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Abstrakt

Cytochrom bs je maly amfipaticky protein. Jeho lidska forma se nachézi ukotvena ve vné&jsi
membran¢ endoplazmatického retikula a mitochondrii, volné se nachazi v Cervenych krvinkach.
Sklada se ze dvou domén: VEtsi hydrofilni doména vaze hem, mensi hydrofobni doména ukotvuje
cytochrom bs v mikrosomalni membrané. Obé domény jsou spojeny linkerem, coZ je fetézec asi
15 aminokyselin, ktery dodava proteinu potiebnou flexibilitu. Jeho délka hraje vyznamnou roli
pti pfenaseni elektronti na cytochrom P450. Pokud je linkerova doména pftili§ kratka, cytochrom bs
nedokaze pienaset elektrony na cytochrom P450 a neucastni se tak reakci MFO systému. Ostatni
funkce jsou vSak zachovany.

Cilem této prace bylo navrhnout a pomoci genové syntézy vytvorit 4 delecni mutanty
cytochromu bs. Jejich linkerova doména obsahovala kratké i dlouhé delece, u kterych se piedpoklada
narus$eni interakce s cytochromem P450.

Soucasti prace byla heterologni exprese proteintt pomoci bunék Escherichia coli kment
XL10-Gold a DH5a. Jako expresni vektory pro transformaci byly pouzity plasmidy pET-30a(+)

a pET-22b. DNA byla z bunék izolovana a sekvenaci byla ovéfena spravnost genetického kodu.

Kli¢ova slova: cytochrom bs, heterologni exprese, genova syntéza



Abstract
Cytochrome bs is a small amphipathic protein. The human form is anchored to the outer

membrane of the endoplasmic reticulum and mitochondria, a free form is located in red blood cells. It
consists of two domains: a large hydrophilic domain binds heme, a small hydrophobic domain anchors
cytochrome bs to the microsomal membrane. Both domains are connected by linker chain of about
15 amino acids, which gives a flexibility to the protein. Its length plays an important role
in transferring electrons to cytochrome P450. If the linker domain is too short, cytochrome bs is not
able to tranfer electrons to cytochrome P450 and not participates in the reactions of MFO system.
Other functions are preserved.

The aim of this study was to design and build 4 deletion mutants of cytochrome bs using gene
synthesis. The linker domain contains long and short deletions, which are expected to have distortion
interaction with cytochrome P450.

Part of this thesis was the expression of heterologous proteins by cells of Escherichia coli
strain XL10-Gold and DH5a. As expression vectors for the transformation were used plasmids pET-
30a(+) and pET-22b. DNA from cells was isolated and the accuracy of the genetic code was verified

using the sequencing.

Keywords: cytochrome bs, heterologous expression, gene synthesis
(In Czech)
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1 UVOD
1.1 Xenobiotika

Xenobiotika jsou predmétem zkoumani xenobiochemie. Jsou to latky, které se bézné€ v organismu
nevyskytuji a nejsou dulezité pro zdravy vyvoj ani jako zdroj energie organismu [9].
Z hlediska polarity délime xenobiotika na polarni (hydrofilni) a nepolarni (hydrofobni). Z organismu
se polarni cizorodé latky dostanou aktivnim transportem. U latek nepoldrnich je k vylouceni z
organismu nutna jejich polarizace, aby mohly byt nasledné vylouceny aktivnim transportem [21].

1.2 Biotransformace xenobiotik
Cizorodé¢ latky hydrofobni povahy se nesnadno vylucuji z organismu diky své afinit¢ k membranam,
pres které se snadno dostavaji difuzi a mohou nich ¢aste¢né€ ztistdvat. Nepolarni xenobiotika musi byt
tedy nejprve upravena, aby mohla byt vylouéena z buiiky a posléze z organismu aktivnim transportem.
Tato pfemeéna, biotransformace, ma u zivocichti dvé faze.
I. faze biotransformace se nazyvd derivatizatni. Zde dochazi ke wvneseni ¢i odkryti polarnéjsi
a snadnéji derivatizovatelné skupiny do molekuly hydrofobniho xenobiotika. Xenobiotikum je
obvykle oxidovano, redukovano ¢i je v ném hydrolytickou reakci demaskovana v ném jiz pfitomna
polarni skupina [21, 36].
II. faze biotransformace se nazyva konjugacni. Xenobiotikum, které obsahuje snadno
derivatizovatelnou skupinu diky reakcim 1. faze biotransformace, v této fazi dale reaguje s polarnimi
latkami organismu vlastnimi. Jde ptedevsim o reakce s kyselinou glukuronovou, s aktivnim sulfatem,
S acetatem, s glutathionem, sacharidy, cysteinem, popft. dal§imi aminokyselinami. Pivodné hydrofobni
xenobiotikum se stdva polarnim, coz usnadni jeho detoxikaci a vylouceni z organismu. V ptipade

nékterych latek vsak naopak dochazi K jejich aktivaci a zvySeni toxicity pro organismus [21].

1.2.1 Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO)

v

Mezi enzymy 1. faze biotransformace patii zejména oxidasy, z nichz nejvyznamnéjsi je systém
monooxygenas Se smisenou funkci (zkratka MFO, z anglického ,,mixed function oxidases*). Tento
systém je umistén v membrané endoplazmatického retikula. Sklada se z enzymt NADPH:cytochrom
P450 reduktasy, cytochromu P450 a lipidové dvojvrstvy tvofici membranu. Fakultativné pFitomny

muze byt také cytochrom bs a cytochrom NADH:cytochrom bs reduktasa [21].
1.2.2 Cytochromy P450

Enzymy dualezité pii I.fazi biotransformace nazyvané cytochromy P450 (CYP) jsou hemové proteiny,
ve kterych je hem vazan v hydrofobni kavité pifes SH skupinu cysteinu aktivniho centra enzymu. Z
evolu¢niho hlediska jde o velmi staré hemoproteiny, dokonce star$i, nez hemoglobin. Oznaceni

,,P450% je odvozeno od hodnoty vinové délky (450) v nanometrech, pfi niz ma tento enzym v



redukovaném stavu v komplexu s CO charakteristické absorp¢ni maximum, a od pocate¢niho pismene
slova ,,pigment“(P) [22].

Cytochromti P450 existuje cela fada jak v rostlinné, tak v Zivo¢i$né fisi. Jedna se o izoenzymy, které
jsou kodované prostrednictvim odlisSnych gend, majici obdobnou strukturu a katalyzujici obdobné
reakce. Systematicky se cytochromy P450 déli na rodiny a podrodiny. Cytochromy s alespon 40%
homologii primarni struktury tvofi rodinu, s vice nez 60% homologii primarni struktury potom
podrodinu. Timto zpusobem se oznacuji za nazvem cCislem rodiny, pismenem podrodiny a ¢islem
vlastniho enzymu. Napft. cytochrom P450 1A2, ptipadné CYP1A2 [22]. Na obr. 1 uvedena struktura
cytochromu P450 3A4.

Cytochrom P450 je tvofen ¢tyfmi pyrrolovymi jadry, jejichz atomy dusiku vazou ion Zeleza. To tvori
prosthetickou skupinu enzymu. Paty (axialni) ligand hemového zeleza je thiolatovy anion
konzervovaného cysteinu. Sesty (axidlni) ligand je OH skupina molekuly vody & hydroxidového
iontu. Enzym se vyskytuje ve dvou formach: nizkospinové (hexakoordinovay stav, spin S=1/2)
a vysokospinové (pentakoordinovany stav, spin S=5/2). V obou formach se v zdkladnim stavu

vyskytuje Zelezity ion (Fe*") [11].

Obr. 1 Struktura cytochromu P450 3A4 (ptevzato z [17]).
1.2.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs je maly hemovy protein o velikosti 16,7 kDa [2, 4]. Tento integralni membranovy
protein se nachazi na vné&js§i membrané endoplazmatického retikula a v mitochondriich [12].

Protein ma kysely charakter, tvofi ho 6 a-helixti a 5 B-sheetil. Sklada se ze dvou domén. VéEtsi doména
vaze hem a je hydrofilni, men$i doména obsahuje hydrofobni ¢ast, ktera molekulu ukotvuje
v membrané¢ endoplasmatického retikula. Obé domény spojuje peptidovy fetézec tvofeny asi
15 aminokyselinami [2, 19, 12]. Cytochrom bs se vyskytuje také volné v cytoplasmé Cervenych
krvinek. Tato solubilni forma enzymu vznika alternativnim sestfihem genu, kdy dojde k nahrazeni C-

terminalni transmembranové ¢asti proteinu a jejiho linkeru prolinem [12].



Cytochrom bs je jednoelektronovym pienaSecem, ktery se ucastni se napiiklad desaturace a elongace
mastnych kyselin, biosyntézy cholesterolu, hlavné se vSak ucastni hydroxyla¢nich reakci MFO
systému, kde pfenasi elektrony na cytochromy P450 [13, 25].
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Obr. 2 Cytochrom bs v lipidové dvojvrstvé membrany endoplazmatického retikula
V horni ¢asti obrazku je znazornéna struktura hemu, ktery je obklopen helikalnimi strukturami
Vv hydrofilni N-terminalni doméné. Ve spodni ¢asti je zobrazena C-koncova hydrofobni doména
ve formé a-helixu zanotena v lipidové dvojvrstvé membrany. Uprostied je patrny linker, ktery spojuje
obé domény. Pievzato z [5].

1.2.4 Struktura cytochromu bs

Hydrofilni doména (N-terminalni doména) je tvofena asi 100 aminokyselinami. Tato Cast
cytochromu bs vaze hem, ktery je vlozen mezi 4 a-helixy v takto utvoiené ,hydrofobni kapse“. Zelezo
hemu je drzeno mezi dvéma postrannimi fetézCi konzervovanych histidinti (u lidské formy His68
a His44) [19, 14].

Hydrofobni doména (C-terminalni doména) je mensi, sklada se z 14-18 aminokyselin tvoticich
hydrofobni Sroubovici, ke globularni doméné se pfipojuje fet€ézcem dlouhym cca 7 aminokyselin.
Tento fetézec obsahuje prolin. Za nim je pfipojen fet€ézec 7 polarnich aminokyselin na Gplném konci
fetézce. Tato Cast kotvi protein v lipidové dvojvrstvé endoplazmatického retikula (¢i mitochondrii) [2,
19, 14, 20].

Ob¢ domény jsou spojeny velmi flexibilnim fetézcem, ktery tvori asi 15 aminokyselinovych
zbytkl. Zajistuje flexibilitu pfi vazbé ruznych elektronovych partneri a ptitom zistava hydrofobni
doména cytochromu bs umisténa v membrané endoplazmatického retikula (obr. 2). Na piipadé
kraliciho cytochromu P450 2B4 a krali¢iho cytochromu bs bylo experimentalné zjisténo, ze minimalni
délka tohoto spojovaciho fetézce (linkeru) je 6-8 aminokyselinovych zbytku. Kratsi linker pfitomny
v cytochromu bs zpisobuje, ze molekula cytochromu bs neplni funkci pienasece elektront
pro cytochrom P450 [2].

Na zanofeni C-konce do lipidové dvojvrstvy membrany byly zpocatku zvaZzovany dva rizné
modely: transmembranovy, ktery predpoklada prichod C-konce skrz mikrosomalni membranu,
a druhym modelem vlasenkové smycky, ve kterém C-konec cytochromu bs prochazi jen prvni vrstvou

mikrosomalni membrany a vraci se zpét do cytosolu [25].



Obr. 3 Starsi modely zanoieni C-koncové domény cytochromu bs do mikrosemadlni membrdiny
Transmembranovy model zanofeni C-koncové domény do membrany naznacen plnou Carou,
pterusovanou ¢arou pak model vlasenkové smycky. Prevzato z [25, 26].

Soucasna predstava struktury C-terminalni domény je bliz§i transmembranovému modelu.
Presné prostorové usporadani neni dosud znamo, existuje vSak predstava o pozici transmembranového

helixu ziskana ze studii NMR (obr. 4) [15, 29].

10 20 30 40 50 60
MAAQSDKOVKYYTLEEIKKHNHSKSTWLILHHKVYOLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDY
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GHSTDARELSKTFIGELHPDORSKLSKPMETLITTVOSNSSWWTNWVIPAISALIVALMYRLYMADD

Obr. 4 Novéjsi zobrazeni ukotveni cytochromu bs v membrdané
Model vytvofen pomoci NMR spekter kombinaci analyz rozpustné a pevné formy krali¢iho
cytochromu bs. Nad 3D obrazkem je znazornéna aminokyselinova sekvence proteinu. Pievzato
a upraveno z [16].
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1.2.5 Reak¢éni cyklus cytochromu P-450 a cytochromu bs

VétSinu reakei katalyzovanych MFO systémem lze vyjadtit rovnici:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,O + NADP*

V klidovém stavu je CYP v hexakoordinovaném stavu (nizkospinovéa forma, low-spin). Zelezo
hemu je v tzv.ferri formé, tedy oxidaéni ¢islo +III. Z jedné strany je drzeno cysteinovym zbytkem
a z druhé strany je navazan kyslik vody (obr. 5, ). Enzym navaze substrat (RH), Sesty ligand Zeleza je
vytlaten a CYP piechazi do pentakoordinovaného stavu (vysokosinova forma, high-spin), Zelezo
hemu je stale ve ferri form¢. Touto konformaéni zménou se posouva i absorpéni pas hemu (obr. 5, I1).
V dal$im kroku CYP pfijimé elektron z NADPH:cytochrom P450 reduktazy (pfipadné ferredoxin-
reduktazy ¢i nehemového Fe-S proteinu v mitochondriich), ktera piijala elektron z NADPH. Hemové
7elezo je redukovano na ferro-formu (Fe*"), zastava viak pentakoordinované (obr. 5, I11). Redukovany
CYP450 pak muize vazat ligandy, napf. molekulu kysliku. Vznikd superoxidovy hexakomplex s
zelezitym kationtem (obr. 5, IV). Piipadné se misto kysliku na redukovany CYP (obr. 5, Ill) mize
navazat CO, zelezo hemu je taktéz hexakoordinovano a tento komplex (obr.4, V) ma typické absorpéni
maximum pii 450 nm. Reakce CYP s CO je vSak vedlejsi produkt cyklu [23].

Ferri-superoxidovy komplex (obr. 5, IV) neni moc stabilni a snadno piijme elektron
od NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Tim aktivuje kyslik, nezméni konformaci CYP, ale vznika
z ng&j peroxidovy anion (obr. 5, V). Tohoto kroku se miize ucastnit NADH:cytochrom bs reduktasa,
ktera mize misto NADPH:cytochrom P450 reduktasy pfenést elektron na kyslik. V aktivni formé CYP
je rozitépena vazba O-O za vzniku vody. Zelezo hemu je hexakoordinovano, dochazi k posunu
elektronti z thiolatové siry na kyslik a vytvoteni dvojné vazby mezi Zelezem a kyslikem a vytvoteni
stabilniho tzv. ferrioxenového komplexu (obr. 5, VII). Tento radikal miZe reagovat s vhodnym
substratem za vzniku hydroxylovaného radikalu, pficemz vzniké opét nativni forma cytochromu P450
(obr. 5, 1) [23].

Cytochromy P450 se vyznacuji i tzv. peroxidasovou aktivitou. Znamena to, ze pro oxidativni
reakce mize vyuzivat i peroxidy a peroxikyseliny jako donor atomu kysliku. Z vysokospinového
zelezitého komplexu muaze vznikat rovnou komplex nizkospinového CYP, ktery vaze kyslik. Této
reakce se také i¢astni NADPH, ale probiha neuspofadanym mechanismem [22, 23]. Uginnost je vak

niz$i hlavné z divodu destrukce a inaktivace samotného enzymu CYP [23].
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Obr. 5 Reakéni cyklus cytochromu P450
R-H je substrat, O, - kyslik, H,O - voda, naznacen ptenos elektronti a vznik nizkospinové
i vysokospinové formy cytochromu P450. Prevzato z [23].

Cytochrom bs spolu s enzymem NADH:cytochrom bs reduktasou mohou byt soucasti reakci
MFO. Ucast cytochromu bs na reakénim cyklu CYP neni zcela objasnéna a proto je pfedmétem mnoha
studii. Jsou 4 moznd vysvétleni, jak se tato fakultativni slozka ucastni reakci MFO.

1. Cytochrom bs pfenasi druhy elektron z NADH:cytochrom bs reduktasy (namisto ptenosu
elektronu z NADPH:cytochrom P450 reduktasy) na cytochrom P450. Pfenos elektronu za ucasti
cytochromu bs je rychlejsi [19].

2. Cytochrom bs zabrafiuje ,,rozpojeni® monooxygenasovych reakci. Pomaly vstup druhého
elektronu by jinak mohl zptsobit odpojeni od superoxidového aniontu namisto tvorby redukovaného
dvou-elektronového kysliku. Rychlejsi vstup druhého elektronu pies cytochrom bs vede ke vzniku
formy ,,Compound I“ (na obr. 5 oznaéen jako VII), ktery reaguje se substratem za vzniku produktu
[19].

3. Dals$i navrzenou moznosti je, Ze cytochrom bs tvofi s cytochromem P450 hemoproteinovy
komplex, ten umozni pfijmout 2 elektrony z NADPH:cytochrom P450 reduktasy a tim se zvySuje
rychlost tvorby aktivniho kysliku namisto nutnosti dvou reakci s reduktasovym enzymem [19].

4. Je také mozné, ze cytochrom bs nema oxida¢né-redukéni roli, usnadiiuje rozpad

okysliceného hemoproteinu na produkty nebo usnadniuje tok elektront prostfednictvim systému [19].
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Bylo prokazano, Ze cytochrom bs muze stimulovat, inhibovat nebo nemit zadny efekt na
aktivitu cytochromu P450. Zavisi to vSak i na isoformé CYP a na jeho substrau. Na metabolismu
benzfetaminu a methoxyfluranu cytochromem P450 2B4 bylo zjisténo, Ze cytochrom bs zvySuje
ucinnost katalyzy tohoto CYP2B4 snizenim tvorby vedlejsiho produktu superoxidu. Inhibi¢ni u¢inek
cytochromu bs spoéiva v jeho kompetici s cytochrom P450 reduktasou, coz se projevi pomalejsi
spoticbou NADPH [2]. Bylo také zjisténo, Ze cyt bs mize u nékterych cytochromi P450 ménit

vyznamnym zpusobem pomér vznikajicich metabolitt [24, 10].
1.2.6 Role délky linkeru cytochromu bs na katalytickou ¢innost

Transmembranova doména cytochromu bs se ukazala byt dulezitou pro jeho participaci
nainterakci s cytochromem P450. Pfi odstranéni membranové kotvy cytochromu bs vznika
solubilizovand forma jeho hemové domény. Takto vznikly protein sice piendsi elektrony napi.
na cytochrom c¢, metmyoglobin ¢i methemoglobin, ale ztraci schopnost elektronového transferu
na mikrosomalni cytochrom P450 [2].

Flexibilni peptidovy fetézec, ktery spojuje hemovou doménu a membranovou kotvu, hraje
taktéz zasadni roli pfi ucasti cytochromu bs na reakcich CYP. Pfi odstranéni 8-10 aminokyselinovych
zbytkd linkeru cytochrom bs pozbyl schopnosti tvofit komplex s CYP a pienaset elektrony.
Pfi odstranéni méné nez 8 aminokyselin z linkeru funkce cytochromu bs nebyla pozménéna. Stejné tak
nebyla nijak vyznamné ovlivnéna schopnost cytochromu bs interagovat s cytochromem P450 2B4
pii prodlouZzeni linkeru o 16 alaninovych zbytki, pfi obraceni aminokyselinové sekvence ¢i mutovani

konzervovanych aminokyselinovych zbytki linkeru [2].
1.3 Escherichia coli jako bakterialni expresni systém

V molekularni biologii se ¢asto produkuji a purifikuji rizné proteiny odvozené od konkrétniho
genu Ci jeho Casti. Pfi tomto procesu se uplatiiuji rtizné expresni systémy. Jsou to jednobunécna
eukaryota, napf. kvasinky (kmeny Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris). Dale se vyuzivaji
hmyzi bunky infikované bakulovirem. Nejrozsifenéjsi expresni systém je vSak bakteridlni bunka.
Oblibené jsou zejména kmeny bakterie Escherichia coli. Tento mikroorganismus patii mezi gram-
negativni, fakultativné anaerobni tyckovité bakterie [28, 27, 7]. Zije ve stievech teplokrevnych
zivo¢icha [33]. E.coli coby néastroj pro expresi genti je finanéné nenakladna, stejné jako jeji medium,
rychle se mnozi, vytézky jsou vysoké a existuje na vybér z mnoha riizn¢€ upravenych kment pro riizné
ucely. Nevyhody vyuziti E.coli pro expresi proteini je nékdy nedostate¢na kvalita vzniklého proteinu
kvtli nemoznosti posttransla¢nich uprav, dile omezena velikost exprimovanych proteint a denaturace

nékterych vétsich proteint shlukujici se v inkluzni téliska [18, 31].
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Casto pouzivané kmeny Escherichia coli maji oznageni napt. DH5a (obr. 6), XL-1 Blue,
SCS110, JM109 TOP10 a BL21 [1].

EFE691_5«0 K
. ) s » -

Obr. 6 Escherichia coli DH5« (pievz

ato z [33])
1.4 Expresni vektor pET-30a(+)

Pro piepravu cizorodé DNA do bunky, kde se tato DNA replikuje ¢i exprimuje, se vyuziva
vektorti. Expresnimi vektory mohou byt plasmidy, viry ¢i umélé chromozomy. NejCastéji byva
pro heterologni expresi proteinu vyuzivan plasmid. Plasmid je mald kruhova molekula
extrachromozomalni DNA, ktera se v bakterii autonomné mnozi. Obsahuje dulezita mista jako
replikacni pocatek, ktery je rozpoznan DNA polymerasou bunky. Potom je tu zakomponovan selekéni
marker nesouci napf. rezistenci na urcita antibiotika. Dale je v plasmidu polylinker s velkym poétem
restrikénich mist, ktera mohou byt §té€pena restrik¢nimi endonukleasami. Tim je umoznéno vlozeni
cizi DNA neboli inzertu do plasmidového vektoru [18, 3, 31].

Inzert je tvofen kratkou linedrni DNA, jejiz nukleotidova sekvence koduje pozadovany
protein. Stejné jako plasmid po endonukleasovém Stépeni obsahuje tupé (,,blunt ends®) ¢i kohezivni
(,,sticky ends) konce. Ptislusné konce vektoru a inzertu na sebe nasedaji a ligaci se spoji, ¢imz se
inzert stava soudasti vektoru [18, 3, 31].

Plasmid pET-30a(+) je bakterialni expresni vektor o velikosti 5400 pb, nese rezistenci
na antibiotikum kanamycin [30]. Po¢ate¢ni misto replikace v tomto plasmidu je sekvence oznacovana
jako T7 promoter. Polylinkerové misto obsahuje palindromova mista $té€pitelna restrikénimi enzymy,
napt.Nde I, Xho I, Hind III (obr. 7) [30].
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Obr. 7 Mapa plasmidového vektoru pET-30a(+)
Kruh zobrazuje cirkularni DNA tvofici plasmid, ¢erna Sipka naznacuje smér replikace,
vyznacena jsou restrikéni mista s vyctem restrikénich endonukleas, které je mohou §tépit, vyznacen je
Lac operonové misto (lacl) a poéatek replikace (ori). Pfevzato z [35].
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2 CIL BAKALARSKE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo pfipravit a ovéfit expresni vektory kodujici modifikované
formy lidského retikuldrniho cytochromu bs. Navrhované modifikace spocivaji ve zkraceni linkeru
spojujiciho solubilni a membranovou doménu. M¢ly by byt pfipraveny mutanty zkracené o 4, 6, 8 a 10

aminokyselin.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Pouzité pristroje
blokovy ohiivac: LS1 VLM GmbH

elektroforeticka aparatura: MSMINI 10-Multi Sub Mini, Uvitec, zdroj EPS 301, Electrophoresis
Power Supply, Amerham Pharmacia Biotech

flow box: BIO 16, Labox
fotoapardt: DMCLS65, Panasonic
inkubator: IR 1500 Automatic CO2, Incubator, Flow Laboratories

termocycler: TECHNE, vyrobce Techgene
centrifugy: Allegre X-22R, Beckman Coulter

Eppendorf centrifuge 5415 R
Minicentrifuga GmCLab (Gilson)
Minicentrifuga Labnet

vakuova odparka: DNA Speed Vac, DNA 110, Savant

3.2 Pouzity material a chemikalie
agarosa: agarosa pro elektroforézu, Invitrogen Life technologies

antibiotika: ampicilin 100 pg/ml
kanamycin 100 pg/ml

barvivo: SYBER® Safe SDNA Gel stain 10 000x koncentrovaného, Invitrogen Life, USA
E129 (poskytl doc. Martinek)

kompetentni buiiky: XL10-Gold

DH5a.
ligasa: T4 DNA ligasa s 10 mM ATP, 10xkoncentrovana, Biolabs, New England
markery: Lambda DNA/EcoRI+Hindlll marker 3 (564-2126 pb)

DNA marker (155-970 pb)
media: LB-medium
masopeptonovy agar

plasmidy: pET-22b
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pET-30a(+)
pufry: NEB Cut Smart 10xkoncentrovany, vyrobce Bio Labs, New England
TAE pufr 1xkoncentrovany
pufr pro T4 DNA ligasu, Bio Labs, New England
KAc pufr (vyroben v laboratofi zékladniho praktika)
ednonukleasy: Nde |
Xho |

sada Jet Purification Kit, Genomed
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3.3 Genova syntéza dele¢nich mutanti lidského cytochromu bs

3.3.1 Navrh oligonukleotidii pro genovou syntézu

Pro syntézu dele¢nich mutantli cytochromu bs byly pouzity oligonukleotidy (Tab.1)

Tab. 1 Sekvence oligonukleotidi

Oznaceni Sekvence oligonukleotidu

1-wt 5’-GACGAATTCATATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAAATC-3’

2-wt 5’-ATACTACACCCTGGAAGAAATCCAGAAACACAACCACTCTAAATCTACCTGGCTGATCCTGCACCA
CAAA-3’

3-wt 5’-TTCACGCAGAACTTCTTCACCACCCGGGTGTTCTTCCAGGAATTTGGTCAGGTCGTAAACTTTGTG
GTGCAGGATCAG-3’

4-wit 5’-TGAAGAAGTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACCGAAAACTTCGAAGACGTTGGTCAC
TCTACCGACGCGC-3’

5-wt 5’-CGTCCGGGTGCAGTTCACCGATGATGAAGGTTTTAGACATTTCACGCGCGTCGGTAGAGTG-3’

6-del-4 5’-AACTGCACCCGGACGACCGCcCCGAAACTGAACACCCTGATCACCACCATC-3’

6-del-6 5’-AACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGAACATCACCACCATCGACTCTTCTTCTTCTTGG-3’

6-del-8 5’-AACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGAACACCATCGACTCTTCTTCTTCTTGG-3’

6-del-10 5’-AACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGATCGACTCTTCTTCTTCTTGG-3'

7-wt 5-CAACCGCAGAGATCGCCGGGATAACCCAGTTGGTCCACCAAGAAGAAGAAGAGTCGATGGTGGT
GATCAGGGT-3’

7-new 5’-CAACCGCAGAGATCGCCGGGATAACCCAGTTGGTCCACCAAGAAGAAGAAGAGTCGAT-3’

8-wt 5"-GTAAAGCTTCTCGAGTTAGTCTTCCGCCATGTACAGACGGTACATCAGCGCAACCGCAACCGCAG
AGATCGC-3’

Oligonukleotidy oznacené ,,wt* byly jiz diive pouzity k syntéze pfirozené formy lidského cytochromu
bs. 8.Tyto smési byly ulozeny v mrazaku v -20 °C. Oligonukleotidy s ozna¢enim ,,del* jsou navrzené
nove, béhem vypracovani této bakalaiské prace. Byly dodany v lyofilizované forme firmou East Port
Praha. Oznaceni ,,del“ znamena delece neboli zruSeni a ¢islo za poml¢kou znaci poéet vynechanych
aminokyselin. Michani oligonukleotidd pii pfipravé jednotlivych konstruktii je uvedeno v tabulce 2.

Tab. 2 SloZeni dele¢nich mutantii cytochromu bs

Konstrukt SloZeni
Del-4 1-wt 2-wit 3-wt 4-wt 5-wt 6-del-4 7-wt 8-wt
Del-6 1-wt 2-wt 3-wt 4-wit 5-wt 6-del-6 7-new 8-wt
Del-8 1-wt 2-wt 3-wt 4-wit 5-wt 6-del-8 7-new 8-wt
Del-10 1-wt 2-wt 3-wt 4-wit 5-wt 6-del-10 7-new 8-wt
3.3.2PCR

PCR (polymerasova fetézova reakce) je in vitro metoda, pii které enzym DNA-polymerasa
syntetizuje specifické sekvence DNA podle templatu. Templat je jednovlaknova DNA, ktery vznikne
denaturaci (rozvolnénim) piavodni dvouvlaknové DNA. Na ob¢ templatova vldkna nasedaji
deoxynukleotid trifosfaty (dANTP’s). Aby DNA-polymerasa mohla zalit polymeraci, je potieba
primeru. To je kratky Gsek DNA, ktery je jiz komplementarné nasednuty na templatové vlakno, nebot’

DNA-polymerasa umi pouze pridavat nukleotidy k jiz existujicimu fetézci. Potom zaind vznikat
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nové vlakno piidavanim nukleotidd na 3'-OH konci templatu (prodluzovani, extenze). Primery
nasedaji na templatova vlakna DNA v protismérné orientaci. Prodlouzené primery syntetizovanych
produktti jednoho cyklu mohou slouzit jako templaty v dalsim cyklu. Pocet vzniklych kopii se tedy
zdvojnasobuje v kazdém cyklu, pocet molekul cilové DNA tedy roste geometrickou fadou.

Ve dvou po sobé nasledujicich polymerasovych fetézovych reakcich byly vytvoreny 4 inzerty
kodujici lidsky cytochrom bs s delecemi 4, 6, 8 a 10 aminokyselin. V prvnim kole PCR na sebe
nasedaly oligonukleotidy tvofici stfed celého genu. Tim byl vytvoten templat pro dalsi PCR reakci.
Objednané smési oligonukleotidi byly pro snaz$i manipulaci nejprve kratce stoCeny na stolni
centrifuze a poté dle navodu na dodacim list¢ bylo do kazdé ptidano urcité mnozstvi sterilni
destilované vody, aby vysledna koncentrace takto vzniklého roztoku byla 100 uM. (Naptiklad k
lyofilizatu 6-del-10, ktery mé&l hmotnost 262,0 pg, bylo pfidano 172 ul sterilni destilované vody,
molekulova hmotnost byla uvedena na dodacim listu). Poté byly pfipraveny zasobni roztoky pro PCR
o vysledné koncentraci 20 pM tak, ze do 40 pl sterilni destilované vody bylo pfidano 10 pl ze
100uM zasobniho roztoku oligonukleotidu.

Slozeni smési pro 1.PCR je uvedeno v tabulce 3.

Tab. 3 Slozeni smési pro 1.PCR

Nazev Slozeni smési Nazev Slozeni smési
konstruktu konstruktu

1 pl oligonukleotidu 2-wt 1 pl oligonukleotidu 2-wt

1 pl oligonukleotidu 3-wt 1 pl oligonukleotidu 3-wt

1 ul oligonukleotidu 4-wt 1 ul oligonukleotidu 4-wt

1 pl oligonukleotidu 5-wt 1 pl oligonukleotidu 5-wt

1 ul oligonukleotidu 6-del-4 1 ul oligonukleotidu 6-del-6
Del-4 ul oligonukleotidu 7-wt Del-6 1 ul oligonukleotidu 7-new

5 ul Pfu pufru 5 pl Pfu pufru

1 ul Pfu-polymerasy 1 ul Pfu-polymerasy

1 ul dNTP's 1 ul dNTP's

sterilni destilovana voda sterilni destilovana voda

do 50 ul do 50 pl

1 pl oligonukleotidu 2-wt 1 ul oligonukleotidu 2-wt

1 pl oligonukleotidu 3-wt 1 pl oligonukleotidu 3-wt

1 ul oligonukleotidu 4-wt 1 pl oligonukleotidu 4-wt

1 pl oligonukleotidu 5-wt 1 pl oligonukleotidu 5-wt

1 ul oligonukleotidu 6-del-8 1 ul oligonukleotidu 6-del-10
Del-8 1 ul oligonukleotidu 7-new Del-10 1 ul oligonukleotidu 7-new

5 pl Pfu pufru 5 pl Pfu pufru

1 ul Pfu-polymerasy 1 ul Pfu-polymerasy

1 ul ANTP’s 1 ul ANTP’s

sterilni destilovana voda do 50 sterilni destilovana voda do 50

ul ul

Vsechny smési byly v mikrozkumavkach vlozeny do termocykleru TECHNE od firmy

Techgene a byl spustén nasledujici program:
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= 30 cykld 30 s pii 94 °C
30 s pii 50 °C
2 min pii 73 °C
= 1 cyklus 8 min pii 73 °C
= chlazeni pfi 4 °C do odebrani
Slozeni smési pro 2. PCR je uvedeno v tabulce 4:
Tab. 4: SloZeni smési pro 2.PCR

Nazev Slozeni smési Nazev Slozeni smési
konstruktu konstruktu

1 ul produktu 1.PCR 1 pl produktu 1.PCR

(pro del-4) (pro del-6)

1 pl oligonukleotidu 1-wt 1 pl oligonukleotidu 1-wt

1 pl oligonukleotidu 8-wt 1 ul oligonukleotidu 8-wt
Del-4 1 ul DNA-polymerasy Del-6 1 ul DNA-polymerasy

5 pl Pfu pufru 5 pl Pfu pufru

1 ul ANTP’s 1 ul ANTP’s

sterilni destilovana voda do 50 sterilni destilovana voda do 50

ul ul

1 ul produktu 1.PCR 1 pl produktu 1.PCR

(pro del-8) (pro del-10)

1 pl oligonukleotidu 1-wt 1 pl oligonukleotidu 1-wt

1 pl oligonukleotidu 8-wt 1 pl oligonukleotidu 8-wt
Del-8 1 ul DNA-polymerasy Del-10 1 ul DNA-polymerasy

5 pl Pfu pufru 5 pl Pfu pufru

1 ul ANTP's 1 ul ANTP's

sterilni destilovana voda do 50 sterilni destilovana voda do 50

ul ul

Mikrozkumavky se smési pro 2. PCR byly opét vloZeny do stejného termocykleru a byl spustén tentyz
program pii stejnych podminkéach.

w  Wew

3.3.3 Precisténi a selekce konstruktit DNA uzitim agarosové elektroforézy

Jednotlivé smési nasyntetizovanych inzerti z kroku 3.3.2 byly pfeciStény elektroforézou na
agarosovém gelu v horizontalnim provedeni. Byl pfipraven 1,5% gel agarosy v TAE pufru
(na pfedvazkach navazené mnozstvi 0,9 g agarosy ptidano do 60 ml TAE pufru) do Erlenmeyerovy
batiky. Smés byla ohtata v mikrovinné troubé cca 2 minuty, nez se vytvofil ¢iry roztok. Po zchladnuti
na cca 40 °C bylo do jesté neztuhlého gelu pridano 6 pl barviva SYBR® Safe DNA Gel stain 10 000x
koncentrovaného. Po vyliti roztoku do nadoby na elektroforézu a ztuhnuti gelu byly do jamek
naneseny vzorky (vzdy 20 ul produktu 1. PCR nebo 2. PCR, 5 ul glycerolu a 0,1 ul barviva SYBR®
Safe DNA), markery (10 ul markeru 2-log Ladder) nebo samotné barvivo (pouze pro sledovani
migrace, zde pouzit 0,1% roztok barviva E129 v objemu 5 ul barviva a 5 ul glycerinu). Byla spusténa

elektroforéza pii 110 V a dobu 40 minut.
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3.3.4 I1zolace DNA z gelu

Pro dalsi praci se ziskanou DNA, slouzici jako inzert pro transformaci, bylo nutné izolovat
produkt 2. PCR z gelu. To bylo provedeno pomoci sady Jet purufication Kit od firmy Genomed. Bylo
postupovano dle navodu dodaného v této sade.

Za podsviceni modrym svétlem byly z gelu vyfiznuty Casti v zénach 6a, 7a, 1b, 2b, 3b, 4b, 6b
a 7b, které predstavovaly produkt 2. PCR ocistény od nezadoucich necistot. Jednotlivé Casti byly
pfevedeny do mikrozkumavek eppendorf a byl pfidan ptiblizné trojnasobek hmotnosti (pfevedeny
na objemové jednotky) pufru L1. Gel byl rozpustén v tomto roztoku a smés kazdé mikrozkumavky
nanesena na kolonku zasazenou do nové mikrozkumavky. Takto ptipravené kolonky byly stoceny
1 minutu pii 12 400 rcf na centrifuze Eppendorf centrifuge 5415 R. Filtrat byl odstranén a na kazdou
kolonku bylo naneseno 500 pl roztoku L2 piislusného kitu. Kolonky v mikrozkumavkach byly opét
stoceny po dobu 1 minuty na stejné centrifuze pii stejnych podminkach. Po stoceni byl odstranén
filtrat a jesté jednou bez ptidavku dal§ich komponent byly kolonky stoCeny pti 12 400 rcf na stejné
centrifuze opét 1 minutu, aby bylo odstranéno co nejvice filtratu. Kolonky byly pfendany do novych
mikrozkumavek a na stied kazdé kolonky bylo piidano 30 ul sterilni destilované vody predehiaté na
69 °C v blokovém ohtivaci VLM LS1. Po 1 minuté stani byly kolonky 2 minuty staceny pii 12 400 rcf

na stejné centrifuze. Filtrat byl uloZen, ten jiZz obsahoval DNA pro dal$i postup.

3.4 Exprese dele¢nich mutanti cytochromu bs

3.4.1 Ligace a vneseni genu do vektoru

Aby kompetentni buiiky mohly pfijmout inzert (pfipraveny 2 reakcemi PCR), bylo nutné jak
inzert, tak i vektor s§tépit na specifickych mistech restrikénimi endonukleasami (Xho | a Nde 1), které
zajisti ostré konce, které na sebe nasednou pii ligaci.

Smés pro §tépeni vektoru, neboli plasmidové DNA, byla do mikrozkumavky eppendorf
pfipravena smichanim:

e 0,75 pul endonukleasy Xho I

e 0,75 pl endonukleasy Nde I

o 12 ul plasmidu pET-30a(+), resp. pET-22b

e 2 ul pufru NEB Cut Smart (10x koncentrovany) od firmy BioLabs
o sterilni destilovana voda do 20 pl

Smés pro Stépeni konstruktu (pfipravenym PCR reakcemi a naslednym piecisténim po gelové
elektroforéze) byla piipravena do dalSich mikrozkumavek, a obsahovala:

¢ 0,75 pl endonukleasy Xho |
¢ (,75 pl endonukleasy Nde I
e 12 ul produktu 2. PCR
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o 2 ul pufru NEB Cut Smart (10x koncentrovany) od firmy BioLabs
o sterilni destilovana voda do 20 pl
Vsechny smési byly ponechany pies noc na inkubaci pii 37 °C v inkubatoru IR 1500 Automatic CO2,

Incubator, Flow Laboratories.
3.4.2 Kontrola $tépeni

Pro ovéfeni, Ze byly konstrukt i vektor spravné Sté€peny, byla provedena agarosova
elektroforéza na 1,5% agarosovém gelu. Na predvazkach bylo navazeno 0,6 g agarosy a rozpusténo
ve 40 ml TAE pufru 1x koncentrovaného. Smés byla ohtata v mikrovlnné troubé, az vznikla ¢ira
tekutina. Po zchlazeni na cca 40 °C bylo ke smési ptidano 4 pl barviva SYBER® Safe SDNA Gel
stain 10 000x koncentrovaného. Smés byla nalita do nadoby na elektroforézu a po zpolymerovani
a vytvoreni zon hiebenem byl do kazdé drahy nanesen vzorek o slozeni:

o vzorky konstruktt - vzdy spotfebovana smés piecisténé z agarosového gelu (cca 20 pl smési)
e vzorek vektoru - pouzito 12 ul klonovaciho vektoru pET 30a(+), resp. pET-22b
e barvivo E129 pfipravené zfedénim s glycerinem (pomér glycerin:barvivo = 4:1)

Elektroforéza probéhla pii 110 V po dobu 36 minut.
3.4.3 Ligace

Do 4 mikrozkumavek eppendorf bylo pipetovano vzdy stejné mnozstvi komponent, jen dle
ptislusného konstruktu byl pouzit del-4, del-6, del-8 nebo del-10. Smés pro ligaci vzdy obsahovala:
e 35-40 pl prislusného konstruktu (pouzito vSe, co bylo po izolaci z gelu uschovano v mrazicim
zatizeni pti -20 °C)
e 4 ul vektoru pET-30a(+) pro del-8 a del-10, resp. 4 ul vektoru pET-22b pro del-4 a del-6
e 4 ul pufru pro T4 DNA ligasu (od firmy BioLabs New England)
e 0,5 ul T4 DNA ligasy
Mikrozkumavky s pfipravenou smési byly vlozeny do cykleru TECHNE znacky Techgene

a smés byla ponechana cca 17 hodin pii 16°C.
3.4.4 Transformace bunék a amplifikace vektoru

Bunky E.coli XL10-Gold, které obsahuji syntetické geny pro cytochrom bs, byly vyjmuty
zmrazaku (-80°C). Nejprve byly rozmrazeny na ledu (-20°C) pii laboratorni teplote.
Do cistych mikrozkumavek byly vneseny konstrukty del-4, del-6, del-8 a del-10 zaligované do vektoru
pET-30a(+)/pET-22b. Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano 100 ul bun¢k XL10-Gold a 20 ul
ligani smési. Po dobu 30 minut byla smés ponechana na ledu (pfi laboratorni teploté). Poté byl

proveden teplotni Sok: na 1,5 minuty byly mikrozkumavky se smési vlozeny do blokového ohfivace
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LS1 VLM, ktery byl vyhiaty na 42 °C. Poté byly smési chlazeny na ledu (pii laboratorni teploté)
po dobu 2 minut. Do kazdé mikrozkumavky bylo ptidano 300 pl LB media (bez piidavku antibiotik)
a takto pfipravena smés byla kultivovana 1 hodinu pfi 37°C Vv inkubatoru IR 1500 Automatic CO2
Incubator.

Po inkubaci byla smés odstfedéna na stolni centrifuze eppendorf centrifuge 5415
pii 5000 RPN po dobu 0,5 minuty. 100 pl horni vrstvy supernatantu bylo odebrano a ve zbylém
objemu supernatantu byla peleta resuspendovana. Suspenze byla pfenesena na pfedem pfipravené
plotny s kanamycinem (o koncentraci 50 pg/ml, 1000x koncentrovany, do 10 ml ohfatého agaru bylo
pridano 100 pl zasobniho roztoku kanamycinu). Vyzihanou hokejkou byla smés po agarové plotné
rozetfena a po zaschnuti byla dnem vzhiiru inkubovana pies noc pii 37°C. Paraleln¢ byla provedena
kontrola, na samostatnou agarovou plotnu s antibiotikem byly rozetfeny buniky E. coli XL10-Gold,
resp. DH5a. Takové bunky nenesou plasmid a tim ani rezistenci na antibiotika (kanamycin, resp.
ampicilin) a v ptipad¢ spravného postupu na agarové plotné nevyrostou.

Postup proveden ve flow boxu, za pouziti rukavic, ptedem sterilizovanou hokejkou, ktera byla

nejdiive promyta 96% et-OH a poté vyzihana v plameni kahanu.
3.4.5 Preockovani metodou ,,single cell colony*

Nasledujici den byly kolonie, které vyrostly na agarovych plotnach, pfeo¢kovany do tekutého
media. Tento postup je zafazen z toho dliivodu, Ze agarové plotny by jiz nemusely stacit jako vyzivné
medium pro kultivované bakterie.

Sterilnim paratkem byla pfeoCkovana vzdy 1 nahodné vybrana kolonie z plotny a pienesena
do zkumavky Falcon s tekutym LB-mediem. VSechny smési byly vlozeny do tfepacky G24
Environmental Incubator Shaker, New Brunwick Scientific CO. Inc. Edison, N-J.U.S.A. Tfepani
probihalo pii 220 RPM a teplot¢ cca 40°C.

3.4.6 1zolace DNA z bunék pomoci fenol-chloroformu

Nejdiive byla pomoci pinzety odstranéna paratka ze zkumavek s buné¢nou smési. Zkumavky
obsahujici bakterie byly centrifugovany (pfistroj Allegra X-22R Centrifuge) po dobu 20 minut
pii 4500 RPM a teploté 4°C. Po sto¢eni byly supernatanty vylity a zkumavky typu Falcon pievraceny
dnem vzhuru na filtraénim papiru. Ke kazdému sedimentu na dn¢ zkumavky bylo pfidano 200 pl
vychlazeného GTE. Po 5 minutach stani pfi laboratorni teploté byla smés byla pfevedena do 1,5 ml
mikrozkumavky eppendorf. Po dal§ich 5 minutach stani bylo ke smésim piidano 300 ul lyza¢niho
pufru (pfipraven smichanim 4,3 ml sterilni mQ vody, 500 pl 10% SDS a 200 pl 5 M NaOH). Dale
bylo do smési pfidano 200 pl vychlazeného draselno-acetaitového pufru (KAc). Smés
v mikrozkumavce byla promichana ota¢enim mikrozkumavky po dobu 10 s, poté byla inkubovana

10 minut v lednici. Po ochlazeni byly smési centrifugovany na stolnim pfistroji Centrifuge 5415R
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eppendorf po dobu 10 minut pii 16100 rcf. Supernatanty byly pieneseny do novych mikrozkumavek,
do kterych bylo pfidano 500 pl smési fenol:chloroform:isoamylalkohol v poméru 25:24:1. Tyto smési
byly opét odstfedény po dobu 2 minut pii 5400xg a teploté 4 °C na stejné centrifuze. Supernatant byl
odsat a k peleté bylo pfidano 190 pl 70% et-OH na jeji promyti. Poté byl supernatant odstranén
a vzorky byly dosuseny na pfistroji DNA Speed Vac DNA 110 (od firmy Savant), a to pii nezavienych
mikrozkumavkach a pfi stfednim zahtivani. Ke vzorkim bylo po dosuseni ptidano 100 pl TE pufru
a 0,5 ul RNAsy A (10 ug/ml) a cela smeés byla zahtivana ve vyhfivaném bloku na teplotu 60 °C.
Po rozpusténi byla smés vyndana, kdyz vytemperovala na laboratorni teplotu, bylo k ni pfidano 60 pl
PEG pufru a smés byla ponechana 1 hodinu na ledové lazni. Poté byla 15 minut centrifugovana pfi
4 °C na stejném pristroji pii 15000%g. Peleta po sliti supernatantu byla rozpusténa v 30 ul sterilni
destilované vody o teplote 55 °C.

Smeés byla ulozena v mrazaku pfti -20 °C.

3.5 Priprava vzorkii na sekvenaci

Pro ovéfeni spravnosti vytvofeného genetického kodu byla vyuzita metoda sekvenace (Cteni)
DNA. Ta analyzuje potadi nukleotidovych bazi. Nejprve byla urc¢ena koncentrace DNA ve vzorcich,
jeho Ccistota poté byla vhodn€ nafedéna, aby jeji hodnota odpovidala pozadavkim sekvenacni
laboratofte.

Bylo uzito vztahu pro vypocet koncentrace DNA:

cpna = (Azgo — Aszp) X Fedéni x 50,
kde cpna je koncentrace DNA [g-ml™], A, je absorbance pii vlnové délce x nm, fedéni je celé ¢islo
udavajici, kolikrat byl vzorek ztedén.

DNA je cista, pokud neobsahuje rtizné piimési a necistoty. V roztoku mohou byt pfitomny
napf. proteiny, které maji absorpénim maximum pii 260 nm. Nukleové kyseliny maji absorpéni
maximum pfi 280 nm. Cistota DNA se udava pomérem : A,qo/Azg0, kde idedlni &iselnd hodnota je
idealni mezi 1,8 a 2,0. Dale se vyuziva poméru A,go/A250, jehoZ optimalni vysledek je 1,8.

Me¢éteni absorpénich spekter vzorki bylo provedeno na spektrofotometru Diod Array 8453,
Hewllet-Packard. Absorbance byla méfena proti destilované vodé, pozornost byla vénovana hodnotam
nameétenych pii 230, 260 a 280 nm.

Pro sekvenaci bylo potieba dodrZzet pokyny sekvenaéni laboratore, tedy pfipravit idedlné 7 ul
roztoku DNA, ktery obsahuje 3-5 ng DNA na 100 pb plasmidové DNA. Vzorky byly vhodné nafedény
sterilni destilovanou vodou a v mikrozkumavkach dodany oznacené do Laboratofe pro sekvenaci

DNA Univerzity Karlovy v Praze, Vini¢na 7. K analyze DNA byl pouzit primer T7 promoter.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Volba dele¢nich mutantua

Delece byly provadény v oblasti linkeru spojujiciho solubilni doménu s membranovou.
Prestoze struktura celé retikularni formy cytochrom bs neni zndma, na zaklad¢ predikei sekundarni
struktury se zda, ze oblast linkeru (aminokyseliny 90 - 105) ani jeji bezprostfedni okoli nema zadnou
sekundérni strukturu (obr. 8). Je tedy malo pravdépodobné, ze mutace provadéné v této oblasti by

nemély strukturu proteinu vyznamnym zptsobem destabilizovat.

cont: JININNInEERz=xANRRnn=EERRn RN nE s nnn it
Pred: a1 — —

Pred: CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCCCEEEEECCEEEECCCC
AR MAEOSDEAVEYYTLEEIQEHNHSESTWLILHHEVYDLTER

10 20 30 40

cont: JINNNREENNENNn=00Nnn--nNnRNEnRENnnlnt
Pred: S—

Pred: CCCCCCCHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHCCE
Ah: LEEHPGGEEVLEREQAGGDATENFEDVGH ETDAREMEETEL

50 60 T0 B0
cont: nEizEINNNRERERRNEEEEnenEEERn e RN ARNRNEN
Pred: E

Pred: EEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC CHHHHHHHHHHH
Ah: IGELHPDDFPELWNEFPETLITTIDSSZSSWWINWVIPAISA

a0 100 110 120

cont: JINNNNRRNNN=-RN
Pred: 77777 —

Pred: HHHHHHHHHHHCCC
AR VAEVALMYELYMRED

130

Li=gend -

I:I — heli= Comf: ]:j]ll[ — confidence of prediction
- +
— stxand Pred: predicted cecondary structure

— ocoil AA: target cequence

Obr. 8
Na obrazku je ukazan vysledek predikce sekundarnich struktur lidského cytochromu bs vytvoreny
pomoci serverové aplikace PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

Dele¢ni mutanti byly navrzeny tak, aby zahrnovaly jak delece kratké, které by pravdépodobné
nem¢ly mit na funkci cyt bs vliv. Tak i dlouhé delece odstranujici prakticky cely linker, u nichz lze
predpokladat velky vliv na interakci s cytochromem P450. Sekvence piirozené formy i sekvence

delecnich mutantti jsou uvedeny na obr. 9.

26



Prirozend forma cytochromu bsg

MAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHSTDAREM
SKTFIIGELHPDDRPKLNKPPETLITTIDSSSSWWINWVIPAISAVAVALMYRLYMAED

Del 4
MAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHSTDAREM
SKTFIIGELHPDDRPKLNBBETLITTIDSSSSWWTNWVIPATSAVAVALMYRLYMAED

Del 6
MAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHSTDAREM
SKTFIIGELHPDDRPKLN ITTIDSSSSWWINWVIPAISAVAVALMYRLYMAED

Del 8
MAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHSTDAREM
SKTFIIGELHPDDRPKLN TIDSSSSWWTNWVIPAISAVAVALMYRLYMAED

Del 10
MAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDATENFEDVGHSTDAREM
SKTFIIGELHPDDRPKI IDSSSSWWTNWVIPAISAVAVALMYRLYMAED

Obr. 9 Aminokyselinové sekvence cytochromu bs a jednotlivych deleénich mutanti
Podtrzena je vzdy linkerova Cast proteinu, ¢erven¢ jsou u kazdé sekvence zvyraznéna sekvence, ktera
bude zruSena u dané varianty chybét.

4.2 Navrh oligonukleotidii pro genovou syntézu

Sekvence nukleotidd pouzitd pro genovou syntézu vychazela ze sekvence optimalizované pro
bakterii E. coli kmen K12 [8], ta kodovala protein identicky s ptirozenou formou lidského
retikularniho cytochromu bs. Zde byla pouzita podobna strategie syntézy s tim, ze nukleotidy kodujici
oblast linkeru byly postupné nahrazovany jinymi (krat$imi), které byly navrzeny tak, aby byly
zachovany podminky vhodné pro genovou syntézu pomoci PCR.

Genova syntéza spocivala v nasedanim oligonukleotidt, tedy fetézcti nukleovych bazi o délce
60-80 pb. Navrzeny byly tak, aby obsahovaly komplementarni konce S podobnou teplotou nasedani.
V oblasti mezidoménového linkeru cytochromu bs byly zruseny 4, 6, 8 a 10 aminokyselin a to takove,
které v prekladu do DNA kodu nepattily do oblasti usekti pro nasedani.

Krajni oligonukleotidové fetézce, tedy 1-wt a 8-wt (viz tab. 1) byly opatieny restrikénimi

misty pro endonukleasy Nde I a Xho I a také inicianim kodonem a STOP kodonem.

4.3 PrecisSténi agarosovou elektroforézou
Tento krok byl proveden, protoze pti PCR vnikaji geometrickou fadou Zz&douci produkty, ale

ve smési se vyskytuji i produkty nezaddouci (napf. Spatné nasyntetizované, kopie templatu). V celé
smesi se tedy vyskytuji fragmenty DNA riznych délek.

Pomoci agarosové elektroforézy je mozné selektovat iseky DNA podle jejich velikosti a poté
je z gelu izolovat. Pomoci markeru o znamych délkach usekti byly detekovany konstrukty jednotlivych
dele¢nich mutanti. Zde byl pouzit marker 2-log Ladder, ktery obsahuje tseky DNA od 100 pb
do 10000 pb. Jeho drahy jsou uvedeny na obr. 10.
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7a

Obr. 10 Agarosovd elektroforéza selektujici jednotlivé délky DNA
Horni ¢ast gelu: zona la - produkt 1.PCR del-4, zona 2a - produkt 1.PCR del-6, zona 3a - produkt

1.PCR del-8, zona 4a - produkt 1.PCR del-10, zona 5a - marker 2 log DNA Ladder, zony 6a, 7a -
produkt 2.PCR del 4, zona 8a - barvivo E129; dolni ¢ast gelu: zony 1b, 2b - produkt 2.PCR del 6,
zOny 3b,4b - produkt 2.PCR del 8, zéna 5b - marker 2-log DNA Ladder (obr. 11), zény 6b,7b -
produkt 2.PCR del 10. Cernou $ipkou oznadeny zony, ve kterych se vyskytuji jednotlivé konstrukty
vSech pripravovanych deleci cytochromu bs. Ty byly dale zpracovany. Vzorky smési s produkty
1.PCR byly na gelu spise kviili zapInéni volnych drah gelu.
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Mass (ng) Kilobases

40 100 -
40 80 -
9 507
4
a4
120 3.0 -
0 20-
5 15-
B 12-
122 10-
3 09-
N 08—
7 07 -
2 08 -
124 0.5
49 04-
T 03-
02
B 04 -

Obr. 11 Marker 2-log DNA Ladder
K jednotlivym usektim DNA je pfifazena jejich velikost (kpb) a hmotnost (ng). Pievzato z [36].

4.4 Ligace vektoru a inzerti

Aby kompetentni buiiky mohly pfijmout inzert (pfipraveny 2 reakcemi PCR), bylo nutné jak
inzert, tak i vektor §tépit na specifickych mistech restrikénimi endonukleasami (Xho I a Nde I), které
vytvoii prekryvajici se konce, které na sebe nasednou pfi ligaci (obr. 12).

Zapojeni kratké DNA nesouci geny pozadovaného produktu do plasmidu zajistila T4 DNA
ligasa. To je enzym, ktery vytvari fosfodiesterové vazby spojujici 3° a 5’ konce dvou fetézci DNA,

k ¢emuz vyzaduje ATP.
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Inzert

ostry konec l ostry konec

Inzert

Vektor

Obr.1 2 VloZeni inzertu do vektoru
Na obrazku je schematicky znazornéno, jak je inzert Stepen restrikénimi endonukleasami Nde |
a Xho I. Tim vznikaji restrikéni mista s ostrymi konci, které se spojuji s kompatibilnimi konci
Stépeného vektoru pii ligaci. Vytvoieno podle [32, 34, 38, 37].

4.5 Kontrola Stépeni agarosovou elektroforézou

Po stépeni endonukleasami byla provedena kontrola (vizualn€ podle velikosti bandd v drahach
gelu v porovnani s markery, obr. 13 a obr. 14).
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marker marker + barvivo

J J

stépené
konstrukty

N’
plasmid

pET-30a(+)

Obr. 13 Kontrola $tépeni plasmidu a konstruktii |
Stépené konstrukty znaéi vzorky del-4, del-6, del-8 a del-10 po reakci s restrikénimi enzymy, pod
oznaCenim ,,marker* je 2-logLadder, drahy plasmidu pET-30a(+) $t€peného stejnymi enzymy jako
konstrukty ve dvou piedposlednich drahach, zluté zvyraznéna ¢ast pfipravena piijmout inzert, v draze
,,marker+barvivo je mensi mnozstvi 2-log Ladder a barvivo E129. Obrazek je upraven kvuli zesileni
slab¢ viditelnych drah $tépeného cytochromu bs. V tomto bloku experiment se konstrukty del-4 a del-
6 nezdafilo ptfipravit.
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lambda marker

\L DNA marker

Obr. 14 Kontrola $tépeni plasmidu a konstrukta IT
Na tomto obrazku je gel po elektroforéze z druhého bloku experimentd, kde byly endonukleasami
Stépené konstrukty del-4 a del-6 (prvni dvé drahy zleva) a plasmid pET-22b (prvni dvé drahy zprava,
vyznaceny useky pro piijeti inzertu). K urceni velikosti usektli byly pouzity markery Lambda
DNAV/EcoRI+Hindlll Marker (oznacen zkracené jako lambda marker) a DNA marker 155-970 (znacen
zkracené DNA marker)

4.6 Transformace bunék a amplifikace vektoru

Pro pfijeti vektoru s vlozenym inzertem kompetentnimi bunikami E.coli XL 10 Gold (resp.
DH5a) byla zvolena metoda teplotniho Soku. Ta spociva v tom, Ze zménou teploty je na chvili oslaben
povrch bunky kryty cytoplazmatickou membranou. Tim se integruje vektor dovnitt buniky. Tento krok
nesmi trvat dlouho, hned po ném jsou buiiky opét chlazeny a je jim pfidino medium s Zivinami, aby se
vzpamatovaly.

V postupu byly pouZity nejprve pro vSechny vzorky buiiky kmeny E.coli DHI, ve kterych
probéhly vSechny transformace neuspésné, a XL10-Gold. Do nich se i po né€kolika opakovanich
zdarné povedlo vlozit jen vektory s inzerty del-8 a del-10. Zbylé 2 inzerty s geny pro del-4 a del-6
byly vneseny do bunék DH5a, a to v plasmidu pET-22b.

Amplifikace znamena zmnozeni, tedy zvySeni poctu kopii DNA obsahujici geny kddujici
proteiny, v pfipadé této prace dele¢ni mutanty cytochromu bs. Probihd uvnitt bunék, které uspésné
prijaly DNA vlozenou do plasmidu. Pro urychleni mnoZeni bunék a tim i gend bylo poskytnuto
bunkam prostiedi optimalni teploty 37 °C v inkubatoru a tmavém prostiedi a také ziviny (agar).

Pivodni zamér provést transformaci v kmenech DH1 se nepovedl. Na agarovych plotnach sice
vyrostlo nékolik kolonii, ale rtzové barvy, pfipadné nevyrostly zadné kolonie. Mohlo to byt
zpusobeno Spatnou volbou kmene, ktery nepftijal plasmid, piipadné mohla byt do vzorku s buiikami

vnesena kontaminace. Prace s XL10-Gold se podafila pouze ve dvou piipadech a to i pfes
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nékolikanasobné opakovani. Zde bylo mozné znecisténi pii manipulaci s vektorem pET-30a(+), proto
byl znovu tento prazdny plasmid amplifikovan a izolovan pro nové pokusy. Ani pii dal$im pouziti se
transformace zbyvajicich dvou inzertd nezdatila. Chyba mohla byt opét zptisobena $patnou manipulaci
s vektorem, jeho kontaminaci ¢i vysokou davkou antibiotika. Posledni moznost je vSak malo

pravdépodobna, byly provedeny i kultivace na agarovych plotnach s niz$i koncentraci kanamycinu.

4.7 Cistota a koncentrace izolované DNA

Pro zjisténi Cistoty a koncentraci DNA jednotlivych konstruktd byly namétfeny hodnoty
absorbanci pti charakteristickych vinovych délkach (tab. 5). Z téchto hodnot byly uréeny poméry
absorbanci a koncentrace DNA (viz oddil 3.5).

Tab. 5 Naméfené absorbance a dopo¢tené hodnoty urcujici ¢istotu a koncentraci DNA

Konstrukt | Agso | Asso | Azso | Asso/Asso | AssolAzzo | Conalpg ml™]
Del-4 019 | 043 | 0,21 2,05 2,26 5397
Del-6 021 | 052 | 0,26 2,00 2,47 6526
Del-8 | 0,0050 | 0,0124 |0,0063| 1,96 2,47 249
Del-10 | 0,0168 | 0,0367 [0,0188| 1,95 2,18 460

Z vysledku je patrné, ze ne vSechny vzorky byly idealné Cisté. To mohlo byt zplisobeno jednak

nedokonalou izolaci DNA, jednak zne¢isténim pii manipulaci béhem méteni sbsorp¢nich spekter.

4.8 Sekvenace

Za spravny vysledek je povazovana sekvence se 100% shodou genetického kodu jako v

navrhu na syntézu. Na obrdzku 15 jsou genetické kody vsech konstrukta.
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Product del_4:

CATATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAAATCCAGAAACACAACCACTCTAAA
TCTACCTGGCTGATCCTGCACCACAAAGTTTACGACCTGACCAAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTGAAGAA
GTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACCGAAAACTTCGAAGACGTTGGTCACTCTACCGACGCGCGTGAA
ATGTCTAAAACCTTCATCATCGGTGAACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGAACACCCTGATCACCACCATC
GACTCTTCTTCTTCTTGGTGGACCAACTGGGTTATCCCGGCGATCTCTGCGGTTGCGGTTGCGCTGATGTACCGT
CTGTACATGGCGGAAGACTAACTCGAG

Product del_6:

CATATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAAATCCAGAAACACAACCACTCTAAA
TCTACCTGGCTGATCCTGCACCACAAAGTTTACGACCTGACCAAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTGAAGAA
GTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACCGAAAACTTCGAAGACGTTGGTCACTCTACCGACGCGCGTGAA
ATGTCTAAAACCTTCATCATCGGTGAACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGAACATCACCACCATCGACTCT
TCTTCTTCTTGGTGGACCAACTGGGTTATCCCGGCGATCTCTGCGGTTGCGGTTGCGCTGATGTACCGTCTGTAC
ATGGCGGAAGACTAACTCGAG

Product del_8:

CATATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAAATCCAGAAACACAACCACTCTAAA
TCTACCTGGCTGATCCTGCACCACAAAGTTTACGACCTGACCAAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTGAAGAA
GTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACCGAAAACTTCGAAGACGTTGGTCACTCTACCGACGCGCGTGAA
ATGTCTAAAACCTTCATCATCGGTGAACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGAACACCATCGACTCTTCTTCT
TCTTGGTGGACCAACTGGGTTATCCCGGCGATCTCTGCGGTTGCGGTTGCGCTGATGTACCGTCTGTACATGGCG
GAAGACTAACTCGAG

Product del_10:

CATATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAAATCCAGAAACACAACCACTCTAAA
TCTACCTGGCTGATCCTGCACCACAAAGTTTACGACCTGACCAAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTGAAGAA
GTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACCGAAAACTTCGAAGACGTTGGTCACTCTACCGACGCGCGTGAA
ATGTCTAAAACCTTCATCATCGGTGAACTGCACCCGGACGACCGCCCGAAACTGATCGACTCTTCTTCTTCTTGG
TGGACCAACTGGGTTATCCCGGCGATCTCTGCGGTTGCGGTTGCGCTGATGTACCGTCTGTACATGGCGGAAGAC
TAACTCGAG

Obr. 15 Geneticky kéd dele¢nich mutanti cytochromu bs ovéieny sekvenaci
Modie jsou podbarveny fetézce DNA kodujici zbylou oblast linkerové domény, ¢erné je na zac¢atku
zvyraznén kod pro endonukleasu Nde I, ¢erné je na konci kazdého genetického kodu zvyraznéno
restrikéni misto pro endonukleasu Xho I.
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5ZAVER

Navzdory pocateénim potizim, kdy se zpocatku opakované nedafilo piipravit dva konstrukty
S krat§imi delecemi, se nakonec vSechny Ctyfi planované expresni vektory kodujici modifikované
formy lidského retikularniho cytochromu bs podafilo pfipravit. Findlnimi preparaty jsou expresni
vektory zalozené na plasmidech pET-30a(+) a pET-22b v mnozstvi a ¢istoté dostatecné pro naslednou
heterologni expresi dele¢nich mutanti lidského cytochromu bs v E. coli. Nasledné byla z téchto bunék

amplifikovana DNA izolovéana a spravnost genetického kodu byla ovéfena sekvenaci.
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