Vliv_experimentalnich podminek na interakci cytochromu P450 2B4

s cytochromem b5

CYP 2B4 preménuje svij specificky substrat 7-pentoxyresorufin na resorufin.
Resorufin je rtzové fluorescenéni barvivo [25] a jeho mnoZstvi je mozZné stanovit
fluorimetricky. Kinetické studie slouZi ke stanoveni rychlosti probihajici O-dealkylaéni

reakce [26]. To umoziuje stanovit aktivitu CYP 2B4, ktera se vypocita dosazenim do

vzorce
apa = Cres / (At . nopa);
ABY oo aktivita CYP 2B4 [nmol resorufinu.min”.dm™ .(mol CYP)"],
CRES -+eeesveees koncentrace resorufinu ve vzorku [nmol.dm™],
At.............. doba reakce [min],
N2B4 cveenene latkové mnozstvi CYP 2B4 [mol].

Koncentrace vznikajiciho resorufinu byla vypoétena z kalibraéni pfimky ziskané
linearni regresi. Pro kalibraci byly pouzity roztoky resorufinu v koncentraénim rozsahu 0,
0,04, 0,1, 0,2 a 0,4 pmol/dm’.

Nejprve byla stanovena koncentrace 7-pentoxyresorufinu pro rekonstituovany
systém bez cyt b5 (2 pmol/dm® CYP 2B4, 2 pmol/dm® CPR, 300 pmol/dm® DLPC a pufr
P7.4), ktera byla v dal$im experimentu vyuZita pro optimalizaci poméru a studium vlivu
cyt bS. Testované koncentrace 7-pentoxyresorufinu byly 0, 0,002, 0,005, 0,01, 0,02, 0,04
a 0,07 mmol/dm>.

Vzijemné poméry CYP 2B4, CPR a cyt b5 v této reakéni smési v pfitomnosti
a neptitomnosti DLPC membrany byly 1:1:1, 1:1:2 a 1:1:4.

3.2.4.1. Priprava vzorku a fluorimetrické méreni

V mikrozkumavkach byl zpotfebného mnozstvi zasobniho roztoku DLPC
o koncentraci 15 mmol/dm® odpafen chloroform, pfidano 200 pl pufru, 7-pentoxyresorufin
a pfipadné i patficné mnoZstvi cyt b5. Roztok byl 15 minut sonikovéan, do roztoku byl
ptidan CYP 2B4 a CPR a nasledovalo dal$ich 5 minut sonikace. Vzorky byly naneseny ve
ttech paralelnich méfenich, po 150 pl, na fluorimetrickou desti¢ku. Po proméfeni
fluorescence slepych vzorka (PerkinElmer LS 55; excitaéni vinova délka: 550, SLIT: 15,
emisni vinova délka: 585, SLIT: 10, readtime: 5s) bylo ke vzorkiim pfidano 25 ul NADPH

generacniho systému a byla méfena ¢asova zavislost koncentrace vzniklého resorufinu.
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3.2.5. Studium interakce cytochromu P450 2B4 s cytochromem bs

Pfi vzéjemné interakci obou cytochromi neprobihd pouze samotné piedani
elektronu, ale dochazi i ke zménam ve struktufe. Aminokyselinové zbytky, které se pti
interakci pfiblizi, zistavaji v této poloze zafixovany kovalentni vazbou diky pfidanému
sitovacimu ¢inidlu EDC, a tato spojeni, at’ uz v ramci jedné molekuly (intramolekularni)
nebo mezi obéma cytochromy (intermolekularni), mohou byt identifikovana hmotnostni

spektrometrii.

3.2.5.1. Sitovaci reakce

Z roztoku DLPC v chloroformu bylo odpateno rozpoustédlo ve vakuovém rota¢nim
koncentratoru. Poté byl pfidan pufr Pyr6 a po sonikaci (5 minut) byly pfidany CYP 2B4
a cyt b5, oba o finalni koncentraci 2 pmol/dm®. Vzorek byl 5 minut sonikovan, aby doslo
k ukotveni CYP acyt b5 do lipidové membrany, bylo k nému pfidano EDC o finalni
koncentraci 200 pmol/dm? jako sitovaci &inidlo a reakéni smés byla inkubovana 16 hodin
za laboratorni teploty. Vzorky byly separovany pomoci 10 % SDS-PAGE, obarveny CBB

R-250 a po odbarveni uchovany 1 % kyseliné octové (v/v) pii 4 °C.

3.2.5.2. Modifikace proteinu a jejich Stépeni proteasou

Z polyakrylamidovych geli byly vyfiznuty vybrané proteinové prouzky, které byly
skalpelem nakrajeny na 1 mm kosti¢ky. Do uplného odbarveni gelu byl opakovan postup
sestavajici z ptidani 100 pl 100 mmol/dm® ethylmorfolinu (pH 8,1) a 100 ul ACN,
pétiminutové sonikace a odstranéni supernatantu.

Nasledovala modifikace cysteinovych aminokyselinovych zbytki, aby doslo
k rozruseni ptipadnych disulfidovych vazeb a rozvolnéni struktury proteinil. Ke vzorkiim
bylo pfidano 30 ul 30 mmol/dm® TCEP (&inidlo k redukci disulfidovych vazeb) ve
100 mmol/dm? ethylmorfolinu a byly 20 minut inkubovéany v termostatu pfi teploté 70 °C.
Poté byly promyty ACN, vodou a ACN, pievrstveny 30 mmol/dm? roztokem jodacetamidu
(IAA; ¢inidlo k modifikaci cysteinovych zbytkd) ve 100 mmol/dm’ ethylmorfolinu
a 60 minut inkubovany za laboratorni teploty v temnu.

Poté byly vzorky sedmkrat promyty sttidavé 100 ul ACN a 100 pl vody a nakonec
jesté 100 ul ACN, bylo ptidano 100 ul ACN a 100 pl vody a byly 5 minut sonikovany. Po
odstranéni supernatantu byly suseny 10 minut ve vakuovém rotaénim koncentratoru, bylo

knim pfidano 30 pl Stépiciho ethylmorfolinového pufru, 1 pl roztoku trypsinu
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o koncentraci 3,3 ng/pul a byly inkubovany a protiepavany nejméné 20 hodin (37 °C,
650 rpm).

3.2.5.3. Pfiprava vzorku pro MALDI-TOF MS

Ke vzorku byl pfidan ACN a TFA do finalni koncentrace v roztoku 30 % ACN
s 0,1 % TFA (v/v), byl sonikovan 15 minut a extrakt byl oddélen. Zbyly vzorek byl z gelu
reextrahovan pfidanim 50 pl roztoku 50 % ACN s 0,1 % TFA. Extrakt byl po sonikaci
oddélen.

Spojené extrakty byly vysuSeny ve vakuovém extraktoru (SpeedVac) a odparek byl
rozpustén v 50 ul 0,1 % TFA. Po sonikaci byl vzorek pfeistén na kolonce peptide
MicroTrap C18 ekvilibrované 0,1 % roztokem TFA (v/v), kterd vaZe peptidy, slouzi
k odsolovani a miZe byt pouZita i k ¢aste¢né separaci [27].

Po naneseni vzorku byla kolonka promyta 300 pl 0,1 % TFA (v/v) a zachycené
peptidy z ni byly uvolnény krokovym gradientem ACN. Bylo pouzito vzdy 100 ul 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 40 % a 80 % ACN (v/v) v 0,1 % (v/v) TFA a frakce byly jimany do
rozdilnych mikrozkumavek.

Vzorky byly vysuseny ve vakuovém koncentratoru (SpeedVac), bylo k nim ptidano
20 ul 40 % ACN s 0,1 % TFA, byly 20 minut sonikovany, 15 sekund centrifugovany na
minicentrifuze Eppendorf (13500 rpm) a 1 pl byl nanesen na ter¢ik MALDI-TOF. Po
odpafteni rozpoustédla byly vzorky ptevrstveny 1 pl matrice (nasyceny roztok kyseliny
a-kyano-4-hydoxyskoficové kyseliny — CCA — v poméru 1:2 sroztokem 50 % ACN
a 0,1 % TFA) a analyzovany hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF Biflex II (Bruker

Daltonics).
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4. VYSLEDKY

4.1. lzolace cytochromu P450 2B4

Izolace CYP 2B4 probihala podle schématu na Obr. 4 na strané¢ 21 — postupné
diferen¢ni centrifugace pro izolaci mikrosomalni frakce a poté pfecisténi a izolace CYP

2B4 pomoci ionexové (DEAE-Sepharosa) a adsorpéni (HAP) chromatografie.

4.1.1. lzolace mikrosomalni frakce

Purifikaéni kroky probihaly v chlazené mistnosti pii 6 °C. Jaterni tkan pokusného
zvitete o hmotnosti 94 g byla oplachnuta v pufru PR1 a zhomogenizovana. Homogenat byl
10 minut centrifugovan pti 600 x g na centrifuze Janetzki K-23 (vykyvny rotor 4 x 70 ml,
2000 rpm). Sediment byl rehomogenizovan v pufru PR1 a znovu centrifugovan za stejnych
podminek.

Supernatant byl poté centrifugovan 20 minut pfi 15000 x g na centrifuze Janetzki
K-24 (Ghlovy rotor 6 x 35 ml, 13000 rpm). Ziskany supernatant byl dale centrifugovan
65 minut pfi 105000 x g na ultracentrifuze Beckman Optima LE 80K. Sediment byl
rehomogenizovan v pufru PR2, peleta byla znovu centrifugovana za pfedchozich
podminek, supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan v pufru PR3.

Latkové mnozZstvi CYP v 50ml finalni mikrosomalni frakce o koncentraci
62 pmol/dm’® bylo 3100 nmol aobsah bilkoviny 30 mg/ml. Mikrosomalni frakce byla
uskladnéna pii —80 °C.

4.1.2. Solubilizace

Mikrosomalni frakce byla rozmraZena, nafedéna pufrem PR4 na kone¢nou
koncentraci 6 mg proteinw/ml a zhomogenizovana. Na ledu a za stalého michani byly
k 210 ml nafedéné mikrosomalni frakce pfidany 4 tablety Complete inhibitoru rozpusténé
ve 2ml pufru PR4, po kapkich 6 ml protaminsulfatu (15 mg/ml) a pod dusikovou
atmosférou 16 ml 10 % cholatu sodného (v/v) a 16 ml 10 % emulgenu E-911 (w/v).

Roztok byl na ledu 20 minut michan a poté centrifugovan 60 minut pfi 105000 x g
na ultracentrifuze Beckman Optima LE 80K (uhlovy rotor Ti45 6 x 60 ml, 37000 rpm).
Supernatant o objemu 250 ml a koncentraci 18 pmol/dm® CYP (celkové 4500 nmol CYP)
byl nanesen na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (1) (pH 7.,5).
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4.1.3. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (1)
Na ekvilibrovanou kolonu (2,5 x 30 cm, 150 ml, pH 7,5) pufrem PR5 byl nanesen

supernatant po solubilizaci (250 ml) a kolona byla promyvana pufrem PRS5 s pfidavkem
emulgenu E-911 (celkova koncentrace 0,4 % (w/v)). Byly sbirany frakce o objemu asi
18 ml (frakce odpovidajici 20 minutam) a byla proméfovana jejich absorbance pii 417 nm
(spektrofotometr Specord M-40). Promyvani bylo ukonéeno pfi poklesu absorbance na

puvodni hodnotu. Pribéh chromatografie je patrny z grafu (Obr. 5).
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Obr. S: Eluni profil chromatografie DEAE-Sepharosy CL6B (1)

kolona 2,5 x 30 cm, 150 ml; ekvilibra¢ni pufr PRS, promyvaci pufr PRS s ptidavkem emulgenu E-911 do
celkové koncentrace 0,4 % (w/v); nana$en supernatant po solubilizaci mikrosomalni frakce
A417am — absorbance métena pti vinové délce 417 nm; 9-f19, £20-f27 — spojené frakce
Byla provedena SDS-PAGE zoblasti hlavniho nanaseciho vrcholu (Obr. 6).
JelikoZ kapacita nasledujici kolony hydroxyapatitu je asi 40 nmol CYP/ml nosice, bylo
nutno rozdélit frakce obsahujici CYP z vrcholu elu¢niho profilu na dvé 25 ml kolony.
Spojené frakce 9 — 19 obsahujici 1200 nmol CYP, resp. 20 — 27 obsahujici
1200 nmol CYP byly po zahus$téni na 35 ml, resp. 25 ml (membrana Amicon PM-30,
Millipore) a dialyze proti pufru PRS pfes noc naneseny na kolonu HAP (la), resp.

HAP (1b).
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Obr. 6: SDS-PAGE frakci z DEAE-Sepharosy CL6B (1)

st — Sigma marker; 7-37 — ¢&isla frakci (11-31 2x fed&no); v — voda misto vzorku, sol — solubilizat
(5x fed&no); mi — mikrosomalni frakce (20x fedéno)
10 % PAGE, barveni: CBB R-250

Na koloné¢ DEAE-Sepharosy CL6B (1) zistaly navdzany nékteré dalsi proteiny (mj.
CPR, cyt b5), které byly eluovany linearnim gradientem 2 x 400 ml 0-0,4 mol/dm® KCl
v pufru PRS. Po vymyti proteini byl nosi¢ piecistén (viz Metody na strané 22) a ptipraven
pro dalsi pouziti. Po posledni chromatografii byl nosi¢ po dikladném ptecisténi a odsoleni

(viz Metody strana 22) uchovan ve 20 % ethanolu pfi 4 °C.

4.1.4. Chromatografie na koloné hydroxylapatitu (1a)

Na pufrem PRS ekvilibrovanou kolonu (1,8 x 15 cm, 25 ml nosice, pH 7,5) byly
naneseny zahu$téné a zdialyzované frakce 9 — 19 z DEAE-Sepharosy CL6B (1) a byly
Jimany frakce o objemu 8 ml a proméfovana v nich absorbance pti 417 nm.

Po naneseni vzorku byla kolona promyta 40 ml pufru BP1 a poté 20 ml pufru BP2.
Naneseny CYP byl z kolony eluovan linearnim gradientem 2 x 250 ml BP2-BP3 (25 —
200 mmol/dm® NaH,POy,), rychlosti asi 10 ml/hodina byly jimany frakce o objemu 5 ml
a promé&fovan eluéni profil pti vinové délce 417 nm.

Pribéh chromatografie je patrny z grafu (Obr. 7). Patrné kvili malé kapacité kolony
nedoslo k navazani ¢asti CYP, ktery byl jiman jiz ve frakcich pfi promyvani kolony

pufrem BP1.
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Obr. 7: Eluéni profil chromatografie HAP (1a)

1,8 x 15 cm, 25 ml; ekvilibra&ni pufr PRS, promyvaci pufr BP1 (10 mmol/dm’ NaH,PO,), BP2

¢(NaH,PO,) [mmol/dm?)

25 mmol/dm’® NaH,PO,); nanaeny frakce f9-f19 po chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B (1)

A417 nm — absorbance métena pti vinové délce 417 nm; f35a-f48a, f49a-f59a — spojené frakce

Byla provedena SDS-elektroforéza (Obr. 8), ktera ukazala velkou kontaminaci CYP

2B4 jinymi proteiny. Byly spojeny frakce 35a — 48a, které byly jinymi proteiny

kontaminované méné, a frakce 49a — 59a, které obsahovaly ve vé&tSim mnoZstvi

pravdépodobné izoformu 1A2. Spojené frakce byly zahustény (membrana Amicon PM-30,

Millipore) a dialyzovany proti pufru PR7. Jako dalsi krok izolace bylo zvoleno opakovani
chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (2) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e) v pufru

s finalni koncentraci detergentu 0,1 % (w/v).

4 19 21 23 28 27 31

Obr. 8: SDS-PAGE frakci HAP (1a)

— Sigma marker; 4-55 — &isla frakci
10 % PAGE, barveni: CBB R-250
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4.1.5. Chromatografie na koloné hydroxylapatitu (1b)

Na pufrem PRS ekvilibrovanou kolonu (1,8 x 15 cm, 25 ml nosice, pH 7,5) byly
naneseny zahu$téné a zdialyzované frakce 20 — 27 z DEAE-Sepharosy CL6B (1) a byly
jimany frakce o objemu 8 ml.

Po promyti kolony 40 ml pufru BP1 byla kolona promyta 20 ml pufru BP2
a zapocalo eluovani CYP linedrnim gradientem 2 x 250 ml BP2-BP3 (25 - 200 mmol/dm’
NaH,POy) rychlosti asi 15 ml/hodina. BohuZel do$lo ke znehodnoceni navazaného CYP
zapfi¢inénému vyschnutim kolony béhem eluce linearnim gradientem poté, co vypadla

hadicka z roztoku, a proto byla tato vétev purifikace ukoncena.

4.1.6. Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (2)

Na pufrem PRS ekvilibrovanou kolonu (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e, 7,5) byly
nejprve naneseny spojené frakce 35a — 59a, nasledné 49a — 59a a kolona byla promyvana
pufrem PR7. Vlivem nizké kapacity kolony nedoslo k oddéleni izoformy CYP 2B4 a 1A2.
Pribéh chromatografie je patrny z grafu (Obr. 9).

f5b - f15b

0,0 4 —" "——an
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Obr. 9: Elu¢ni profil chromatografie DEAE-Sepharosy CL6B (2)
kolona 1,8 x 15 cm, 25 ml; ekvilibra¢ni pufr PRS5, promyvaci pufr PRS5; nanaseny frakce 35a-59a po

chromatografii na kolon&¢ HAP (1a)
A417 nm — absorbance méfena pti vinové délce 417 nm; f5b-f15b — spojené frakce

Proto byla chromatografie zopakovana na koloné o objemu 150 ml. Dalsi kroky
purifikace byly provedeny 3kolitelem RNDr. Miroslavem Sulcem, PhD. vmé

nepiitomnosti.
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4.1.7. Dokonéeni purifikace

Byla provedena chromatografie spojenych frakci fSb — f15b na koloné
DEAE-Sepharosy CL6B (3) (2,5 x 30 cm, 150 ml). K ekvilibraci i promyvani byl pouzit
pufr PR7. Prib&h chromatografie je patrny z grafu (Obr. 10).
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Obr. 10: Eluéni profil chromatografie DEAE-Sepharosy CL6B (3)

kolona 2,5 x 30 cm, 150 ml; ekvilibra¢ni pufr PRS, promyvaci pufr PRS, linedrni gradient 2 x 250 ml
PR5-BP3 (5 — 200 mmol/dm’® NaH,PO,); nan4deny frakce f5b-f15b po chromatografii DEAE-Sepharosy
CL6B (2)

A4170m — absorbance métena pfi vinové délce 417 nm; frakce p, frakce g — spojené frakce

Na zakladé SDS-PAGE byly uréeny frakce obsahujici CYP 2B4 (frakce p), které
byly naneseny na kolonu HAP (2a) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e, pH 7,5), zni byly
linedrnim gradientem 2 x 150 ml PR7-BP3 (5 — 200 mmol/dm® NaH,PO;) uvolnény a poté
naneseny na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (4).

Latky zachycené na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (3) byly eluovany linedrnim
gradientem 2 x 250 ml PR7-BP3 (5 — 200 mmol/dm® NaH,POy). Chromatografii spojenych
frakci g na kolon¢ HAP (2b) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e, pH 7,5) doSlo k odstranéni
detergentu a po zahusténi na vysledny objem 1,8 ml byl ziskan findlni CYP 1A2. Jeho
koncentrace byla 65 pmol/dm?, coz odpovida latkovému mnozstvi 117 nmol.

Po ekvilibraci, naneseni i promyvani pufrem PR7 na kolon¢ DEAE-Sepharosy
CL6B (4) (2,5 x30 cm, 150 ml) byly na zakladé SDS-PAGE uréeny frakce, které byly
naneseny na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (5).

Latky zachycené na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (4) byly eluovany linearnim
gradientem 2 x 250 ml PR7-BP3 (5 — 200 mmol/dm® NaH,PO,). Chromatografii na kolon&
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HAP (3b) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosice, pH 7,5), odstranénim detergentu a zahu$ténim na
vysledny objem 0,9 ml byl ziskan finalni kontaminovany CYP 1A2 (cCYP 1A2). Jeho
koncentrace byla 94 pmol/dm?, coz odpovida latkovému mnozstvi 85 nmol.

Na koloné DEAE-Sepharosy CL6B (5) (1,8 x 15 cm, 25 ml nosi¢e) byla provedena
chromatografie pro ziskani CYP 2B4. K ekvilibraci i promyvani byl pouzit pufr PR7. Na
zakladé SDS-PAGE byly urceny frakce obsahujici CYP 2B4, resp. kontaminovany CYP
2B4 (cCYP), a ty byly naneseny na kolonu HAP (4a), resp. HAP (4b). Po odstranénim
detergentu a zahu$ténim na vysledny objem 1,8 ml resp. 0,9 ml byl ziskan finalni CYP 2B4
resp. cCYP 2B4. Koncentrace CYP 2B4 byla 36 pmol/dm’, coz odpovida latkovému

mnozstvi 65 nmol, a cCYP 2B4 20 umol/dm>, coZ odpovida latkovému mnoZstvi 18 nmol.

Tab. 1: Bilan¢ni tabulka izolace CYP 2B4

celkem
n [nmol] [%]
MS frakce 3100 100,0
solubilizat 4500 145,2
DEAE (1) 2400 77,4
HAP (1a) 870 28,1
DEAE (2) 460 14,8
DEAE (3) 440 14,2

CYP 2B4 65 2,1

n — latkové mnozstvi; [%] — procentualni vyt&€zek oproti mikrosomalni frakci, MS frakce — mikrosomalni
frakce, DEAE (x) — frakce eluované z kolony DEAE-Sepharosy CL6B (x), HAP (1a) — frakce eluované
z kolony hydroxylapatitu (1a), CYP 2B4 — finalni preparat CYP 2B4

4.2. Kinetické studie

Kinetickymi studiemi se 7-pentoxyresorufinem a CYP 2B4 byla ur¢ena, a pro dalsi
experimenty vyuzivana, koncentrace 0,03 mol/dm® 7-pentoxyresorufinu. Pro porovnani
méfeni za ruznych experimentalnich podminek byly vyuzity hodnoty aktivit po
10 minutach od zapoceti reakce pfidinim NADPH-regenera¢niho systému.

Pfeména  7-pentoxyrsorufinu na resorufin v rekonstituovaném  systému
bez ptitomnosti DLPC pfi poméru 1:1:1 az 1:1:4 (CYP:CPR:cyt b5) nevykazovala
signifikantni zmény. Pokud byl experiment proveden v pfitomnosti DLPC, byly zjistény
signifikantni zmény v aktivité v zavislosti na poméru CYP:CPR:cyt bS. Dle pfedpokladu,
ptitomnost DLPC zvysila pfeménu 7-pentoxyresorufinu. Pfi poméru 1:1:1 v pfitomnosti
DLPC byla aktivita CYP 2B4 oproti nepfitomnosti DLPC téméf dvojnasobnd, pfi
pomérech 1:1:2 a 1:1:4 doslo naopak ke sniZeni aktivity CYP ptitomnosti DLPC (viz graf
na Obr. 11).
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T T T
111 1:1:2 114 1:1:1DLPC 1:1:2DLPC 1:1:4 DLPC

Obr. 11: Vliv poméru cyp bS, CYP 2B4 a CPR a pFitomnosti DLPC membrény na aktivitu CYP 2B4

1:1:1 = 1:1:4 — pomér CYP 2B4:CPR:cyt b5, DLPC - ptitomnost DLPC membrany, a,g, — aktivita CYP 2B4

4.3. Sit'ovaci reakce

Sitovaci ¢inidlo EDC neni stabilni ve vodném a zéasaditém prostiedi. Proto
probihaly sitovaci reakce v kyselém prostfedi v pyridinovém pufru Pyr6.

Z 1,2 ul 15 mol/dm’® roztoku DLPC v chloroformu bylo odpafeno rozpoustédlo, ke
kterému bylo na zékladé vysledka kinetickych studii pfidano 12 pl 20 pmol/dm® cyt b5,
4,3 pl 56 pmol/dm® CYP 2B4 a 86 pul pufru Pyr6. Roztok byl 5 minut sonikovan, poté byl
po 18 pul rozdélen do 6 mikrozkumavek, do kazdé byly pfidany 2 ul EDC (0,4 mg/ml) ke

spusténi sitovaci reakce. Reakéni smés byla inkubovana 16 hodin za laboratorni teploty.

4.4. Interakce cytochromu P450 2B4 a b5 studovana hmotnostni
spektrometrii

Byly ptipraveny vzorky pro MS podle navodu v kapitole 3.2.5.3 na strané 25
z elektroforeticky rozdélenych proteini po sitovaci reakci. Data ziskana hmotnostni
analyzou spektrometrem MALDI-TOF Biflex II (Bruker Daltonics) byla porovnana
s in silico teoretickou peptidovou mapou a bylo jednozna¢né ur¢eno proteinové slozZeni
prouzki na SDS-PAGE (Obr. 12) — prouzek 1 obsahoval cyt b5, prouzek 2 CYP 2B4

a prouzek 3 oba cytochromy zaroveri.
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Obr. 12: Vyfez z SDS-PAGE vzorku po sit’ovaci reakei

Draha (a) obsahuje vzorek po sitovaci reakci s EDC, dréha (b) molekulovy
standard. Zvyraznény prouZky s jednoznaéné uréenym proteinovym
slozenim MALDI-TOF hmotnostni analyzou: prouZek 1 — cyt bS5, prouzek
2 - CYP 2B4, prouzek 3 —cyt b5 a CYP 2B4

Porovnanim  molekulovych  hmotnosti  ziskanych hmotnostni  analyzou
s molekulovymi hmotnostmi peptid teoreticky vzniklych §tépenim cyt b5 a CYP 2B4
trypsinem byla pfedbézné identifikovana jedna nova intramolekularni vazba CYP 2B4
mezi aminokyselinovymi zbytky 49K a 474E (m/z peptidu 2070,2) a jedna nova
intermolekularni vazba mezi aminokyselinovym zbytkem 192D nélezicim CYP 2B4 a 18K

nalezicim cyt bS (m/z peptidu 1914,1).
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5. DISKUZE

Kralik domaci byl po dobu dvou tydnt chovan v kleci pfi teplot¢ 18 — 22 °C
a krmen peletovou stravou. Byl mu umoznén ptistup k napajedlu a 11 dnl pfed usmrcenim
byl premedikovan 0,1 % roztokem fenobarbitalu (v/v) za u¢elem indukce CYP 2B4. Tento
postup premedikace je vétSinou dostateény k vyznamné indukci CYP 2B4. Bohuzel kromé
CYP 2B4 byl pozorovan také vysoky obsah CYP 1A2, ktery vyznamnou mérou znesnadnil
purifikaci. Pfitomnost CYP 1A2 byla pravdépodobné zplsobena sloZenim stravy Ci
podminkami chovu béhem ptedeslého Zivota.

Izolaci mikrosomalni frakce z jater pokusného zvitete bylo ziskédno asi 3100 nmol
aktivni formy CYP. Pii solubilizaci byl k mikrosomalni frakci pfidan Complete inhibitor
slouzici ke zpomaleni §tépeni proteini proteasami a detergenty protaminsulfat, Emulgen
E-911 a cholat sodny k uvolnéni CYP ukotveného v lipidové membrané do roztoku, ¢imz
doslo k nabohaceni CYP na 4500 nmol (145,2 %). K uspésné solubilizaci doslo diky
vhodné zvolené koncentraci protein (6 mg/ml), vhodného poméru protein:detergent (1 mg
detergentu na 1 mg proteinu) a poméru iontovy detergent:neionogenni detergent (1:1).

Ultracentrifugace poté zroztoku oddélila lipidovou slozku. Pfi odlévani
supernatantu obsahujiciho CYP z kyvety se neopatrnou manipulaci dostala ¢ast lipidové
slozky zpét do roztoku. Jeji znovuoddéleni bylo provedeno centrifugaci 20 minut pfi
15000 x g na centrifuze Janetzki K-24 (ihlovy rotor 6 x 35 ml, 13000 rpm).

Roztok po solubilizaci byl za u¢elem separace CYP od CPR a cyt b5 nanesen na
kolonu DEAE-Sepharosy CL6B (1) ekvilibrovanou pufrem PR5. Zmétené pH roztoku PRS
pti ekvilibraci bylo 7,5, ale pH rozoku vytékajiciho z kolony kolisalo v rozmezi 5,1 — 6,1.
Kolona nebyla patrné dostateéné ekvilibrovana. Presto doslo k nadiSténi a predseparaci
CYP 2B4, jelikoz jeho teoreticky izoelektricky bod je 9,01 [28] a pfi pH 7,5, pfi kterém
chromatografie probihala, se na nosi¢ DEAE-Sepharosy nevaZze. CPR a cyt b5 zachycené
v koloné z ni byly eluovany linearnim gradientem KCI a dale izolovany jinou skupinou.

Ve frakcich eluovanych zkolony DEAE-Sepharosy CL6B (1) bylo stanoveno
celkové latkové mnozstvi 2400 nmol CYP. Kapacita hydroxylapatitu je pfiblizn€¢ 40 nmol
CYP/ml nosie, proto byly spojené frakce nanaSeny na dvé€ 25ml kolony -
hydroxylapatit (1a) a hydroxylapatit (1b). Vé&t$i objemy nosi¢e hydroxylapatitu nelze
pouZit, jelikoz je velice jemny a pti prichodu roztoku ma velky odpor, ktery nelze

prekonat ani pouzitim peristaltické pumpy. Maximalni pritok roztoku kolonou je asi
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15 ml/hod. Kapacita nosice nebyla v pfipadé kolony hydroxylapatitu (1a) dostate¢na, Cast
CYP se na ni nenavazala a byla jimana jiz ve frakcich nanaseciho piku. (viz Obr. 7 na
stran¢ 29)

Spojené frakce nanaSené na kolonu hydroxylapatitu (1b) obsahovaly 1200 nmol
CYP. Pfi eluovani CYP linearnim gradientem NaH,PO4 doslo disledkem vypadnuti
hadi¢ky zkadinky s promyvacim roztokem k vyschnuti kolony. Pokusili jsme se
o zachranu CYP vsadkovou eluci 25 mmol/dm® NaH,PO, s 400 mmol/dm® KCl a dialyzou
roztoku proti pufru PR7. Ziskany roztok CYP byl nanesen na novou kolonu
hydroxylapatitu a chromatografie byla zopakovana dle navodu. Ziskali jsme 400 nmol
CYP, ktery byl piili$ kontaminovany a proto byla tato vétev izolace ukonc¢ena a CYP nebyl
dale pouzivan.

Podle SDS-PAGE (Obr. 8 na strané 29) doslo na koloné hydroxylapatitu (la)
k ¢asteénému oddéleni ptitomnych proteind, jelikoz vsak toto oddéleni nebylo idealni,
byla misto chromatografie na dalsi kolon& hydroxylapatitu uvedené v ndvodu zopakovana
chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy CL6B (2). Pro vysokou miru kontaminace
jinymi proteiny na ni nebyly nanaseny spojené frakce z okoli vrcholu elu¢niho piku nybrz
méné kontaminované frakce s niZ$i absorbanci.

Pii chromatografii nedo$lo k oddéleni jednotlivych izoforem CYP vzhledem
k nizké kapacité kolony. Proto byla chromatografie zopakovana na vét$i, 150 ml kolong
DEAE-Sepharosy CL6B (3) a pti koncentraci Emulgenu E-911 0,1 %. V tomto uspofadani
dochazi k ¢aste¢nému nabohacovani obou izoforem (CYP 2B4 a CYP 1A2), i kdyz jejich
vzajemné oddéleni nebylo uplné. Abychom ziskali findlni preparat o dostate¢né Cistoté pro
sitovaci reakce, pouzili jsme postupné rechromatografie na hydroxylapatitovych
a DEAE-Sepharosovych kolonéach za popsanych podminek.

Timto postupem se podafilo izolovat CYP 2B4 s vytézkem 65 nmol (2,1 %)
z pocatecnich 3100 nmol vsech izoforem CYP pfitomnym v mikrosomalni frakci. Kromé
CYP 2B4 byl purifikaci také ziskan CYP 1A2 (celkové o latkovém mnozstvi 117 nmol).
Jelikoz déleni na kolonach DEAE-Sepharosy neprobihalo dostate¢né u¢inné, tak rovnéz
dvé nedostate¢né oddélené smési obou izoforem cCYP 2B4 a cCYP 1A2.

Idealniho déleni ionexovou chromatografii by bylo dosaZeno pii pH rovném
izoelektrickému bodu jedné z izoforem, tj. pfi pH 9,01, izoelektrickém bodu CYP 2B4
[28], nebo pii pH 9,41, izoelektrickém bodu CYP 1A2 [29]. Dana izoforma neni pfi tomto
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pH vibec zachycovana a vytékd zkolony prvni. DosaZzeni téchto pH je vSak
problematické.

Caste¢éného déleni obou izoforem je moZné dosahnout zménou koncentrace
detergentu. Pfi niZSich koncentracich (0,1 % E-911) dochazi ptedevsim k eluci CYP 2B4,
pfi vysSich koncentracich (0,4 % E-911) k eluci obou izoforem CYP. ZlepSeni déleni
izoforem 2B4 a 1A2 by mohlo byt také dosazeno pouzitim vétsi kolony DEAE-Sepharosy
CL6B ¢i jiné geometrie kolony.

Uéinn&jsiho déleni lze dosahnout také zménou chromatografického nosice.
Vhodnéj§i by byl kationtovy iontoméni¢ (napiiklad CM-Sepharosa), jelikoz pH pfi
chromatografii je niZ$i neZ je izoelektricky bod obou izoforem CYP, nesou tedy kladny
naboj a nejsou zachycovany na aniontovém iontoménici.

Kinetické studie aktivity CYP 2B4 byly pfinosné pro volbu vhodnych podminek
pro nasledné sitovaci reakce. Na jejich zakladé byl stanoven piedpoklddany pomér
cytochromtit CYP 2B4 a cyt b5 v reakéni smési. Kromé toho byl potvrzen inhibi¢ni vliv
vyss$i koncentrace cyt b5, ktery soutézi s NAPDH:CYP reduktasou o vazebné misto na
povrchu CYP, a tak neprobihda pienos prvniho elektronu reakéniho cyklu CYP.
V budoucnu je moZné optimalizovat také vliv koncentrace dalSich sloZek reakéni smési,
vliv reakéniho prostiedi a dal$ich reakénich podminek.

Vysledky fluorimetrickych méfeni na destiéce bez vzorku se drobné liSily jak
v Case, tak mezi riznymi méficimi pozicemi, coZ ukazuje na nepiesnost pouZzitého pfistroje
PerkinElmer LS 55, se kterou je tieba pfi interpretaci vysledkt pocitat. Pfesné méfeni doby
reakce mezi manualnim pfidanim NADPH-regenera¢niho systému jako donoru elektronti
reakce a vlozenim vzorki do pfistroje rovnéZ nebylo mozné, neni tedy vhodné porovnavat
vysledky mezi vice méfenimi.

Fluorescence vzorku obsahujiciho CYP 2B4, CPR a cyt b5 vpoméru 1:1:4
v ptitomnosti DLPC byla po pfidani NADPH-regenera¢niho systému niz$i neZ pfed jeho
pfidanim, coz pocetné vede k zaporné aktivité. K poklesu doslo pravdépodobné vinou
Spatného méfeni pfistroje a da se ofekavat, Ze skuteCna aktivita byla bud’ nulova nebo
velice nizka.

ObdrZené vysledky z MALDI-TOF jsou pouze piedbézné, jelikoZ je nutné je jesté
ovéfit dals§i hmotnostné-spektrometrickou metodou — MS/MS umoziiujici fragmentaci
vybraného prekurzoru, ktera poskytne sekvenéni informaci, nebo uréeni poméru m/z

s vysokou presnosti metodou FT-ICR.
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V roce 2006 publikovali Q. Gao et al. [16] podobny postup k charakterizaci
interakce CYP 2E1 s cyt b5 pomoci sit'ovaci reakce a hmotnostni analyzy. Uvadéji vznik
dvou intermolekuldrnich vazeb mezi obéma proteiny, ty se vSak neshoduji s nami zji§ténou
intermolekularni vazbou mezi CYP 2B4 a cyt bS. Vazebna mista CYP 2B4 a CYP 2EI se
bud’ vzajemné lisi, nebo dochazi k vazbé cyt b5 na dvé rozdilna mista (jedno zodpovédné
za pienos elektronu a druhé s dosud neznamou funkci).

Sitovaci reakce a nasledné urfeni vzniklych vazeb mezi proteiny pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF byla uspé$na experimentalni metoda a bylo by
mozné ji vyuzit ke zkoumani moznych zmén struktury ¢i interakce v pfitomnosti substratu
CYP 2B4 — diamantanu. Zopakovanim sitovaci reakce purifikovaného CYP 1A2 s cyt b5

by umoznilo srovnani vazebnych mist obou izoforem.
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6. ZAVER

Podatilo se izolovat a purifikovat cytochrom P450 2B4 v mnoZstvi 65 nmol.
Zaroven byla ziskana i ¢ista forma cytochromu P450 1A2 (117 nmol).

Optimaliza¢nimi pokusy byl ovéfen pozitivni vliv cytochromu b5 na aktivitu
cytochromu P450 2B4 a pro sitovaci reakci byl nalezen jejich nejvhodnéjsi pomér, tj. 1:1.

Za optimalizovanych podminek uspé€$né probéhla sitovaci reakce a hmotnostni
spektrometrii byla potvrzena sekvence obou proteini. Piedbézné byly rovnéz uréeny dvé
kovalentni vazby vytvofené sitovacim ¢inidlem — intramolekularni mezi

aminokyselinovymi zbytky 49K a 474E cytochromu P450 2B4 a intermolekuldrni mezi
aminokyselinovymi zbytky 192D cytochromu P450 2B4 a 18K cytochromu b5.
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7. SEZNAM ZKRATEK

A

a
ACN
APS
Asp
BCA
BIS
BSA

CBB
CCA

cCYP
CPR
CYP
cyt b5
cytc

DEAE
DLPC
DMSO
DTT
E-911
EDC
EDTANa,

ESI
FAD
FMN
FT-ICR

absorbance

aktivita enzymu [nmol substratu.min”.dm?.(mol enzymu)™']
acetonitril

persiran amonny

kyselina asparagova

bicinchoninova kyselina (z angl. bicinchoninic acid)
N,N-methylen-bis-akrylamid

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

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

kontaminovany cytochrom P450

NADPH:cytochrom P450 reduktasa

cytochrom P450

cytochrom b5

cytochrom c

dalton

diethylaminoethyl

dilauroylfosfatidylcholin

dimethylsulfoxid

dithiotreitol

emulgen-911

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-karbodiimid hydrochlorid
disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové

molarni absorp¢ni koeficient (dm*.mol™.cm™)

ionizace elektrosprejem (z angl. electrospray ionization)
flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

iontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci (z angl. Fourier

transformation — ion cyclotron resonance)
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Glu
HAP
]

Lys
A

MALDI-TOF

MFO
MS

NADH
NADPH
NMR

pH

PMSF

rpm

SDS
SDS-PAGE

TEMED
TOF
Tris

uv

viv

VIS

w/v

kyselina glutamova

hydroxylapatit

opticka draha paprsku v kyveté

lysin

vlnova délka (nm)

desorpce a ionizace laserem za asistence matrice — méfeni doby letu (z angl.
matrix assistedlaser desorption/ionization — time of flight)

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

pomér hmotnost/naboj

latkové mnoZstvi (mol)

nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

jaderna magneticka rezonance (z angl. nuclear magnetic resonance)

zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationtt
fenylmethylsulfonylfluorid

otac¢ky za minutu (z angl. rotates per minute)

dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulfate)

elektroforéza v prostfedi dodecylsulfatu sodného na polyakrylamidovém
gelu (z angl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electroforesis)

¢as (min)

N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin

viz MALDI-TOF

tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové spektrum (vinéni o vinové délce krat$i nez 400 nm; z angl.
ultraviolet)

objem (dm3 )

pomér objem/objem

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

pomér hmotnost/objem

4]
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