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Abstrakt

s

Cytochromy P450 pt#t mezi jedny z nejilezit¢jSich enzynd podilejicich se na
biotransformaci cizorodych latek v organismu. Jsmuasti tzv. moooxygenasového
systému, ve kterém interaguji s dalSimi enzymy -DIRA:cytochrom P450 reduktasou a
cytochromem & Vzajemné interakce enzyimnv mooxygenasoveém systému nejsou zcela
rozieSeny. K objasini moznych protein-proteinovych interakci a jejditsledki by mohla
prispet technika kovalentniho tkivani. Jednou z moznosti realizace tohoto &anje
vyuziti fotoaktivovatelného cytochromu P450, ktdry po expozici UV zé&eni vytvdil
kovalentni komplex se sloZkami monooxygenasovéktésy, s nimiZ je v kontaktu. Tato
prace se proto zabyva vypracovanim optimalnich poéknpro produkci rekombinantniho
cytochromu P450 2B4 scilem ziskat poznatky prodpkoi fotoaktivovatelného
cytochromu P450 s inkorporovanymi aminokyselinamifotomethioninem a L-
fotoleucinem. V provedenych experimentech byl chtom P450 2B4 exprimovan ve
dvou kmeneclEscherichia coli,C41 (DE3) a BL21 (DE3) Gold, a ve dvou kultiwéch
nadobach, skleémé Erlenmayeray baice a plastové Fernbachowaice. V phibehu
exprese byla #fena opticka denzita bakteridlni suspenze (absoebaic600 nm) a
koncentrace cytochromu P450. Byla vypracovana nikdodstanoveni koncentrace
cytochromu P450 fiimo v bakterialni biice. Exprimovany cytochrom P450 byl
solubilizovan a nasledrzjistn jeho specificky obsah v solubilizatu. Z porovnérprese

v jednotlivych kmenectEscherichia colivzhledem k testovanym usg@alanim kultivace
byly navrzeny optimalni podminky pro produkci rekmnmantniho cytochromu P450 2B4.
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Abstract

The cytochromes P450 are among the most importaainges involved in the
biotransformation of xenobiotics in the body. Thag part of the moooxygenase system
that interact with other enzymes - NADPH: cytocheoP450 reductase and cytochrome
b5. Mutual interaction of enzymes in mooxygenasstesy are not completely solved.
Covalent crosslinking technique could contributectarify the possible protein-protein
interactions and their consequences. One of thsiljesrealization of this plan is to use
photoactivatable cytochrome P450, which after expo$o UV radiation created covalent
complex with components of monooxygenase systenth wihich it is in contact.
Therefore, this paper focuses on developing opticmadditions for the production of
recombinant cytochrome P450 2B4 in order to gaiowkadge for the production of
photoactivatable cytochrome P450 with incorporaedno acids L-photomethionine and
L-photoleucine. In experiments was cytochrome P2B@ expressed in two strains of
Escherichia coli C41 (DE3) and BL21 (DE3) Gold, and two cultur@asits, glass
Erlenmeyer flask and plastic Fernbach flask. Durexgpression optical density of the
bacterial suspension (absorbation at 600 nm) andertration of cytochrome P450 were
measured. Methodology of measuring the conceatratif cytochrome P450 in the
bacterial cell has been developed. Expressed ayiowh P450 was solubilized and
subsequently found its specific content in solahiiéd solution. Optimal conditions for
production of recombinant cytochrome P450 2B4 hbhgen proposed on the basis of
comparison of the bacterial expression in diffei@ritivation arrangements.
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1 UVOD

S moderni rychle se vyvijejici technikou se kolefis neustale zvySuje vyskyt cizorodych
latek neboli xenobiotik, které negativpisobi na organismy. Jako xenobiotika se ¢ajia
latky, které se v organismu normélnevyskytuji a nejsou nutné pro jeho zdravy vyvoj a

ani pro & neslouzi jako zdroj energie [1].

Po vstupu cizorodé latky do organismu dochazi k jgktebani do krve a distribuci
v organismu. Aby mohlo byt xenobiotikum&a odstrasino, musi byt nejprverpménéno
na latku lépe vylotitelnou z organismu, latku polégi. Tento proces se nazyva
biotransformace a ma &whlavni faze. Prvni faze zahrnuje chemické pochgako jsou
nagiklad oxidace postrannihdettzce, deaminace, tvorba epokidN-hydroxylace,
redukceci hydrolytické reakce, které modifikuji cizorodétlg tak, aby byly schopné
konjugace s aminy, kyselinami a alkoholy [1]. Juhign& konjugace je druhou fazi

biotransformace.

NejvétsSi skupinou enzyih biotransformujicich cizorodé latky jsou enzymy a@vané
jako oxygenasy. Tyto enzymy pro svoji aktivitu figdiuji molekulu kysliku aiftomnost
kofaktoru, ktery jej aktivuje. Jako kofaktory slauagiklad grechodné kovy, néastji Fe
ve formeé hemu, nebo flaviny [2].

1.1 MFO systém

Mriviw s

monooxygenasy (oxidasy) se smiSenou funkci (MF@gt.a,mixed function oxidases"),
v nichz jako terminalni oxidasa funguje hemovy enzgytochrom P450 [3]. Tento
enzymovy systém katalyzuje inkorporaci jednoho atokysliku do hydrofobniho
substratu, zatimco druhy atom kysliku je redukomanvodu [2]. Sklada se zkolika
enzymi — cytochromu P450, NADPH:cytochrom P450 redukt&sgra slouzi jako &i¢
elektronoveého paru, cytochromy @ NADH:cytochrom breduktasy. Cely MFO systém je
umisgény v membras, predevsim v membr&nhladkého endoplasmatického retikula (viz

obr. 1, strana 8).

1.1.1 Cytochrom P450

V roce 1958 wdci Klingenberg [4] a Garfinkel [5] objevili novy ikrosomalni pigment,

ktery vaze oxid uhelnaty po redukci redokm ¢inidlem.
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Obr. 1: Teoretické uspdaadani slozek MFO systémuPrevzato z [6]

O rekolik let pozdji v roce 1962 Omura a Sato zjistili, ze tento kdexpvykazuje pi
vazlk® s oxidem uhelnatym specifické absorp maximum ve 450 nm a pojmenovali ho
cytochrom P450 [7]. Dva roky poté se ptiltaizolovat cytochrom P450 z krélch jater

[8].

Dnes jiz zname vice nez 2000 cytochtioR%150 rozédlenych do 265 odliSnych rodin podle
homologie jejich primarnich struktur [9, 14]. Odkwo 1991 se cytochromy oz&gi
zkratkou CYP, za niZz nasleduje arabsiglice oznaujici rodinu, poté pismenoékici
rodiny do podrodin a nakonec faolovécislo konkrétniho cytochromu (napCYP 2B4)
[10].

Cytochromy P450 jsou vorganismu zodgdwe FedevSim za reakce 1. faze
biotransformace chemickych latek. Katalyzuji oxiuia peroxidéni a redukni reakce
z&llereéné do metabolické transformaceile environmentélnich chemikalii, ale i latek
piirodnich ¢i endogennich [3]. Cytochrom P450 se tedy vyznamméwu podili na
detoxikaci, ale u &kterych latek nmiZe dochazet naopak k jejich bioaktivaci, kdy

intermediat vzniklyinnosti CYP niZe byt vice toxicky nebo karcinogenni [11].

Schopnost vSech cytochranP450 aktivovat molekularni kyslik souvisi seigpbem,
jakym je hem (protoporfyrin 1X) vazan na apoprotefRrotoporfyrin IX se k proteinové

casti vaze jednak hydrofobnjednak prosednictvim thiolatové siry cysteinu, ktery je



piitomny v aktivnim centru. Tento typ vazby umage porfyrinovému skeletu
zprostedkovat pesun elektronové hustoty ke kysliku [10].

Eukaryotické CYP obsahuji obvykle 480 — 560 amirsatiynovych zbytk [9] a relativni
molekulové hmotnosti se pohybuji okolo hodnoty B0 (2]. Z krystalovych struktur,
které jiz byly uftady cytochromi rozreSeny, vyplyva, Ze c¢holiv totoznost primarni
struktury je nejvice 20 %, sekundarni a terciamiksury jsou vysoce konzervovany (obr.
2) [9].

Obr. 2: Cytochrom P450 2B4 Prevzato z [12].

1.1.1.1 Reakeéni cyklus cytochromu P450

Cytochrom P450 spolugobi s dals$im enzymem lokalizovanym v membran
cytoplazmatického retikula — NADPH:cytochrom P45@duktasou. Obecny qgsch

monooxygenasoveé reakce katalyzované cytochromer Ré5/yjadit sumarni rovnici:



RH + NAD(P)H + 0, + H* - ROH + H,0 + NAD(P)*

kde RH je substrat a ROH hydrolyzovany produkt ceakReakni cyklus probih&a
uspdadanym mechanismem a sklada se z atespmi kroki [2]. Schéma reainiho cyklu

je uvedeno na obr. 3, strana 11.

Reakce zé&naji prenosem elektran z NADPH buw na NADPH:cytochrom P450
reduktasu v endoplazmatickém retikulu nebo na dexin reduktasu a nehemovy Fe-S
protein v mitochondriich, a poté na vlastni cytachy P450. Redukovany cytochrom
P450 pak aktivuje molekulu kysliku, z niz jedennat¢e inkorporovan do molekuly

substratu a druhy t¥bmolekulu vody [14].

Hemovy atom Zeleza je v klidovém stavu ve ferrinfor(F€’) a je hexakoordinovan
(nizkospinovy stav). Sestd valence je obsazenaikieysl vody nebo inertnim
(aminokyselinovym) ligandeml.. Poté, co se do aktivhiho mista navaze subd®id), (
dojde k greruSeni vazby Sestého ligandu atomu Zeleza, kiestaze pentakoordinovany
(ve vysokospinovém stavu). Zardvdochazi ke konfornéai zmené v molekule enzymu,
coz se projevi zemou spektralnich vlastnosti (posunem ab&uitpp pasu hemu)ll().
Navazani substratu umozni jednoelektronovou redukgiochromu P450 interakci
s NADPH:cytochrom P450 reduktazatim? se ferri forma (Fé) redukuje na F& (ferro
forma), ale atom Zelezaigtava stale pentakoordinovan (ve vysokospinovénuktd ato
forma enzymu je schopna vazat molekularni kyslikon@iné ligandy, naipklad oxid
uhelnaty (1., V.). Navazanim molekuly kysliku se vytiioternarni ferri-superoxidovy
komplex, kde se atom Zelezagbplostava do nizkospinového stavu a je hexakoovdimo
(IV.). Takto vznikly komplex neni stabilni a je dalelukovan NADPH:cytochrom P450
reduktasou,cimz se aktivuje kyslik na peroxidovy anioWl.(). Po druhé redukci je
komplex cytochromu P450 jiz zcela aktivovanou founwe které dochazi keégeni
vazby O-O, pcemzZ jeden atom kysliku je redukovan na vodu, zatithwhy Zistava
vazan na hem ve formferrioxenoveho komplexuV(l.). Tento komplex je stabilizovan

mezomernim posunem elektronu z thiolatové siryysiik

Vznikajici reaktivni kyslikovy radikal je schopnytvhnout vodikovy atom z molekuly
vhodného substratu za vzniku radikalu substratydadxyloveho radikalu vazaného na Fe
hemu. Nasledh dochazi k rekombinaci radikal uvolnini hydroxylovaného substratu

(ROH) a vzniku nativni formy enzymu [2].
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Obr. 3: Schéma reakniho cyklu cytochromu P450. Prevzato a upraveno z [13].
R-H — substrat, R-OH — hydrolyzovany produkt, XOGHberoxyslodenina (alternativni
donor kysliku), Fe — atom hemového Zeleza enzymu.

1.1.2 Interakce CYP 2B4 s reaknimi partnery

NejdalezitejSimi reaknimi partnery cytochromu P450 jsou NADPH:cytochrdtd50
reduktasa a cytochroms.bJak cytochrom ) tak NADPH:cytochrom P450 reduktasa
piedavaji elektrony na cytochrom P450 a mohou s njtwaket binarni nebo ternérni
komplexy [16]. Cytochrom $ zarovéd miZze inhibovat, stimulovat nebo ibec

neovliviiovat katalytickou aktivitu cytochromu P450 [15].

Poznani spravného uspdani MFO systému je velmiilgzité pro odhaleni vzajemnych
interakci mezi jeho jednotlivymi slozkami. Pro stud MFO systému jeréba gipravit
jednotlivé komponenty celého systému. Cytochromy(P4 jejich reduktazy se uzoluji
piimo ze tk&ni experimentélnich g, nebo se rekombinartexprimuji v bakterialnich
systémech. Rekombinantni exprese je vyuzivana pejmpep ¥étSi variabilitu manipulaci,
jelikozZ je mozné exprimované proteiny snadno médifat a nasledhpak zji§ovat jejich

vliv na fungovéani a interakce MFO systému. Jednoonadifikaci je zamina ugitych

11



aminokyselin za jejich poz&énéné analogy. Tato prace se zabyva optimalizaci erjchk
podminek pro naslednou vymu dvou aminokyselin, L-methioninu a L-leucinu, jeach

fotolabilni analogy (viz kap. 1.4).

1.2 Bakterialni exprese

Bakterie jsou hoj&vyuzivany pro expresi heterolognich proteiNejpouzivanjsi hostitel
pro produkci heterolognich protéine gram-negativni bakteri&scherichia coli jejiz

genetika je velice ddb prozkoumana.

Bakterie maji mnoho vyhod, pro které jsou vyuZiv@ako vhodny expresni systém. Mezi
tyto vyhody bezesporu gatehkd manipulace s bakteridlnim genomem itismakladné
prostedky na kultivaci a rychla schopnost reprodukcepridtatomu jejich velké nevyhody
jsou — nepitomnost posttranstaich modifikaci (glykosylace, fosforylace atd.)eié jsou

u mnoha eukaryotickych proté&invelice dilezité, tvorba inkluznich ¢tisek nebo
precipitace produkovanych protéifiL7].

Jako expresni vektor (molekula DNA schopngnmut cizorodou DNA) je neépstji
vyuzivan bakterialni plasmid, kratka kruhova molekiDNA. Obsahuje jedinma
klonovaci mista, jez jsou cilem restmikich endonukleas. Do klonovacich mist se poté

za&lenuje cizoroda DNA, ¥tSinou gen pro poZzadovany protein [18].

Expresni vektor se do bakterialniiby vpravuje procesem zvanym transformace. Aby
byla transformace 0sgpna, je pdtba pouzit biky, které jsou kompetentni, schopné
piijmout cizi DNA, coz vyZzaduje dité genetické vlastnosti zamjici tvorbu propustné
burg¢né sény. Buika gijima plasmid pi buné¢ném stresugehoz se p transformaci

vyuZziva — bakterie je vystavena tepelnému Sokupawvatym ionim [19].

1.2.1 Bakterialni zastoupeni kodoni p¥i proteosyntéze

Bakterie vyuZivaji i proteosyntéze odliSné kodony (triplety nukledtichRNA) nez
eukaryotické organismy a maji tedy jiné procentuamastoupeni molekul tRNA.
V dusledku toho mize v piibéhu proteosyntézy dojit k ¥grpani uéité tRNA a redukci
rastu hostitelské hiky, coz se mize projevit jako toxicka odp&d’ [20]. Vysledek takové
situace je zastaveni proteosyntézy, substituce akyselin nebo feskaeni ribosomu na
odliSny¢teci ramec (tzv. ,frameshifting”) [21]. Tato komidice se niize reSit bul’ cilenou

mutagenezi nebo séasnou expresi gérkodujicich chybjici tRNA. V sowasnosti jsou
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k dispozici optimalizované expresni vektory z kotnéch zdrofi, které zohletduji odliSné

kodonové zastoupeni v baktericich [21].

1.2.2 Slozeni expresniho vektoru

Expresni vektor, do kterého se vkladaji geny prdpkci pozadovanych protéinmusi
obsahovat:

« Promotor -  specifické misto pro navazani RNA  polymerazy
NejbeZnejSim promotorem vyuZivanymiipexpresi VE. coli je T7 promotor, na
néjz naseda T7 RNA polymerasa ziskana z T7 bakte@off22]. T7 RNA
polymerasa transkribujecikrat rychleji nez bzné bakterialni polymerase. coli
gen pro tuto polymerasuiipzere neobsahuje, proto se specificky vybiraji
geneticky upravené kmeny, které kopii genu pro dlymperasu maji. Tyto kmeny
se oznauji DE3 [7]. Produkce T7 RNA polymerasy je kontnedma lacUV5
promotorem. Tento promotor se aktivuje nehydrolygeinym analogem laktosy —
IPTG (isopropylp-D-thigalaktopyranosid) [23].

* Regulani sekvence- sekvence pro nasedani reguiah proteir, represar a
aktivatofi. Represory zastavuji transkripci gepo nasednuti na DNA, aktivatory
navozuji transkripci ggnnavazanim na DNA [25].

» ,Shine-Dalgarnova sekvence™ sekvence komplementarni s 3"~ koncem 16S
ribosomalni RNA nésledovana ini¢rdm kodonem, kterym je&tSinou AUG [24]

» Pocétek replikace- tzv. ,origin of replication“. Pro uggnou transkripci musi byt
plasmid nejprve replikovan. Obvykle je pro exprnestadovan vysoky get kopii
plasmidu, WE.coli se péet pohybuje mezi 20 a 40 kopiemi naiku [23].

* Terminator— sekvence ukauijici translaci

Do expresnich vektérse tSinou @ridavaji rekteré dalSi sekvence pro proteiny davajici
bunkam ugitou selekni vyhodu. Nejbzngji piridavanym je gen pr@-laktamasu, enzym
schopny &ipit B-laktamovy kruh skterych antibiotik,¢cimz buika ziska rezistenci na tyto
antibiotika a je schopna zit v mediu, které ho bhga Tento zfisob funguje jako selehi

marker, kdy pi ztra€ plasmidu biika v prostedi antibiotika nejezije.

Pfimo k sekvenci exprimovaného heterologniho protsiauakéiasto pidavaji takzvané
JLagy”, tedy sekvence kodujici proteiny nebo peptidiky kterym nizeme nafiklad

zvySit rozpustnost proteinu nebo usnadit jeho miwla purifikaci. Hoj® pouzivanym
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~tagem“ usnadujicim purifikaci je hexahistidine (hjs ktery se vaze na nikelnaté nebo
kobaltnaté ionty $ afinitni chromatografii [23].

1.2.3 Produkce membranovych proteini

Exprese membranovych prot@ife uujicim krokem pro jejich strukturalni a fudrd
studie. BakterieEscherichia colije ¢asto vyuZivand, ckoliv pro produkci eukaryotnich
membranovych proteinneni zcela vhodn&. coli uprednosiiuje expresi prokaryotnich

membranovych proteinpred eukaryotnimi [26].

Mezi k&Zr¢ vyuzZivané kmenyE. coli pati BL21 (DE3), ktery obsahuje T7 RNA
polymerasu, ktera je schopna rychlejsi transkripogiky tomu bitka obsahuje vice kopii
expresniho vektoru.iBstoZze mnoho rozpustnych proteibylo v tomto kmenu us3ns

exprimovano, u membranovych proteitasto nebylo dosazeno dostatého mnoZzstvi,

protoZe exprimovany protein byl proiku ve vy§Sim mnoZstvi toxicky [27,28].

Z kmene BL21 (DE3) byl ied vice nez 10 lety v laborgtdohna Walkera izolovany dva
mutantni kmeny, C41 (DE3) a C43 (DE3), které bythiapné exprimovat membranové
proteiny bez toho, aniz by to n& mélo toxické &inky [28].

1.3 Fotochemické Fistupy

Jedny z mnoha moznychfigptupi ke studiu struktury biomolekul jsou metody
fotochemické. Biomolekula fize byt studovana metodou fotoafinitniho &srd nebo
pomoci fotoaktivovatelného proteinu, ktery ma ingamované fotolabilni aminokyseliny.
Metoda fotoafinitniho zn#ni vychazi ziirozené afinity mezi ligandem (n&ap
substratem) a receptorem (hapnzymem). Molekula jednoho z vazebnych paftrjer
substituovana skupinou, kterd po aktivadgerdm vhodné vinové délky vytyiokovalentni
komplex s druhym vazebnym partnerem [29ji2dme tuto metodu vyuzit jak ke studiu

aktivniho centra biomolekuly, tak nidklad ke studiu topologie membranovych protein

Idealni fotoafinitni sonda by &a sphovat rékolik kritérii [29]:
1. Swtelna aktivace fotolabilni skupiny by & probihat fi ozarovani vhodnymi
vinovymi délkami, které zavaZmeposkozuji biomolekuly. Relatigrbezpéné je

swtlo vinovych délek vysSich nez 300 nm.

2. Sonda by rdla byt co moZzna nejvice podobnédvpdni slogenirg.
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3. Inermediaty vznikajici fotolyzou sondy byém byt vysoce reaktivni, minimatn
selektivni a nerdly by podléhat fesmykim na mén reaktivni derivaty.

4. Sonda by rla byt stabilni a chemicky inertni v experimenténpodminkach aip
skladovani.

5. Fotolabilni slodenina by ndla byt jednoduSe synteticky dostupna.

6. Kovalentni vazby vznikajici po fotoaktivaci byép byt stabilni @i pouZiti

béZnych sepakaich a charakterizaich metod.

Zadna fotoafinitni sonda nesipje v3echna kritéria. &Sinou je nutné iistoupit ke

kompromisu, ktery vyhovuje zamySlenému pouZiti.

1.3.1 Inkorporace fotolabilnich aminokyselin do cytochronu P450

Jak jiz bylo zmigno, proteiri, které obsahuji fotoaktivovatelné aminokyselireg Vyuzit
ke studiu protein-proteinovych interakci. Pomodio&ktivovatelného cytochromu P450
muzeme studovat furtki komplexy MFO systému vznikajicéfblermm monooxygenasové

reakce.

Zabudovani modifikovanych aminokyselin do protejsou u eukaryotnich bk velmi
vzacné a nelze je prov&dbez modifikace transtaiho aparatu [30]. Proto se inkorporace
modifikovanych aminokyselin omezuje pouze na bakter je zaloZzend na miréné
nespecifi¢ methionin-tRNA synthetasy (MetRS) [31]iiRexpresi fotoaktivovatelného
proteinu v prokaryotické hice tedy neniieba Uprava tRNA ani tRNA synthetagghoz
se vyuziva k inkorporaci fotolabilnich aminokyselanalog leucinu a methioninu [31].
Fotolabilni aminokyseliny, L-foto-leucin a L-fotoethionin (obr. 4, strana 16), obsahuji
diazirinovy kruh, ktery se po aktivaci UV igim zngni na velmi reaktivni karben, ktery

poté reaguje s nejblizSi molekulou.

»Cross-linky* vznikajici fotoaktivaci je pak moznéale analyzovat ndp hmotnostni

spektrometrii a zjistit tak orientaci zZfemého proteinuii jeho reaknim partneiim.
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Obr. 4: Struktury fotolabilnich aminokyselin. Prevzato a upraveno z [32].

Aby se pgedchazelo kompetici mezifippzenymi a fotolabilnimi aminokyselinami, musi
byt pi produkci fotoaktivovatelného proteinu pouzito .tzlimitni medium, které
neobsahuje L-methionin a L-leucin. Nedostatahto dvou esencialnich aminokyselin méa
bohuZel za nasledek fakt, Ze dochazi k redukciypigzy proteif [31].
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2 CILPRACE

Cilem pgedkladané prace bylo vypracovat optimalni protokob expresi kradiiho
cytochromu P450 2B4, ktery bude dale vyuZitelny pmxpresi fotoaktivovatelného
cytochromu P450 jako sondy pro studium proteinovigitdrrakci v MFO systému.

Pro splrni tohoto cile bylo zaptbi:

» vyhledat vhodny produi bakterialni kmen

» optimalizovat produkni podminky

» vypracovat metodiku stanoveni cytochromu P486hp v bakterialni biice

* navrhnout a o¥fit postup izolace cytochromu P450 2B4 z bakterddriurgk
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzity material a

Duchefa Biochemie, Holandsko
Fermentas, Kanada

Fluka, Svycarsko

Lachema Brno/Lachne€R

Linde,CR

Lucigen, USA

Millipore corp., USA
Reanal Budap&SMad’arsko
Roche Diagnostic, &inecko

Serva, Nmecko

Sigma, USA

chemikalie

Carbenicilin disodidmpicilin sodium

SpectraTM Multicolor Broad RaRgetein Ladder —
barevny standard pro metodu ,western blotting*;
Page Ruler Unstained Broad Range Protein Ladder —
standard pro elektroforézu

akrylamid;  dodecylsulfat sodny $D 2-
merkaprotethanol; N,N-methylen-bisakrylamid (BIS);
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
KH,PO,; EDTAN& (Chelaton 3); glycerol; ethanol;
methanol; kyselina octova; NaHGON&COs; vinan
sodny; NaS,04; bromfenolova mok NgHPO,.10
H.O; NaHPO,.2 HO; NaOH; KOH; NaCl; persiran
amonny
dusik (g); oxid uhdiity ()

bakterialni kmen Escherichia coli GBE3)
nitrocelulosova membrana
glycin
Complete mini protease inhibitor — tablety
proteazovych inhibitar
Yeast extract SERVABACTER powder; Tryptonmniro
casein pancreatic; Lysozyme from chicken egg white;
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB); N, N, N, N’"-
tetramethylendiamin (TEMED)); triton X-100

Luria agar; isopropgHD-galaktopyranosid (IPTG);
cholat sodny; Anti-Chicken IgY (IgG) (whole
molecule) — Alkaline Phosphatase, antibody produced
in rabbit — sekundarni protilatka s navazanou alkal
fosfatdizou; BCIB/NBT  Alkaline  Phosphatase
Substrate — tablety se substrdtem pro alkalickou
fosfatazu; Tergitol NP-10
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Stratagene, USA bakterialni kmEscherichia colBL21 (DE3) Gold
Whatman, USA chromatograficky pagiB, nitrocelul6zova membrana

DalSi material:
» Plasmid pLWO01 s genem pro kkdlicytochrom P450 2B4 byl darovan Prof. Lucy
Waskel z University od Michigan
» Standard cytochromu P450 2B4 byigraveny Monikou Koberovou
» Slepti protilatka proti CYP2B4 byla izolovana Prof. Retr Hodkem

3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy 40 SM-200A (Pesa), HM-200 (A&D Ingtents LTD)
Predvazky 440-35-N (Kern), EW 600-2M (Kern)
Centrifugy OPTIMA LE-80K (Beckman), Eppendorf 5411

(Eppendorf), K70D (Janetzki), Hermle Z 383 K, stoln
minicentrifuga (Labnet), stolni minicentrifuga Gits (GmC
Lab)

Inkubatory IR 1500 Automatic COlncubator (Flow Laboratories),
ORBI-SAFE TS Netwise (Gallenkamp), G24

Environmental inkubator Shaker (New Brunswick

Scientific)

Vodni laze Julabo TW2 (Biotech)

Spektrofotometry SPEKOL 11 (Carl Zeis Jena), SPEDOQWIO0 (Carl Zeis
Jena)

Elektroforetick& aparatura Hoefer MIniVE verticd&rophoresis system (Amersham
Biosciences)

Zdroj pro elektroforézu EPS 301 Electrophoresis &a8upply (Amersham Pharma
Biotech)
WB aparatura Whatman Fastblot (Biometra)

Vakuova prosavaci aparatura Snap i.d. (Millipore)

Ultrazvukova sonda Sonoplus HD 3100 (Bandelin)
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Ctetka mikrotitrainich destiek ~ Sunrise (Tecan)
Stolni fepaky Yellow line OS2 basic (IKA), Minishaker (VWR)

Dalsi pH metr model 370 (Ati Orion), bezdotykovy hia
Gasprofi2 SCS (VLD-TEC), laminarni box BIO 126
(Labox), autoklav Varioklav 400 (H+P Labortechnik),
automatické pipety BIOHIT, homogenizator dle Patter

Elvehjema,

3.3 Metody
3.3.1 Analytické metody
3.3.1.1 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Tato metoda je zaloZena na principeiemi difereinich spekter vzorkcytochromu P450
redukovanych pomoci dithiafitanu sodného v komplexu s CO. (Omura, Sato, 1964,
Biol Chem)

Do plastové mikrozkumavky byl oditen vzorek a iedén fosfatovym pufrem (0,1 M
K/IPO4, 2% (viv) glycerol, pH 7,4) do celkového ohje 2 ml. Z tohoto vzorku bylo
odebrano 1,9 ml do jiné mikrozkumavky a &mu pidano 100ul roztoku dithiongitanu
sodného (16 mg/ml), aby vysledna koncentrace dittitanu sodného byla 0,8 mg/ml.
Poté byl roztok promichan pomoci automatické pietpzalen do dvou maskovanych
semimikro-kyvet o optické draze 1 cm. Na dvoupapvskn spektrofotometru Specord
M40 byla registrovana zakladni linie vrozmezi whpch délek 402 az 490 nm. Ze
vzorkoveé kyvety byl roztok fgveden do sklemé lahviéky uzawené gumovou zatkou se
zavedenou jehlou a injeki stikackou (viz obr. 5, strana 21) a probublan regulovanym

proudem CO pomoci injéki stikacky.

Celkovy objem nasatého CO byl 4 ml a roztok byléppbnechan jeStcca minutu pod
atmosférou CO. Nasledibyl vzorek ot pireveden do vzorkové kyvety a bylo pr&mno

diferertni spektrum v rozmezi 402 az 490 nm.

Koncentrace CO byla spidana dle nasledujiciho vzorce:

Ao — A

Caso = —22 90 . yedéni [umol.dm™3]
450 H : )
€450 " |
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kde A je absorbance ip vinové délce X nm,ess0 je molarni absokmi koeficient
cytochromu P450g¢so = 0,091umol-dm® cnit) al opticka dréha [cm.

[

Privod CO

A\

|\

Vzorek

Obr. 5: Pouzita aparatura na probublani CO vzorkema) fotografie aparatury; b)
schématicky nakres

3.3.1.2 Stanoveni koncentrace proteii metodou BCA

Tato metoda je zaloZena na redukci katidtf* na CU postrannimi skupinamidkterych

aminokyselin v alkalickém prasidi. K barevné detekci &inych kationtt se vyuZiva
bicinchoninova kyselina (BCA), ktera je schopné&helatovat [33].

K tomuto stanoveni byla pouZzita souprava ,Percerdfilate BCA Protein Assay Kit —
Reducing Agent Compatible® obsahujici ,BCA Reagexit ,BCA Reagent B* a

~,Ccompatibility Reagent Solution“, v niz byl ,BCA Rgent A" nahrazen laborat@rn

piipravenym roztokem [34].

Nejprve byly roztoky vzork naediny petkrat, desetkrat a dvacetkrat. Poté bylo do
jednotlivych jamek mikrotitréni desttky pipetovano 9ul vody, standardl BSA nebo
vzorki dle gredem pipraveného schématu. Standardy BSA o koncentrdit®s; 0,25;
0,5; 0,75; 1; 1,5 mg.ritlbyly pipetovany v ,dubletech®, vzorky a voda viplletech®. Poté
byly do kazdé jamky idany 4 ul ,Compatibility Reagent Solution®, degka byla
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promichana na stolnifepaice po dobu cca 1 minuty a poté 15 minut inkuboy#&na7°C.
Mezitim bylo gipravenocinidlo A, 1 % roztok BCA, rozpu&him 0,1 g BCA v 10 ml
roztoku A (0,4 % NaOH; 0,95 % NaHGX2 % NaCO0s.H,0; 0,16 % vinan sodny; pH
11,5). K 10 mkinidla A bylo gridano 200ul ,BCA Reagent B“, promichano a do kazdé
jamky desitky bylo pipetovano 26Ql. Poté byla destka ot promichdna po dobu cca 1
minuty a inkubovana 30 minutip37°C. Po vyjmuti z inkubatoru byla de#@ nechana
piiblizné 5 minut za laboratorni teploty zchladnout a poyo ke stanoveni protein

pouzito elektronickétecky mikrotitratnich destiek za pomoci programu Kim.
3.3.2 Priprava rekombinantniho cytochromu P450 2B4

3.3.2.1 Transformace plazmidu pLWO01

Kompetentni bitky Escherichia coliC41 (DE3) aEscherichia coliBL21 (DE3) Gold
piipravené metodou chloridu vapenatého byly rozmnazeponechany na ledu. Diyi
ptipravenych mikrozkumavek bylo napipetovano po 100suspenze kompetenentich
burgk, vzdy jedna mikrozkumavka pro transformaci a pegako kontrola. Ke kmenu
BL21 (DE3) Gold byl pidan 1pul plasmidu pLWO1 (gna = 0,080ug/ul), ke kmenu C41
(DE3) bylo gidani 0,7ul téhoz plasmidu. Poté byly mikrozkumavky nechae§gj pil
hodiny na ledu. Nasledrbyly buiky vystaveny tepl@t 42°C po dobu 45 sekund (tepelny
Sok) a poté ponechany 2 minuty na ledu. Do kazdéankumavky bylo fidano 300ul
sterilniho chlazeného LB media. Vzorky byly potépany 1 hodinuip 37°C. Mezitim
byly pfipraveny 4 agarové plotny s obsahem ampicilinu g@enl*. Po uplynuti 1 hodiny

byly suspenze buk rozeteny hokejkou na agaru a plotny nechany ve 3#%S poc.

3.3.2.2 ,,Overnight* kultura

Z obou agarovych ploten byla sterilnim paratkemictaputa osamocena kolonie a paratko
pieneseno do nadobky typu Falcon s 10 ml TB medékbbsahovalo ampicilin o
koncentraci 10Qug.ml*. Zavickované nadobky s migmpovolenym vikem byly fes noc
ttepany pi 37°C. Druhy den bylo 5 ml ,,overnight* kulturyigmeseno do 500 mi
vytemperovaného (37°C) sterilniho TB media, ktdyéatmovalo karbenicilin o koncentraci
100pg.ml?, a nechanaepat gi 30°C a 220 rpm.
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3.3.2.3 Produkce cytochromu P450 2B4

Po dosazeni optické denzityi 800 nm (= absorbance suspenzeg®0 nm) giblizné 4

bylo k bakterialni suspenzi nejprvéigano 500ul 0,5 M 3-ALA, promichano a teprve poté
byla produkce cytochromu indukovan&idanim 350ul 1M IPTG. Nasleda byla kultura
nechanaiepat i 23°C a 140 rpm po dobu 96 hodin. \Mip¢hu tepani byly odebirany
vzorky po 6 hodinach pro &eni optické denzityip 600 nm a stanoveni cytochromu P450
ve formé CO-redukovaného komplexu. Po uplynuti 96 hodiny Bydkterialni suspenze
centrifugovany 20 minut ip cca 3000 rpm. Peleta byla resuspendovana v 20 ml

fosfatového pufru s 20 % (v/v) glycerolem a zmraZea -80°C.
3.3.3 Elektroforetické metody

3.3.3.1 SDS elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Pouzivané roztoky:

Pufr A 0,375 M Tris-HCI; 0,1 % (w/v) SDS; pH 8,8

Polymerani roztok A 30 % (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) BISpufru A

Pufr B 0,125 M Tris-HCI; 0,1 % (w/v) SDS; 0,0006 Btomfenolova
mod; pH 6,8

Polymer&ni roztok B 30 % (w/v) akrylamid; 0,8 % (w/v) BlSpufru B

Vzorkovy pufr 0,025 M Tris-HCI; 8 % (w/v) SDS; 40 %a/v) glycerol; 20 %
(v/v) merkaptoethanol; 0,004 % (w/v) bromfenolovéad pH
6,8

Elektrodovy pufr 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycif;1 % SDS; pH 8,3

Barvici lazé 0,25 % (w/v) Comassie Briliant Blue R-250; 46 %vjwethanol;
9,2 % (v/v) kyselina octova

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

10 % separai gel 5 ml pufru A; 2,5 ml polymet¢aiho roztoku A; 7,511 TEMED;

75 ul persiranu amonného (100 mgl
3 % zaosbvaci gel 2,25 ml pufru B; 25@l polymer&niho roztoku B; 2,5ul
TEMED; 50yl persiranu amonného (100 mgl

Tato elektroforetickd metoda byla pro¢ad podle postupu popsaného iw@dni praci
Laemmliho [35].
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Uvedené postupy jsou pro jeden polyakrylamidovy, g#i pripraw vice geli bylo

postupovano analogicky.

Dvé elektroforeticka skla o rozénech 10x10 cm byla @gévé umyta, otena ethanolem a
vloZzena do elektroforetické aparatury, kde bylaygeima drzaky. Byl fipraven 10 %
separéni gel smichanim polymemiho roztoku A, pufru A, TEMED a persiranu
amonného. Okam&itpo gidani persiranu byl roztok nalit mezi skla a opafevrstven
destilovanou vodou, aby gel zpolymeroval vodokowo ztuhnuti gelu byla voda odlita a
jeji zbytky odsaty pomoci filtkaiho papiru. Nasle@nbyl piipraven 3 % zaosbvaci gel
smichanim polymetaiho roztoku B, pufru B, TEMED a persiranu amonndbkamzit
po pidani persiranu byl roztok navrstven na sef@ragel a vioZzen 15-jamkovy nebo
10-jamkovy tieben pro vytvieni jamek pro vzorky. Po zpolymerovani zémshciho gelu

byl hteben vyjmut a horni elektrodovy prostor byl n&plelektrodovym pufrem.

Vzorky pro srovnani produkce cytochromu P450 2B Imarediny destilovanou vodou
na @iblizné stejny paéet burgk a doplny na 45ul destilovanou vodou. Do vSech vzérk
bylo pridano 15ul ¢tyfikrat koncentrovaného vzorkového pufru a vzorkyylybvaeny 5
minut na vodni lazni. Po pokeni byly vzorky kratce centrifugovany na stolni
minicentrifuze. Do jamek zadslvaciho gelu bylo nanaSeno 1b takto pipravenych
vzorki pomoci mikrogtikacky.

Vzorky pro porovnani d&innosti solubilizace byly rfedny na stejnou koncentraci,
piiblizné 5 mg/ml. Bylo gipraveno 30ul kazdého vzorku, ke kterym bylaigano 10ul
¢tyiikrat koncentrovaného vzorkového pufru. Naskebtgly vzorky 5 minut poviEeny na
vodni lazni a kratce centrifugovany na stolni manicifuze. Do jamek zadsivaciho gelu

bylo nanaseno 10l vzorku pomoci mikrostkacky.

Sklergené desky s gely a s nanesenymi vzorky byigngstny do elektroforetické vany,
kterd obsahovala spodni elektrodovy pufr. Po terdv celé aparatury probihala
elektroforéza nejprve 30 minutiphapsti 80 V, které bylo naslednzvySeno na 150 V.
Ukonceni elektroforézy bylo provedeno, kdyéelo obsahujici bromfenolovou miod
doséahlo ke spodnimu okraji separéno gelu. Skla byla z aparatury vyjmuta, zéms&ici
gel byl odstradn a separi gel byl genesen do barvici laZnkde se za stalého michani
barvil priblizné hodinu. Poté byl gelipnesen do odbarvovaci |&za ponechan odbarvovat
pies noc. V pipadt nelplného odbarveni byla druhy den odbarvovaehlagménéna.
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3.3.3.2 Metoda ,,Western blotting*

Prenosovy pufr 0,025 M Tris; 0,192 M glycin; pH 8,3

PBS Triton X-100 0,134 NaCl; 1 mM NaP0,.2H,0; 1,8 mM NaHPQO,.10H,0;
0,3 % (w/v) Triton X-100; pH 7,2

Blokovaci roztok 5 % (w/v) suSené odtkiné mléko v PBS Triton X-100

Metodt ,,Western blotting“ fedchazi elektroforéza, po které se gel inkubdielipné 15

minut v @renosoveém pufru s 10 % methanolem.

Pti elektrogenosu byla pouzita nitrocelul6zova membrana, Kbgta opatri smaiena ve
vok a poté pemistna na ®kolik minut do grenosového pufru. Chromatografické papiry
(Whatman 3) ve velikosti odpovidajici gelu byly smoy v genosovém pufru. Do
aparatury pro elektr@pnos byly umigiy 3 vrstvy chromatografického papiru, membrana,
na ni pak gel a nakonec se v&elpylo ogt 3 vrstvami sm&eného chromatografického
papiru. Vrstvy byly opatgh uhlazeny val&kem pro odstrami péipadnych bublinek.
Elektrogrenos byl provéagh 40 minut pi proudové hustét3,5 mA na 1 crhmembrany.

Po skoweni byla membranarpmisténa do Petriho misky a ponechana za stalého michani
v blokovacim roztoku if@s noc v 6°C. Druhy den byl blokovaci roztok odlimembrana
byla ponechana inkubovat se specifickou primarepi&l protilatkou proti CYP2B4 (15
ug/ml) po dobu 2 hodin za stalého michatii lpboratorni teplat Poté byla membréana
oplachnuta PBS Triton X-100jgmistna do prosavaciho tiaeni SNAP a promytdikrat

15 ml PBS Triton X-100. Nasledrbyly na membranu navrstveny automatickou pipetou 2
ml sekundarni kr&li protilatky IgG proti slegii IgY s navdzanou alkalickou fosfatasou
(fedni: 1l sekundérni protilatky na 1,5 ml PBS Triton X-1@0)nkubovano 10 minutip
laboratorni teplat Nakonec byla membrana&gpromyta tikrat 15 ml PBS Triton X-100,
vyjmuta z prosavaciho #iaeni a vyvolana roztokem substratu pro alkalickosfatasu
(BCIP/NBT) — 1 tableta v 10 ml destilované vody.

3.3.4 Solubilizace cytochromu P450 2B4 z bakterialnich bugk

Peleta bakterialnich btk z konce produkce byla rozmrazena, centrifugo@neninut i
5000 RPM a od#lena od supernatantu. Z pelety byly odebrany 4 grdmomasy a
resuspendovany v 25 ml pufru (100 mM Tris-acetanN EDTA, 0,4 % (w/v) Tergitol
NP-10, 0,12 mg/ml DTT, pH 7,7), do kterého byly¥idany proteasové inhibitory
(,Complete mini“, 2 tablety na 50 ml pufru) a lysoz (8 mg na 50 ml pufru). Tato €m
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byla pgrelita do malych Erlenmayerovych k#&n(100 ml) a michana 1 hodinu na ledu pod
atmosférou N Smes byla gelita do zkumavky Falcon (50 ml), zmrazena na -2@®vu
rozmrazena a poté sonikovana 5 minut ve vodnimkatoru s ledem. Nasledrbyly
buiky za chlazeni ledem a pod atmosférguddsintegrovany pomocidgveho sonikatoru
se sondou KE 76 porenou ve vzorku (6 sonikaich cykii po 30 s, 5 minutové ochlazeni
po kazdém cyklu). Zbytky bwk a nerozruSené kikhy byly odstragny centrifugaci — 15
minut @i 5000 RPM. Na zakladstanoveni koncentrace protéin supernatantu metodou
BCA, byl supernatant si@dn na koncentraci 6 mg/ml pufrem (100 mM Tris-acetanM
EDTA, 0,4 % Tergitol NP-10 (w/v), 0,1 mg/ml DTT, pA,7) a ponechan v chlazené
mistnosti na ledu do druhého dne.

Nasled# byl do suspenze za stalého michatikgpan 10 % cholat sodny (w/v) do
vysledné koncentrace 1,5 % (w/v). Solubilizace frala pod atmosférou\a za stalého
michani po dobu 2 hodin. Nerozpirg podily byly odstramy centrifugaci — 75 minut,
60 000 RPM. K supernatantu bytigan glycerol do vysledné koncentrace 15 % (v/v) a
supernatant byl zmrazen kapalnymp B uchovan pro dalSi zpracovani. Peleta byla
resuspendovana v 25 ml fosfatového pufru (0,1 MAdP20% (v/v) glycerol, pH 7,4) a

zamrazena.
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4 VYSLEDKY

V ramci této bakaigké prace bylo provedenakolik produkci cytochromu P450 2B4
porovnavajici uci sobs dva bakterialni kmenyEscherichia coliBL21(DE3) Gold a
Escherichia coliC41(DE3), a d¥ rizna kultiva&ni uspdadani, skletnou Erlenmayerovu

baiku a Fernbachovu k&u vyrobenou z polykarbonatu (obr. 6).

Obr. 6: Pouzité kultivaéni nadoby

Produkce probihala po dobu 4 dni (96 hodin) dle likobaného postupu.
Zménou oproti @vodnimu postupu bylo fglani 0,5 mMag-aminolevulové kyseliny az
tésns pred tim, nez byla indukovana produkce po dosaZdidkd@pdenzity (absorbancéip
600 nm) Asgo = 4 @idanim IPTG do vysledné koncentrace 0,7 mM.

4.1 Optimalizace stanoveni cytochromu v bakterialnich biikach

Pfi prvni produkci provaghé na kmenlE.coli C41(DE3) byla optimalizovana technika
probublavani vzorku bakterialni suspenze oxidemnattym. Bylo \ici sobs porovnavano

klasické bublani po dobu 45 sekund pomoci jehlyopeamé do bakterialni suspenze a
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bublani v uzakené nadobce, kdy objentiyedeného CO byl regulovan posunem pistu

pripojené injekni stikactky (viz kap. 3.3.1.1).

Tabulka ¢. 1: Hodnoty koncentrace cytochromu P450 kmerierooli C41(DE3)

¢as (hod) zpisob probublavani &vyp (nmol/ml)
54 klasicky 405
uzawena nadobka 532
60 klasicky 462
uzawena nadobka 473
2 klasicky 558
uzawena nadobka 596
28 klasicky 516
uzawena nadobka 711
84 klasicky 533
uzawena nadobka 638

Produkce probihala v Erlenmayerovychiikach. eyp je koncentrace cytochromu P450.
Klasicky zpsob probublavani byl prové@d pomoci jehly pon@né do bakterialni
suspenze.

Z porovnani hodnot (tabulky. 1) je patrné, Ze zavé&ai CO do uzakené nadobky je
acinngjSi a je timto zpisobem mozné lépe vytkib CO komplex s redukovanym

cytochromem P450 obsazenym v bakterialniatkbah.

4.2 Produkce cytochromu P450 2B4

DalSi produkce jiz zahrnovala oba bakterialni kmeviyribéhu produkce byla stena
optickd denzita bakterialnich kultur (absorband¢e 00 nm) a pomoci CO spektrer

zjistovana koncentrace cytochromu P450 (kap. 3.3.1.1).

Produkce byla prov&ta v Erlenmayerovych kgach (Tabulka. 2, Obrazek 7, strana 29)
a ve Fernbachovych bkach (Tabulka¢. 3, Obrazek 8, strana 30). Indukce pidh

bezprostedre po nandteni hodnot ase 0.
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Tabulka ¢. 2 Hodnoty absorbancitip00 nm a koncentraci CYP 2B4 viipéhu produkce

pro bakterialnimi kmeni.coli C41 (DE3) a BL21 (DE3) Gold.

C41 (DE3) BL21 (DE3) Gold

hod Aoo | Ccyp(nmol/ml)| hod Ao | Ccyp(nmol/ml)

0 3,78 32 0 4,07 114

6 4,01 365 6 4,40 245
12 4,61 343 12 4,07 426
18 4,25 246 18 4,97 393
24 4,15 378 24 4,35 415
36 5,25 260 36 5,31 664
48 5,07 260 48 5,22 532
60 4,97 198 60 5,13 428
72 4,88 345 72 5,18 480
84 513 440 84 4,82 460
96 4,72 169 96 4,51 365

Produkce probihala v Erlenmayerovychikach. ¢yp— koncentrace cytochromu P450,

Asoo — absorbance 600 nm.

A
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N . /\ )'/ \\
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Lase !‘," \. . %
f Ly L1o
wl . - JA600
1 TR0
3,5 —

AB00

4,84

4,64

¢ (nmoliml)

4,44

4,24

4,04

cas (hod)

Obrazek 7: Grafy zavisloti optickych denzit a koncentraci CYPna dobé kultivace.
Kultivace E.coli A) C41 (DE3); B) BL21 (DE3) Goktera probihala v Erlenmayerovych
baiikach. ¢ — koncentrace cytochromu P450, A600 — &lasme pi 600 nm.
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Tabulka ¢. 3: Hodnoty absorbancitip00 nm a koncentraci CYP 2B4 viipéhu produkce

pro bakterialni kmenig.coli C41 (DE3) a BL21 (DES3) Gold.

C41 (DE3) BL21 (DE3) Gold

hod | Ao | Ccyp(nmol/ml)| hod Ao | Ccyp (nmol/ml)

6 3,9 160 6 4,5 116
12 5,13 180 12 4,51 158
18 5,69 169 18 4,27 251
24 5,5 204 24 4,75 275
30 4,94 133 30 4,15 171
36 5,9 ND 36 4,75 192
48 5,88 447 48 5,8 440
60 6,08 ND 60 5,45 106
72 5,92 39 72 4,56 135
84 6,74 280 84 5,47 284

Produkce probihala ve Fernbachovychikach. ¢yp— koncentrace cytochromu P450,

Asoo— absorbance 600 nm, ND — hodnota nebyla n&rana.
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Obr. 8: Grafy zavisloti optickych denzit a koncentraci CYPna dobé kultivace.
Kultivace E.coli A) C41 (DE3); B) BL21(DE3) Goldeka probihala ve Fernbachovych
baiikach. ¢ — koncentrace cytochromu P450, A600 — &lasme pi 600 nm.
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V prabé¢hu produkce byly saiasré s neienim optické denzity a koncentrace CYP
odebirany vzorky na elektroforetické vyhodnocentolvzorky byly nasledhnaedny na
piiblizn¢ stejny pdet burgk (kap. 3.3.3.1). Po elektroforéze byl proveden étak
elektrogenos pomoci metody ,Western bloting” a vizualizaée cytochromu P450 2B4
imunodetekci specifickou slapiprotilatkou (obr. 9, obr. 10 a obr. 11, obr. §2ana 32).

0 6 12 18 St 24 36 48 60 M 72 84 96

Obr. 9: Pribéh produkce cytochromu P450 2B4 v bakterialnim kmenuE.coli C41
(DE3) v Erlenmayerow baiice.Panel A: SDElektroforéza; Panel B: imunodetekce CYP
2B4 specifickou slegii protilatkou. Cisla znai pocet hodin produkce, ip kterych byly
vzorky odebirany. St — standard CYP 2B4, M — pnotgi marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznduji zony, ve kterych se nachazi CYP 2B4.

0 6 12 18 St 24 36 48 60 M 72 84 96

B

Obr. 10: Pribéh produkce cytochromu P450 2B4 v bakterialnim kmentE.coli BL21
(DE3) Gold v Erlenmayerow barce.Panel A: SDElektroforéza; Panel B:imunodetekce
CYP 2B4 specifickou slepiprotilatkou. Cisla znai pocet hodin produkce, i kterych
byly vzorky odebirany. St — standard CYP 2B4, Motemovy marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznduji zény, ve kterych se nachazi CYP 2B4.
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Obr. 11: Prabéh produkce cytochromu P450 2B4 v bakteridlnim kmentE.coli C41
(DE3) ve Fernbacho¥ baice.Panel A: SDElektroforéza; Panel B: imunodetekce CYP
2B4 specifickou slegii protilatkou. Cisla znai pacet hodin produkce, /i kterych byly
vzorky odebirany. St — standard CYP 2B4, M — pnotgl marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznéduji zény, ve kterych se nachazi CYP 2B4.

0 6 12 18 St 24 36 48 60 M 72 84 96

B * oo cwamen = -

Obr. 12: Praubéh produkce cytochromu P450 2B4 v bakterialnim kmentE.coli BL21
(DE3) Gold ve Fernbacho¥ baiice.Panel A: SDElektroforéza; Panel B: imunodetekce
CYP 2B4 specifickou slepiprotilatkou. Cisla znai pacet hodin produkce, /p kterych

byly vzorky odebirany. St — standard CYP 2B4, Motemovy marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznéduji zény, ve kterych se nachazi CYP 2B4.
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Po 96 hodinach kultivace byla produkce cytochromB@P2B4 ukotiena a pro odfeni
bakterialnich buék od media byla bakterialni suspenze centrifugovaugsledné
mnoZstvi ziskanych bgk bylo zvazeno (Tabulka&. 4) a uchovano pro naslednou

solubilizaci.

Tabulka ¢.4: Hmotnost bakterialnich bk po skokeni produkce

banka bakterialni kmen my (g)
Erlenmayerova C41 (DE3) 14,95
Y BL21 (DE3) 13,27

C41 (DE3) 24,10

Fernbachova BL21 (DE3) 5065

m, — hmotnost bukk po skodeni produkce

4.3 Solubilizace cytochromu P450 2B4 z bakterialnich gk

Po heterologni expresi kréilho cytochromu P450 2B4 wiznych experimentalnich
uspdadanich byla provedena destrukce bakterialnickkoarsolubilizace. Buftna stna
byla nejprve naruSena lysozymem a pomalym zmrazemém-20°C. Nasledn byly
bakterialni biiky rozruSeny sonikaci vftomnosti detergentu (Tergitol NP-10Y)i jateré
se jiz ¢astén¢ solubilizovaly membranové proteiny. Po tomto krakéisledovala jest
centrifugace. Pro pok¥avani solubilizace bylo f¢ba stanovit obsah protéin

v supernatantu (Tabulka 5).

Tabulka ¢.5: Koncentrace proteinstanovené metodou BCA v supernatantech

bakterialni kmen banka koncentrace proteini [mg/ml]
C41 (DE3) Erlenmayerova 12,0

BL21 (DE3) Gold Erlenmayerova 15,0
C41 (DE3) Fernbachova 11,7

BL21 (DE3) Gold Fernbachova 11,1

Solubilizace byla provasha ze 4 grarinbakterialnich bugk.

Po skowreni solubilizace byla suspenze ultracentrifugovarma oddleni nesolubilnich
frakci. Vysledek lyze butk sonikaci a solubilizace je znazénmnna obrazku 13 a obrazku
14, strana 34.
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Obr. 13: Vysledky lyze burék sonikaci a solubilizace CYP 2B4 z membran pro
Erlenmayerovy baiiky. Panel A: SDS elektroforéza; Panel B: imunodeteRyd® 2B4
specifickou slegi protilatkou. 1 — 4 C41 (DE3), 5 - 8 BL21 (DE3) I&o
1,5 — supernatant po lyzi; 2,6 — peleta po lyzi{ 3, supernatant po solubilizaci; 4,8 —
peleta po solubilizaci; St — standard CYP 2B4; ldreteinovy marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznéauji zény, ve kterych se nachazi CYP 2B4.
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Obr. 14: Vysledky lyze burék sonikaci a solubilizace CYP 2B4 z membran pro
Fernbachovy baiky. Panel A: SDS elektroforéza; Panel B: imunodetekdtP @B4
specifickou slegi protilatkou. 1 — 4 C41 (DE3), 5 - 8 BL21 (DE3) I&o
1,5 — supernatant po lyzi; 2,6 — peleta po lyzi{ 3, supernatant po solubilizaci; 4,8 —
peleta po solubilizaci; St — standard CYP 2B4; ldreteinovy marker (Thermo Scientific).
Rameky vyznéduiji zony, ve kterych se nachazi CYP 2B4.
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Po dokowreni solubilizace a nasledné ultracentrifugaci bylaupernatantu a petet
nakonec stanovena taktéZz koncentrace pribteietodou BCA a zgiena koncentrace
CYP, ze kterych bylo ¥eno mnozstvi ziskaného CYP ze 4 giiabakterialnih bugk
(ncye [Nmol]) a celkové mnozstvi protginobsazenych v supernatantu pele€ (Mpro
[mg]). Tato data pak byla pouzita pro vyeo specifického obsahu CYP v mg protein
(S.Ocyp [nmol/mg]). Pro srovnéni s publikovanymi vyslediylo vypcaiitano teoretické
mnozstvi CYP ziskané solubilizaci 1 litru bakteridduspenze po 96 hodinach kultivace
(Neor [NmMoI]) (Tabulkas. 6).

Tabulka ¢. 6. Mnozstvi CYP a hmotnost protéinv supernatantech a peletach po
ultracentrifugaci, teoretické mnozstvi CYP ziskand litru bakterialni suspenze a
specificky obsah CYP

baika baﬁﬁgﬁlm vzorek| ncyp (NMOI)| Myrot (M) | Nteor (NMOI) | S.Qsyp (NMol/mQ)
5 sup 13,2 414 112,7 0,0319
S | C41 (DE3)
2 pel 0 37,5 - -
% BL21 (DE3)| sup 7,05 285 52,5 0,0247
i Gold pel 3,55* 108* 26,6 0,0329
g sup 7,25 289 99,8 0,0254
S | c41 (DE3)
S pel 0 65 - -
‘5 BL21 (DE3)| Sup 2,06 289 24,4 0,0071
()
w Gold pel 0 45 - -

*peleta resuspendovana v 25 ml fosfatového puf@ % (v/v) glycerolem a v tomto
objemu bylo stanoveno mnozstvi CYP a prétein
sup — supernatant; pel — peleta;yp — mnozstvi CYP ziskaného solubilizaci ze 4 g
bakterialnich buek; myo — hmotnost protethobsazenych v supernatantu nebo ggbet
ultracentrifugaci; Reor — teoretické mnozstvi CYP ziskané z 1 litru battérsuspenze po
96 hodinach kultivace; S.6p— specificky obsah CYP v supernatantu nebo optet
ultracentrifugaci
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5 DISKUZE

Ukolem predkladané prace bylo nalezeni optimalnich podmprekexpresi cytochromu

P450 2B4. Abychom mohli vymezit podminky, za ktéryje mozné cytochrom P450
produkovat v limitnim mediu, byla nejprve testovapaodukce nemodifikovaného

cytochromu P450. Weni spravného expresniho systému je velidezité pro naslednou

inkorporaci fotolabilnich aminokyselin. Fotoaktivatelny cytochrom P450 2B4 pak bude
vyuZzit jako nanosondaiipstudiu protein-proteinovych interakci a vzajemmeélspdadani

jednotlivych slozek MFO systému.

Pro produkci cytochromu P450 byly pouzity duamé bakterialni kmenyscherichia coli
C41 (DE3) aEscherichia coliBL21 (DE3) Gold, a d¥ razné kultiv&ni nadoby,
Erlenmayerova a Fernbachovaika. Z vysledk méreni them produkce je patrné, Ze ve
Fernbachovych higkach je ¥tSi naiist biomasy nez v liitach Erlenmayerovych.igjme
diky zaoblegjSimu tvaru bagk dochézi k lepsi aeraci. Ve Fernbachovycikbah se také
bakterie diky lepSi aeraci snafndostavaji do exponencialni faze a rychleji dagah
optické denzity 4. Negativnimadledkem rychlejSiho nastu p@&tu burék a dlouhé doby
produkce je fakt, Ze v fibchu produkce se jiz liiky dostavaly ze stacionarni faze do faze
odumirani (viditelné na membranach z imunodetekcé® @B4 specifickou slepi

protilatkou).

Maximalni koncentrace stanovitelného CYP bylo desazmezi 24 — 36 hodinami pro
Erlenmayerovy biky a ve 48. hodi& pro Fernbachovy liky, coz je patrné z grafického
vyneseni nagienych dat. Koncentrace cytochromu P458fana v piibéhu produkce
znané kolisala, coz bylo prawgpodobré zpisobeno fi odebirani vzorku. Nespragn
promichana, nehomogenni, bakterialni suspenze peokuje velké vykyvy nagienych
hodnot. Koncentrace cytochromu P45@gto ¢tSinou korelovala s natfenou optickou

denzitou.

Z nantienych koncentraci CYP a imunochemického vyhodnooerurki z pribéhu
produkce je #jmé, Ze ped indukci exprese pomoci IPTG nebyl CYP exprimoegkoliv
na elektroforéze je viditelna zénaepme zpisobena jinymi proteiny o stejné molekulové

hmotnosti.

Ackoli byla prace provéasha dle postupu publikovaného Waskell a kol. [3@paoddiilo se
dosahnout tak vysokych ki solubilizovaného CYP. V uvedené publikaci bylo
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dosazeno vy¥ku 50 — 60 mg holoproteinu na litr. Teoretické mstai CYP ziskané
z jednoho litru bakterialni suspenze (kmén coli C41 (DE3)) uvedené v tabulce 6
odpovida zhruba 5 — 6 mg. Tak nizky &&gk nuize byt zgsoben pouzitim odliSného

detergentu.

Z vysledki solubilizace vyplyva, Zze Fernbachovynkg maji sice lepSi aeraci astgi
nariist biomasy, ale dosazené &&ky jsou srovnatelné s Erlenmayerovymiikami. Ze
vSech pouzitych expresnich usgdani byl CYP 2B4 usgnré solubilizovan,
v nesolubilnich frakcicltast&né zistal jen v pipadt bakterialnino kmen&. coli BL21
(DE3) z Erlenmayerovy liky. Ziskani zbylého CYP z nesolubilni frakce bydyhozné

opétovnou solubilizaci.

Z pouzitych bakterialnich kmérnje vhodrjsi kmenEscherichia coliC41 (DE3), ktery je
schopny produkovat membranové proteiny bez tohid, @nto na & mélo toxické &inky
[28]. Jako nejlepsSi uspadani pro produkci cytochromu P450 2B4 se tedy pewiziti
Escherichie coliC41 (DE3) v Erlenmayerovych tigach. Jelikoz ve Fernbachovych
bankach dochazi k lepsSi aeraci a rychlejSimuastér bakterialnich buik, je mozné je

pouzit v experimentech, ve kterychjelia rychle dosahnoutdite optické denzity.

Exprese cytochromu P450 2B4 se &sp poddila a optimalizovany protokol exprese je
mozné pouzit pro produkci cytochromu P450 s inkapanymi fotolabilnimi

aminokyselinami.
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6 SHRNUTI

Vysledky dosazené v této praci Ize shrnout naslegov

o Byly optimalizovany produdni podminky pro expresi cytochromu P450 2B4.
V Erlenmayerovych h&kach se dosahuje srovnatelnych vysfedjako ve
Fernbachovych higkach, &koliv Fernbachovy higky maji diky svému tvaru lepsi
aeraci a bakterialni lilly se v nich rychleji mnozi.

o Jako vhodny produki kmen byla utenaEscherichia coliC41 (DE3).

o Byla vypracovana metodika stanoveni CYH v bakterialnich hikach.

0 Z bakterialnich bugk byl Gsgsre solubilizovan cytochrom P450 2B4.
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