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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou rozsahlou skupinou proteinli metabolizujicich Siroké
mnozstvi substrati. Rada z nich se vyznamné podili na metabolismu 16¢iv &i jinych
xenobiotik vcetné fady chemickych karcinogent.

Hemoprotein cytochrom bs je jedno-elektronovy pienasec elektront spolupracujici
s NADPH:cytochrom P450 reduktasou a NADH:cytochrom bs reduktasou 3, ktery je spjaty
s metabolismem zprostfedkovanym cytochromy P450. Cytochrom bs je schopen
prostiednictvim modulace aktivity cytochromt P450 ovliviiovat metabolismus fady latek.

Cilem disertacni prace bylo vyuzit mistné cilenou mutagenezi cytochromi P450
rodiny 1 K lep$imu porozuméni mechanismu jejich nitroreduktasové aktivity. Dale byla
studovana interakce cytochromu bs s cytochromy P450 podrodiny 1A pomoci mistné
cilené mutageneze jejich predpokladaného kontaktniho rozhrani. V ramci prace byly takeé,
za pouziti kombinace experimentu a teoretickych pfistupti, studovany rozdily v redukci
lidskych cytochromti P450 v intaktnich bakteridlnich buiikdch béhem jejich heterologni
exprese.

Z vysledkt vyplyva, ze nitroreduktasova aktivita CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1 je
zprostiedkovana hydroxylovou skupinou v aktivnim mist¢ a jejim zavedenim lze u
CYP1BI1 artificialn¢ vyvolat nitroreduktasovou aktivitu. Pomoci mutageneze byly také
identifikovany aminokyseliny, které se pravdépodobné ucastni interakce lidského
membranového cytochromu bs s CYP1AL a CYP1A2. Dale bylo také zjisténo, ze nékteré
cytochromy P450 produkované v bakteridlnim systému jsou prakticky kompletné
redukovany piimo v hostitelské buiice, zatimco jiné jsou redukovany jen minimalné.
Proteinem, podilejicim se na tomto jevu je pravdépodobné bakterialni flavoprotein -

flavodoxin.

Klic¢ova slova: cytochromy P450, heterologni exprese, protein-protein interakce, ,,site-

directed* mutageneze



Abstract

Cytochromes P450 represent a large group of proteins metabolizing variety of
substrates. Many of them are responsible for metabolism of xenobiotics including drugs
and chemical carcinogens.

Heme-protein cytochrome bs is a single-electron donor cooperating with a
NADPH:cytochrome P450 reductase and NADH:cytochrome bs reductase 3 enzyme.
Cytochrome bs can affect the xenobiotic metabolism via modulation of the cytochromes
P450 activity.

One of the goals of the Ph.D. thesis was to utilize site directed mutagenesis of
cytochromes P450 family 1 to elucidate the mechanism of their nitroreductase activity.
Another aim was to study the interaction between cytochrome bs and cytochromes P450 of
the 1A subfamily using site directed mutagenesis on presumed protein-protein contact
interface. Another goal was to utilize the combination of theoretical and experimental
approaches to explain variance in the reduction state of several human cytochromes P450
heterologously expressed in intact bacterial cells.

The results found in the thesis show that nitroreductase activity of CYP1AL,
CYP1A2 and CYP1B1 is mediated by the presence of a particular hydroxyl group in their
active centre. Single mutation introducing a hydroxyl group to the specific part of CYP1B1
active site to the active site turned on its artificial nitroreductase activity. Other results
identified several amino acids residues located on the contact of cytochrome bs with
CYP1Al or CYP1A2. Finally the results of combined theoretical and experimental
approaches suggest that the differences in reduction state of human cytochromes P450
heterologously expressed in intact bacterial cells, which can be related to the differences in

their interaction with bacterial electron donating protein - flavodoxin.

Keywords: cytochromes P450, heterologous expression, protein-protein interactions, site-

directed mutagenesis
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Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

A

AAlI
ALA
APS
BCA

bp

BSA

C

CPR
CYB5R3
CYP

cyt bs
Da
DEAE
DLPC
DMSO
DNA
DTT
EDTANa;
FAD
FMN

G
HEPES
CHAPS
IPTG

LB médium

MRNA

adenin

aristolochova kyselina I

d-aminolevulova kyselina

persiran amonny
4,4°-dikarboxy-2,2-bicinchoninova kyselina
para bazi (,,Base Pairs®)

hovézi sérovy albumin

cytosin

NADPH: cytochrom P450 reduktasa

NADH: cytochrom bs reduktasa 3

cytochrom P450

membranova forma cytochromu bs

Dalton, jednotka molekulové hmotnosti
diethylaminoethyl
1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-fosfocholin
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina (sodna stl)
flavinadenindinukleotid

flavinmononukleotid

guanin
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
isopropyl-p-D-1-thiogalaktosid

Luria Broth médium

mediatorova ribonukleova kyselina
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NADH
NADPH
ODsoo

ori

PCR

RPM

SDS
SDS-PAGE

T
TB médium
TEMED
Tris-Cl

viv

w/v

Seznam pouzitych zkratek

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)
opticka denzita pii 600 nm

pocatek replikace DNA

polymerasova fetézova reakce

otacky za minutu (,,revolutions per minute*)
dodecylsiran sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti

dodecylsiranu sodné¢ho

thymin

Terrific Broth médium

N,N,N’, N’- tetramethylethylendiamin

pufr  vznikly z tris(hydroxymethyl)aminomethanu s

danym pH vyrovnanym pomoci HCl
,volume/volume*, objem latky v mililitrech ve 100 ml

,weight/volume®, poCet grami latky ve 100 ml roztoku
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Ptehled literatury

1.Prehled literatury

1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou rozsahlou skupinou proteini obsahujici ptes dvacet
tisic zéastupcl. Znalosti o téchto proteinech se pohybuji od urovné detailniho popsani
aktivniho mista nékterych znich pies postupné rozkryvani mechanismu mnoha
katalyzovanych reakci az po fragmenty sekvenci dalSich ¢lenti z mnoha proteomickych
studii [1].

Tyto enzymy byly objeveny na konci Sedesatych let 20. stoleti Vv potkanich
mikrosomech  (fragmentech endoplasmatického retikula) pii sledovani posunu
charakteristického spektralniho absorpéniho maxima redukované formy s navazanym
oxidem uhelnatym, pouzivané metody ke stanoveni hemoproteint [2]. Vyskytuji se ale u
vSech forem zivota a také virli, coZ ukazuje tabulka 1. Stale jsou objevovany novi zastupci
této superrodiny proteintl, coZ je ziejmé na datech z roku 2013 a jejich zmény viici datim

z roku 2009.

Tab. 1 Zarazené cytochromy P450 dle typu organismu, k srpnu 2013.
Upraveno dle [3]

Typ organismu Pocet cytochromu P450 Pocet cytochromii P450

(2009) (2013)

Zivotichové 3282 6313

Rostliny 4266 7446

Houby 2570 5729

Protisté 247 247

Bakterie 905 1254

Archaebakterie 22 48

Viry 2 2

Celkem ‘ 11294 21039

Cytochromy P450 se pravdépodobné vyvinuly divergentni evoluci z jednoho genu
v superrodinu proteinti katalyzujicich velkou S$ké&lu reakci. Vznik prvniho proteinu

cytochromu P450 je odhadovan u ptedchtidce prokaryot pred 3,5 miliardami let [4].
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Prehled literatury

1.1.1 Nomenklatura cytochromi P450

Dlouhou dobu bylo pouzivano nékolik odlisnych nomenklatur cytochroma P450 a
jednotlivé typy proteint byly v publikacich oznacovany nékolika jmény. Pfikladem mize
byt cytochrom P450 1A1, ktery byl dfive oznacovan jako CYP-forma 6, CYP-C nebo
CYP-P1. V polovin¢ osmdesatych let dvacatého stoleti byla vytvofena Komise pro
standardizovanou nomenklaturu eukaryotickych cytochroma P450, ktera vydala své prvni

doporuceni pro sjednoceni nomenklatury [5].

Nomenklatura byla vytvofena srovnavanim aminokyselinovych sekvenci
cytochromiit P450, nacez byla tato superrodina proteinti rozdélena do rodin a podrodin

podle téchto pravidel [5,6].

e 7 anglického nézvu proteinu ,,cytochrome P450 se vytvoti zkratka CYP

e proteiny, jejichZ primarni struktura ma homologii vyssi nez 40 % se zafadi do
stejné rodiny a oznaci se arabskou ¢islici (napt. CYP1)

e proteiny, které maji homologii aminokyselinové sekvence vyssi, nez 55 % se tadi
do jedné podrodiny oznacené¢ pismenem (napt. CYP1A). Pfi vyCerpani pismen
abecedy se podrodina nazve AA, AB nebo pozdé¢ji BB

e samotna forma proteinu je po zafazeni do rodiny a podrodiny oznacena pofadovym
¢islem (napt. CYP1ATI)

Nomenklaturni pravidla jsou tedy zalozena na porovnani sekvence aminokyselin a

neni dilezita pfitomnost kofaktoru nebo katalyzovana reakce.

1.1.2 Strukturni vlastnosti cytochromi P450

Strukturni data byla nejprve ziskana pro solubilni bakterialni typ proteinu, pficemz
pozd¢ji ziskané modely eukaryotnich a predevsim savc¢ich forem jsou bakteridlnim formam
velmi podobné. Obecné jsou CYP vysSich zivoCichi membranové vazané a ve své
molekule tedy obsahuji ~ membranovou  doménu, ta  vSak byla  pro
potieby rentgenostrukturni  analyzy vétSinou odstranéna  molekularné-biologickou
manipulaci DNA sekvence pfislusného genu [7]. Vyjimku tvofi lidsky CYP19A1, jehoz
uspésné krystalizovany preparat byl izolovan piimo z placenty [8]. Modely bakterialnich

CYPu obsahuji dvanact konzervovanych a-helikalnich prvka oznaovanych A az L a B-list
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Vv blizkosti N-konce proteinu [9]. Pocet a-helixti je u eukaryotnich forem vétSinou vyssi,
ale ty jsou méné konzervované. Protein obsahuje kavitu v blizkosti vazaného hemu, ktera
umoznuje pristup substratu k aktivnimu centru enzymu (Obréazek 1). Helixy C, Dalaz L
spole¢né s PB-listy tvoii strukturni jadro proteinu obsahujici vazné misto pro hem a misto
pro vazbu substratu. Helixy F az G, B az C a koncové ¢asti tvofi vnéjsi hranici kavity a
vykazuji vyssi flexibilitu [7]. Obrazek 1 ukazuje obecnou topologii struktury cytochromu

P450.

Obr. 1 Obecna topologie cytochromu P450

Model CYP2CS8 (PDB 2NNI), barveny modie (N-konec) k ¢ervené (C-konec). Kavita je
zobrazena jako prisvitna oblast. Strukturné konzervované a-helixy jsou pojmenovany A-L,
ostatni jsou oznageny pismeny s apostrofy. Sedou barvou je ukazana struktura hemu,
rizovou barvou vazany substrat, zde molekula montelukastu; pievzato z [7]

S postupem sekvenacnich projektli na zacatku tisicileti na riznych organismech
bylo mozné porovnavat sekvence mnoha CYPU a hledat konzervované znaky pro vSechny
¢leny superrodiny. Do tivahy se tak dostaly dva konzervativni znaky [9]:

e Sekvence EXXR tvofici iontovy par v helixu K
e Cystein fungujici jako paty ligand iontu zeleza v hemu
Sekvence EXXR byla povazovana za nutnou pro spravné slozeni struktury. V roce

2006 byl ale objeven prvni z proteintl, ktery tuto sekvenci neobsahoval, a naopak jeji

rekombinantni inserce strukturu zni¢ila. Jednd se o protein z rodiny CYP157, ktery se

14



Prehled literatury

vyskytuje u bakterie Streptomyces coelicolor a je prvnim ze ¢ty popsanych CYPu
postradajicich zminény motiv [11].

Poslednim znakem byla pfitomnost cysteinu jako patého ligandu hemového Zeleza.
Po nedavném objevu hmyzi rodiny CYP408 a jejich dvou zéastupct byl ale vyvracen i tento
znak, jelikoZ oba proteiny postradaji konzervovany cystein, a piesto se diky své primarni
sekvenci pocitaji mezi cytochromy P450. Jinym podobnym proteinem by mohl byt EryCII
[12], ale 20% sekvenéni identita je pod hranici 25 % identity, kde je nemozné rozlisit
podobnost a homologii od ndhodné¢ uspotfaddané sekvence. Funkce CYP408 neni znama a

fadi se k takzvanym ,,sirot¢im proteinim®, které nemaji znamy substrat a funkci [10].

Nekteré  cytochromy P450 jsou wupraveny posttranslacnimi modifikacemi.
Nejcastéjsi zachycenou a nejvice prozkoumanou modifikaci je fosforylace, dale byla
popsana glykosylace a nitrace [13]. Fosforylace, provedena protein kinasou A nebo protein
kinasou C, se vyskytuje i u klinicky nejvyznamnégjsiho CYP3A4. Za funkci samotné
fosforylace, je povazovano oznacovani cytochromti P450 se ztracenou funkci nebo
K urychleni degradace proteasomem bunky [14]. U nékterych CYP vede fosforylace
k odkryti kryptické signalni sekvence, ktera puvodné retikularni protein vede do

mitochondrie [15].

Drtivd vétSina znamych cytochromi P450 ma ve svém aktivnim centru hem
(protoporfyrin 1X s koordinovanym iontem Zeleza). Ten je pfes ion zeleza vazan ke zbytku
cysteinu (obrazek 2). Tento cystein je patym ligandem hemového Zeleza a je odpovédny za
charakteristicky posun absorpéniho maxima do oblasti 450 nm, ktery nastava pii vytvoreni

komplexu redukovaného hemu s oxidem uhelnatym [16].

COOH COOH

Obr. 2 Hem
Prostheticka skupina cytochromt P450 vazana ptes centralni atom Zeleza ke zbytku
cysteinu. Pfevzato z [16].
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Cytochromy P450 se fadi k n¢kolika typum dle zavislosti na proteinu ¢i redoxnim
systému proteinti dodavajicich reakéni elektrony. Jejich ptehled, v némz jsou

spolupracujici proteiny rozdéleny dle jejich kofaktort, ukazuje obrazek 3 [17]:

>

FMN

FAD

rxX«¢—IomTmOoOOow

Obr. 3 Rozdéleni redoxnich systémii cytochromu P450

v

nomenklatury; velikost rameckii odpovida velikostem proteint nebo jejich domén. Modry
obdélnik ,,Zn* oznacuje hydrolasovou doménu, zeleny obdélnik ,,???* oznacuje
proteinovou doménu neznamé funkce. Pievzato a upraveno z [17]

V eukaryotech se vyskytuji pouze proteinové systémy oznacené A a B, vétSina

bakterialnich proteinovych redoxnich systémi je typem C.

Obrazek 3 ukazuje schopnost superrodiny cytochromt P450 spolupracovat i
S jinymi proteiny rozdilnymi od tradi¢né uvadénych. Diky rozristajicimu se poctu enzymi
byly objeveny i dosti necekané kombinace, vCetné zde neuvedené a diive zminéné rodiny
CYP408 postradajici prosthetickou skupinu. Nasleduje struény popis ukézanych
proteinovych spojeni s piikladem CYP, ktery je timto systémem podporovan [17]:

e Ad A: eukaryoticky systém vazany na vnéjsi membran¢ endoplasmatického
retikula. Obsahuje membranové vazany CYP S membranové vazanou
NADPH:cytochrom P450 reduktasou (CPR). Piikladem proteinu
vyuzivajiciho tento systém je lidsky CYP1A2
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e Ad B: eukaryoticky systém vazany ve vnitini membran¢ mitochondrie.
Obsahuje membranové vazany CYP interagujici se solubilnim FeS
proteinem adrenodoxinem. Ten ziskdva elektrony od solubilni
NADPH:adrenodoxin reduktasy. VétSina bakterii pouziva stejny systém,
vnémz jako nosiCe elektrond funguje ferredoxin a NADPH:ferredoxin
reduktasa. Prikladem je lidska CYP11A1

e Ad C: pienase¢ ferredoxin je nahrazen flavodoxinem. Pfikladem je
CYP107H1 z Bacillus subtilis.

e AdD: faze CYP a CPR, ptikladem je CYP102A1 z Bacillus megaterium

e Ad E: faze CYP a ftalatreduktasy, ptikladem je podrodina CYP111B
z Pseudomonas incognita

e Ad F: faze CYP a ferredoxinu, piikladem je CYP51FX z Methylococcus
capsulatus

e Ad G: fuze CYP a flavodoxinu, ptikladem je protein zndmy jako XplA
z Rhodococcus rhodochorus. Je schopen odbouravat nitrované vybusniny.

e Ad H: fize CYP a acyl-CoA dehydrogenasy u proteinu CYP222A1
z Pseudomonas fluorescens

e Ad I: fuze CYP a proteinu neznamé funkce. Jedna se o virovy CYP5253A1

e Ad J: fuze CYP a dioxygenasy/peroxidasy. Nalezeno u proteinu
z Aspergillus nidulans

e Ad K: fize CYP a hydrolasy obsahujici zinek, protein je znam jako
CYP631B5 z Penicillium brevicompactum

e Ad L: samostatn¢ fungujici CYP, prikladem je CYP5A1l nebo
thromboxansyntasa provadgjici isomeraci prostaglandinu

Artificidlni bakteridlni pfenasece elektronti mohou redukovat i membranové CYPy.
Bylo zjisténo, Ze bakterialni flavodoxin je schopen redukovat hovézi CYP17A1 a lidsky
CYP1A2 in vitro [18, 19].
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1.1.3 Reakéni mechanismus cytochromu P450

Obecna reakce enzymu (CYP) je vloZeni jednoho kyslikového atomu do struktury
substratu. Jelikoz je pouzit praveé jediny atom kysliku, fadi se protein mezi monooxygenasy
[20].

RH + O, +2¢" +2H" — ROH + H,0

Podrobn¢jsi informace o reakénim cyklu cytochromu P450 podavéa obrazek 4 a
ptidruzeny text [16]:

e substrat vazici se na nizkospinovou ferri-formu proteinu (1) do okoli aktivniho
centra zpusobi odstoupeni molekuly vody, ktera je v klidovém stavu vazéana

k hemovému zelezu jako Sesty ligand. To zméni nizkospinovy komplex na

vysokospinovy (2). Tento stav je nazyvan také ,,resting state®.

7 non /7' 'Fe""& 2

—Fe“'— —Fe'“
/48 "2° A Ty i f S\\ e
2,*. o | \(
// uzoz /’ O2. 1 3
-Flellv-t = H* /B ’\ —Fe“—
| z kTl
X HoO - : y: S,
A o
H? ? ?m
—Fe“l— /(2) —FT il 4
I
NN APEY
5b Hf l
s, 5a

Obr. 4 Reakéni schéma cytochromu P450.
Blizsi informace v textu. Pievzato a upraveno z [16].

e Vvysokospinova forma ma vice pozitivni redukéni potencidl a je prvnim elektronem
redukovana na ferro-formu (3). V tomto kroku se miize na atom Zeleza vazat také

oxid uhelnaty.

e naredukované Zelezo se vaze molekula kysliku a ustavuje se oxo-ferri komplex (4).
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e nasleduje redukce druhym elektronem, ¢imz vznika peroxo-ferri forma (5a). Ta je

protonovana za vzniku hydroperoxo-ferri formy (5b).

e vzdalengjsi atom kysliku od atomu Zeleza je redukovan a dochazi k hydrolyze
vazby mezi atomy kysliku, formuje se oxo-ferryl intermediat zvany ,,sloucenina I*

(6) a voda.
e poslednim krokem je oxygenace produktu a jeho uvolnéni (7).

Oxo-ferro komplex (4) je poslednim relativné stabilnim intermediatem cyklu.

Podoba naslednych intermediatt je stale pfedmétem vyzkumu.

V mechanismu se nachazi také tii zpétné reakce:

e A) Oxidasova cesta, béhem které je oxo-ferryl intermediat redukovan do

zakladniho stavu za uvolnéni vody bez oxygenace substratu.

e B) Peroxidova cesta, pii které se protonaci hydroperoxo-ferri formy z iontu zeleza

uvolni peroxid vodiku.

e C) Autooxidace oxo-ferri formy snavratem do vysokospinové ferro-formy se

vznikem superoxidového aniontu.

1.2 Lidské cytochromy P450 a jejich funkce

V lidském genomu se vyskytuje 57 aktivnich genli cytochromu P450 a 58
mutovanych a neaktivnich pseudogenti [3]. Z aktivnich forem 50 gent koduje proteiny
vyskytujici se na membran¢ endoplasmatického retikula a nazyvané mikrosomalni a 7
gent koduje mitochondridlni formy. Jejich ptehled uvadi tabulka 2. Tyto proteiny se

nachazi predevsim v jatrech, ale nalézaji se i v dalSich ¢astech lidského téla.

Jak je uvedeno v kapitole 1.1.2 a na obrazku 3, sav¢i cytochromy P450 vazané
V mitochondrii pfi svém enzymovém cyklu ziskavaji elektrony od NADPH pies dva
rozpustné proteiny, NADPH:adrenodoxin reduktasu a adrenodoxin [21]. Na stejném
obrazku je uvedena i spoluprace mikrosomalnich cytochromi P450 s NADPH:cytochrom
P450 reduktasou, ktera je také ukotvena v membrané endoplasmatického retikula [22]. Ta

ve své struktuie obsahuje flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD)
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[23], coz jsou kofaktory vyskytujici se spole¢né jen ve Etyfech sav¢ich enzymech. Doména

s FAD vaze NADPH, zatimco doména s FMN se vaze na cytochrom P450 [24].

Jednou z funkci cytochromi P450 je metabolismus cizorodych latek (xenobiotik),
na kterém se podili pfedevsim rodiny 1 az 4. Data z tabulky 2 ukazuji, Ze ostatni rodiny

cytochromi P450 zasahuji do metabolismu dalsich latek a pfedevsim eikosanoidii [24].

Tab. 2 Prehled funkci jednotlivych lidskych cytochromu P450.
Pievzato z [24]

Protein Funkce

CYP1A1l metabolismus eikosanoidu; xenobiotik
CYP1A2 metabolismus eikosanoidi; 1é¢iv; xenobiotik
CYP1B1 metabolismus eikosanoidi; xenobiotik
CYP2A6, 2A13 metabolismus eikosanoidt; 1é¢iv; xenobiotik
CYP2AT metabolismus nitrosaminu

CYP2B6 metabolismus eikosanoidi; 1é¢iv; xenobiotik

CYP2CS8, 2C9, 2C18, 2C19 | metabolismus eikosanoidi; 1é¢iv; xenobiotik

CYP2D6 metabolismus eikosanoidi; 1é¢iv; xenobiotik

CYP2E1 metabolismus eikosanoidu; 1é¢iv; xenobiotik

CYP2F1 metabolismus eikosanoidt; 1é¢iv; xenobiotik

CYP2J2 metabolismus eikosanoidii; 1éCiv; xenobiotik

CYP2R1 25-hydroxylace vitaminu D

CYP2S1 metabolismus eikosanoidu; 1é¢iv; xenobiotik; retinoidu

CYP2U1 metabolismus eikosanoidi; mastnych kyselin; 1éCiv;
xenobiotik

CYP2W1 metabolismus eikosanoidu; 1é¢iv; xenobiotik;

CYP3A4 metabolismus eikosanoidi; hormont; vice nez 60%

uzivanych 1é¢iv; xenobiotik;

CYP3A5, 3A7, 3A43 metabolismus eikosanoidl; 1é¢iv; xenobiotik

CYP411 metabolismus eikosanoidli; mastnych kyselin; 1€€iv;
xenobiotik

CYP4A22 neznama funkce

CYP4B1 metabolismus eikosanoidu; 1éCiv; xenobiotik
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CYP4F2, 4F3, 4F8

metabolismus eikosanoidu; 1é¢iv; xenobiotik

CYP4F11 neznama funkce

CYP4F12 metabolismus eikosanoidi; mastnych kyselin; 1€€iv;
xenobiotik

CYP4F22 neznama funkce

CYP4V2 neznama funkce

CYP4X1 nezndma funkce

CYP4z1 metabolismus eikosanoidii; mastnych kyselin; 1€€iv;
xenobiotik

CYP5A1 metabolismus eikosanoidl;; zndm jako thromboxan A,
syntasa TBXAST1; podil na agregaci krevnich desticek

CYP7Al cholesterol 7a-hydroxylasa, syntéza zlu¢ovych kyselin

CYP7B1 neurosteroid 7a-hydroxylasa, oxysterol-7a-hydroxylasa

CYP8A1 metabolismus eikosanoidii; znam jako prostacyclin (PGIy)
syntasa PTGIS; podil na agregaci krevnich desticek

CYP8B1 sterol 12a-hydroxylasa

CYP11A1 Stépeni postranniho fetézce cholesterolu

CYP11B1 steroid 11p-hydroxylasa

CYP11B2 steroid 113- a 18-hydroxylasa, také 18-oxidasa

CYP11B1-11B2

chimérni enzym, prekiizeni dvou genl, vyvolava

aldosteronismus

CYP17Al steroid 17a-hydroxylasa, 17,20-lyasa

CYP19A1 androgen aromatasa, estrogen syntetasa

CYP20A1 neznama funkce

CYP21A2 steroid 21-hydroxylasa

CYP24Al1 vitamin D 24-hydroxylasa

CYP26A1 inaktivace kyseliny retinové (hydroxylasa)

CYP26B1 inaktivace kyseliny retinové (hydroxylasa)

CYP26C1 inaktivace kyseliny retinové (hydroxylasa)

CYP27A1 synteza zlu¢ovych kyselin, sterol 27-hydroxylasa, vitamin
D 25-hydroxylasa

CYP27B1 25-hydroxy-vitamin D 1la-hydroxylasa
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CYP27C1 neznama funkce

CYP39A1 oxysterol 7a-hydroxylasa
CYP46Al cholesterol 24-hydroxylasa v mozku
CYP51A1 lanosterol 14a-demethylasa

V tabulce 2 zminény metabolismus eikosanoidii zahrnuje metabolismus kyseliny
arachidonové, eikosapentaenové a dokosahexaenové. Bylo identifikovano pies 150
eikosanoidli podilejicich se na téméf na kazdém procesu bunky, pocitaji se mezi né
prostaglandiny, thromboxany, leukotrieny, epoxyeikosatrinové kyseliny a jejich derivaty,
lipoxiny a dalsi [25].

Jak je zfejmé, cytochromy P450 maji velky vyznam Vv pfeméné xenobiotik, ktera
mohou byt metabolizovana na karcinogeny. V souvislosti s metabolismem 1é¢iv
(obrazek 5) se muze objevit idiosynkraticka (individualni) toxicita na urcita 1é¢iva. Tu
vétsinou nelze zachytit béhem klinickych testl a je tak zjisténa az po uvedeni 1éku mezi
spotiebitele. Takovym ptipadem je naptiklad hepatitis vyvinuty u malého poctu pacienti

Vv ptipad¢ kyseliny teinilové v disledku pisobeni na CYP2C9 [26].

2E1\/ 2J2

2D6 J 3A4/5¢

1A2J

Y 218y

2C8

2B6 ‘/

Obr. 5 Vyznam cytochromu P450 v metabolismu l1é¢iv

Data pro 248 1éciv podléhajicich metabolické draze se zapojenim cytochromii P450. Kazda
draha byla zanesena pouze jednou podle metabolicky majoritni formy proteinu. Byly
vynechany metabolické drahy endogennich substrat a chemikalii. OdSkrtnutim znacené
formy maji vyfesenou a vefejné pfistupnou proteinovou strukturu. Oznaceni 3A4/5
znamena zahrnuti obou forem, protoze jejich zapojeni do metabolické drahy je Casto
nemozné rozlisit; prevzato z [7].
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1.3 Cytochromy P450 rodiny 1

Rodina CYP1 sestava ze tii ¢lent, CYP1AL, CYP1A2 a CYP1B1. Proteiny jsou
polymorfni, maji tedy vice alel, které mohou vykazovat rozdilnou aktivitu u jejich nositeli

[27].

1.3.1 Cytochrom P450 1A1

Tento protein, sestavajici z 512 aminokyselin, se nachazi predevsim
Vv extrahepatalnich tkénich, v samotnych jatrech je jeho exprese nizkd, V porovnani se
vSemi mikrosomalnimi proteiny se odhaduje na 3 pmol/mg [28, 29]. Jeho hladina vSak
muze byt vyrazn€ zvySena pusobenim induktorti, vesmés ligandii Ah-receptoru (napf.
TCDD), takze jeho zastoupeni v lidskych jatrech byva casto podstatné vyssi [29, 30].
Vyskytuje se v plicich, tenkém stieve, ledvinach, mozku, placenté a v kuzi [29, 31]. Na
urovni mRNA byl detekovan v hrtanu a tlustém stievé [32, 33].

Cytochrom P450 1Al metabolizuje fadu heterocyklickych amini a spolecné
sCYPIB1 odpovida za pifemény polycyklickych aromatickych uhlovodika [34].
S CYPIB1 a CYP1A2 sdili i1 celou fadu inhibitorQ, napiiklad a-naftoflavon, ktery je ale
efektivnéjsim inhibitorem CYP1A2 [35]. Strukturu CYP1Al (obrazek. 6) se podatilo

ziskat krystalizaci proteinu s upravenou sekvenci [36].

N

Obr. 6 Struktura lidského CYP1A1
Sekundarni struktura proteinu je barvena pfechodem modré barvy do ¢ervené od N-konce
proteinu do jeho C-konce, pievzato z [36]
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Tento enzym se stejn¢ jako nékolik dalSich mikrosomalnich cytochromt P450
nachazi 1 na vnitfini membrané mitochondrie. Potkani protein, ktery mél jaterni
endoproteasou odstépeny ctyfi N-koncové aminokyseliny, byl inkorporovan pravé do
mitochondrialni membrany, coz vede k moznosti existence kryptického mitochondrialniho
transportniho signalu [37]. Takto lokalizovany CYPI1A1l je schopen metabolizovat
erythromycin, ¢imz vykazuje odliSnou substratovou specifitu oproti mikrosomalni formé,

coz je nejspis dano spojenim s funkci mitochondrialni NADPH:ferredoxin-reduktasy [38].

Cytochrom P450 1A1 ma 15 popsanych alel (39). Vyskyt téchto mutaci
v aminokyselinové sekvenci by mohl ovliviiovat katalytické schopnosti, a tim ovliviiovat
metabolismus xenobiotik a produkci karcinogennich latek, avSak to zatim u CYPIAI
nebylo obecné prokézano. Epidemiologické studie sice naznacily mozZnost spojeni mutace
1462V s incidenci nador plic u japonské populace [40], to vSak nebylo potvrzeno u
indoevropanti [41, 42]. Tato mutace je zodpovédna az za 12-tinasobné zvyseni aktivit vuci

estronu a 17p-estradiolu [43].

1.3.2 Cytochrom P450 1A2

Tento enzym je nejvice ptitomen v jaterni tkani [44]. Jeho primérné zastoupeni
V poméru viici ostatnim mikrosomalnim proteinlim je 18 az 25 pmol/mg dle hmotnostni
spektrometrie [45, 46] a 65 pmol/mg dle imunochemickych metod [47]. Tyto hodnoty

odpovidaji 4 az 16 % podilu z mnozstvi vSech jaternich cytochromii P450.

Byl vsak detekovan i v plicich, prostaté, gastrointestinalnim traktu a mozku a na
urovni mRNA v kazi [30, 48]. Protein je inducibilni a mezi jeho induktory patii N-
heterocyklické aminy v cigaretovém kouii a grilovaném mase, kofein, omeprazol a
konzumace brukvovité zeleniny [49, 50]. Cast téchto induktori miize byt stejnym
enzymem metabolizovana.

Protein sestavajici z 515 aminokyselin je posttranslacné upraven odstranénim N-
koncového methioninu [51]. Strukturu CYP1A2 (obrazek 7, strana 25) se podafilo ziskat
krystalizaci proteinu s upravenou sekvenci [52].

CYP1A2 mimo fadu karcinogeni a prokarcinogenti metabolizuje i celou fadu
uzivanych 1é¢iv. Piikladem je antipyretikum paracetamol, dale latky ze skupiny
antipsychotik, antidepresiv, protizanétlivych 1¢ékt, kardiovaskularnich 1éka. Také
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metabolizuje 1¢k na Alzheimerovu chorobu (takrin). Hlavnimi endogennimi substraty jsou

arachidonova kyselina, prostaglandiny, melatonin, retinova kyselina a estrogeny [24, 53].

Obr. 7 Struktura lidského CYP1A2
Sekundarni struktura je zobrazena s oznacenim strukturnich motivi; a helixy jsou barveny
modie, B-listy jsou barveny hnédou barvou. Pievzato z [52].

Protein ma potvrzenych 21 alel (54). Substituce Arg431Trp v alele CYP1A2*6 vede
k expresi nefunkéniho proteinu [55]. Jiné alely zpusobuji niz8i inducibilitu proteinu
Vv ptipad¢ riznych induktori, ale vzhledem k velmi malému zastoupeni mutantnich alel

Vv populaci neni polymorfismus genu povazovan za urcujici faktor fenotypu [56].

1.3.3 Cytochrom P450 1B1

Tento protein, majici 543 aminokyselin, se vyskytuje hlavné v endoplasmatickém
retikulu extrahepatalnich tkani, nejvice v ledvinach, prostaté, mo¢ovém méchyti, mozku,
plicich a gastrointestinalnim traktu [57, 58]. Prostorové uspofadani tohoto enzymu uréené

pomoci rentgenostrukturni analyzy ukazuje obrazek 8 (strana 26) [59].
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Obr. 8 Struktura lidského CYP1B1
Pievzato z [59].

CYPIB1 metabolizuje Sirokou S$kalu polycyklickych uhlovodikd a jejich
nitroderivati. Také metabolizuje obdobné substraty jako CYPIAl, naptiklad
benzo[a]pyren a 17p— estradiol [58,60-62].

Protein ma potvrzenych 26 alel [63]. Forma genu CYP1B1*2 je rychleji
prepisovana do mRNA [64]. Forma CYP1B1*3 je zase vice inducibilni oproti pfirozené
formé. Protein vznikly z tohoto genu navic nese mutaci L432V kterd mize vést ke zvySené
aktivité [65]. Zména aminokyseliny zpuisobuje i sniZeni stability, coZ je napt. i piipad alely
CYP1B1*4, kde je vznikly protein obsahujici mutaci A453V rychle degradovan proteasami
[66].

1.3.4 Aktivni centrum cytochromii P450 rodiny 1

Vsechny tfi proteiny ve své struktufe obsahuji kavitu, jejiz ,,dno* tvofi molekula
hemu. Velikost i tvar kavity je u proteini podobné. Podobnost aktivniho centra CYP1A1 je
ale vétsi pro CYPIBI, neZ pro CYP1A2 coZ je ddno pozorovanou pozici proteinovych
fetézcl okolo aktivniho centra. Model kavity a jeji pozici vici né€kterym aminokyselindm

Vv blizkosti aktivniho centra ukazuje obrazek 9 (strana 27).
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HELIX I

Obr. 9 ProlozZeni aktivnich mist proteinti rodiny CYP1

Zobrazena jsou rezidua CYP1A1 (tyrkysova), CYP1A2 (¢ernd) a CYP1BI (rtizova).
Kavita je zobrazena jako srafovany objekt. Postranni fetézce nekonzervovanych rezidua
jsou zobrazeny ty¢kovymi modely, ostatni rezidua jsou zobrazeny linkami. Hvézdicky
ukazuji na rezidua, jejichz zména by mohla vyvolat zmény v aktivité proteintli; pfevzato

z [67].

Vazebna kavita je obklopena vice nez dvaceti aminokyselinami. Jejich tplné
srovnani u tfi ¢lenti rodiny CYPI bylo popsano po ziskani struktury posledniho z nich.
Podobnost proteini CYP1A1 a CYPIBI je patrna i v jejich katalytickych vlastnostech.
Oba jsou aktivnéjsi v O-deethylaci ethoxyresorufinu nez CYP1A2, ktery je ale zase vice

aktivni v podobné pfeméné methoxyresorufinu [68].

1.4 NADH:cytochrom bs reduktasa 3

Tento enzym (CYBSR3) prenasi elektrony z NADH na cyt bs a katalyzuje tak
jednoelektronovou redukci ferricytochromu bs na ferrocytochrom bs. Protein se vyskytuje
ve dvou isoformach, a to solubilni a membranové forme. Solubilni isoforma obsahuje
katalytickou doménu, zatimco membranova isoforma ma na N-konci navic membranovou
kotvu. Oba proteiny jsou produkovany zjednoho genu, solubilni forma vznika
Z transkriptu postradajiciho prvni exon [69].

Membranovéa forma ma vyznamnou funkci v fadé procest, napiiklad pii syntéze

cholesterolu, prodluzovani mastnych kyselin a detoxikaci xenobiotik [70-72].
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Solubilni forma se vyskytuje v cytoplasmé erythrocytii a jeji funkci je redukce
methemoglobinu. Bylo popsano pies ¢tyficet moznych mutantnich forem, z nichz nékteré
mohou zpUsobit methemoglobinemii [69].

Struktura solubilni lidské CYB5R3 byla ziskana pomoci krystalografické analyzy

proteinu piipraveného heterologni expresi v bakteriich [73]. Model ukazuje obrazek 10.

Obr. 10 Struktura lidské solubilni CYBSR3

Na obrazku jsou zachyceny i pozice aminokyselin. Modra ¢ast predstavuje doménu vazici
FAD, Cervena ¢ast doménu vazici NADH, zelena ¢ast piedstavuje spojujici sekvenci mezi
obéma doménami. Model latky mezi doménami piedstavuje molekulu FAD; pfevzato z
[73].

Molekula CYB5R3 sestava ze dvou domén a to z N-terminalni domény vazici FAD
a C-terminalni domény vazici NADH. Domény jsou spojeny malou ,,linkerovou* sekvenci.

Existuje nékolik publikaci zabyvajicich se interakcemi aminokyselin cyt bs a
CYB5R3. Jako aminokyseliny cyt bs dulezité pro interakci jsou oznaovany E42, E43,
D58, E64, a D71 [74, 75].

1.5 Cytochrom bs

Tento relativné maly hemoprotein (cca 17 kDa) objeveny koncem 40. let 20. stoleti
se vyskytuje v mnoha tkanich a jako pfenase¢ elektronti se ucastni celé fady reakci, mezi

néz napiiklad patii desaturace mastnych kyselin, redukce methemoglobinu na hemoglobin
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a biosyntéze cholesterolu [71-78]. Zapojuje se také do biochemické ptemény 1éCiv a jinych

xenobiotik diky interakcim s formami cytochromu P450 [79].

1.5.1 Formy sav¢iho cytochromu bs

Cytochrom bs se u savel vyskytuje ve tiech formach:

e membranova forma (oznacena cytochrom bs typ A) je lokalizovdna na
cytoplazmatické strané endoplazmatického retikula [80]. Lidsky protein
ma délku 134 aminokyselin. Pro potfeby disertacni prace je tato forma
oznacena cyt bs.

¢ solubilni cytosolarni forma, ktera se nachazi pifedevsim v erytrocytech a
je zapojena do redukce methemoglobinu na hemoglobin [77]. Lidska
forma se sklada z 98 aminokyselin.

e druhd membrdnova forma (oznacena cytochrom bs typ B), kterd je
lokalizovana na vné&j$i membrané mitochondrii [81]. Tato forma se u
lidi sklada ze 146 aminokyselin.

Membranové formy cytochromu bs jsou exprimovdny v mnoha tkéanich

zahrnujicich jatra, ledviny, plice, mozek a slezinu [82-84].

1.5.2 Struktura cytochromu bs

Membranovy protein vyskytujici se na endoplazmatickém retikulu, tedy forma A,
ma Kysely charakter. Sestava ze Sesti a-helixi a péti B-list, které jsou sbaleny do tii
odlisitelnych domén [85-87]:

e N-termindlni solubilni katalytickou doménu sestavajici piiblizné z 90
aminokyselin obsahujici hem.

e Cast spojujici membranovou kotvu a spojujici doménu.

e C-terminalni membranovou kotvu, ktera obsahuje 28 aminokyselin, z nichz
23 aminokyselin tvoii hydrofobni oblast. Ackoliv jeji struktura neni znama,
nejspise tvoii helix prochazejici membranou.

Pomoci rentgenostrukturni analyzy byl relativné nedavno sestaven model praseci
solubilni formy cytochromu bs typu A, ktera je z 87 % stejna jako lidska forma [88]. Tento

model ziskany s vysokym rozliSenim je ukazan na obrazku 11 (strana 30).
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Obr. 11 Struktura praseci solubilni ¢asti mikrosomalniho cytochromu bs
Prevzato z [88].

Protein je druhové vysoce konzervovan a vykazuje mezi savci identitu presahujici
80%. O kyselém charakteru vypovidd to, ze ze 134 aminokyselin je 23 kyselin
glutamovych nebo asparagovych [89].

Hem je lokalizovan v hydrofobni kapse a ion Zeleza hemu je koordinovan dvéma
axialnimi ligandy, evolu¢né konzervovanymi aminokyselinami histidin na pozicich 44 a
68. Okraje hemu jsou vystaveny bunétnému prostiedi. Koordinace histidiny zabrafiuje
iontu Zeleza pfimou interakci S molekulami kysliku. I tak je ale protein schopen pienosu

elektronti mezi reduktasami a oxida¢nimi enzymy [90, 91].

1.6 VIiv cytochromu bs na cytochromy P450

Cytochrom bs muize byt redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou a
zapojovat se tak do reakci katalyzovanych cytochromem P450. To bylo poprvé ukazano
pocatkem 70. let 20. stoleti [90]. Bylo také prokazano, ze cytochrom bs ve spojeni se svym
partnerskym proteinem, NADH:cytochrom bs reduktasou, muze efektivné pienaset
elektrony na CYP bez pritomnosti CPR [92-94]. Efekt piitomnosti cyt bs je ale vysoce
zavisly na sledovanych reak¢nich podminkach a pfitomnost tohoto proteinu miize reakci
stimulovat, inhibovat nebo byt vici reakci zcela neutralni [85, 95]. Efekt na sledované
reakce vykazuje pouze membranova forma cytochromu bs, solubilni forma tento vliv

nevykazuje [96, 97].
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Existuje vice teorii o mechanismu vlivu cytochromu bs, pfiCemz se uvazuje o
mozné kombinaci nize zminénych teorii:

e Urychleni pfenosu druhého elektronu k cytochromu P450 — reak¢ni cyklus
cytochromu P450 vyzaduje doddni dvou elektronti. Elektrony muze
poskytnout nejen CPR, ale také cyt bs [98].

e Stabilngjsi propojeni pienosu elektrond s cytochromem P450 — pridani cyt
bs snizuje produkci nechténych produkti reakci, tedy superoxidovych
aniontli, a naopak vede ke zvySeni produkce pozadovanych produktt [99,
100]. Cyt bs mize stabilizovat mezikrok reak¢éniho cyklu a sniZzovat tak
produkci superoxidové aniontu [101].

e Tvorba komplexu schopného pifijmout dva elektrony — cyt bs
s cytochromem P450 tvoii komplex. Po jedné redukci provedené CPR
prevezme cyt bs ihned elektron od cytochromu P450 a ten je tak schopen
témét okamzité piijmout druhy elektron od CPR. Béhem reakéniho cyklu
tak cyt bs doda druhy elektron velmi rychle v ramci komplexu [101].

e Strukturni vliv cyt bs — zména struktury cytochromu P450 dand vazbou
cytochromu bs. Apoforma cytochromu bs, tedy forma bez hemu je totiz
schopna podporovat vybrané reakce vybranych cytochromii P450. Z toho se

usuzuje na moznost ovlivnéni bez redoxnich zmén [102, 103]

1.6.1 Vliv cyt bs na CYP3A4

V ptipadé koexprimovanych proteini CYP3A4, CPR a cyt bs lokalizovanych

Vv membranach bakterii byla aktivita CYP3A4 vuci nifepidinu zvySena o 160 %. Koexprese

Stimulace aktivity proteinu vici nifepidinu a také vici testosteronu byla po
ptidavku cytochromu bs pozorovana i v koexpressnim systému CPR-CYP v bakteridlnich
membranach i membranach hmyziho endoplasmatického retikula [105].

Pozdéji byly provedeny experimenty s ¢inidly zpusobujicimi ,,cross-linking*
proteintl, kdy byly vzniklé heterodimery proteini CYP3A4 a cytochromu bs analyzovany
pomoci hmotnostni spektrometrie. Zajimavosti bylo pouziti holoformy a apoformy
cytochromu bs, kdy byly sledovany interakce apoformy bs. U této formy bez hemu byly

totiz prokazany podobné stimulac¢ni Gc¢inky jako u formy proteinu s hemem. Vysledky
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naznacily, Ze ob¢ formy cytochromu bs se vazi na podobné pozice na CYP3A4. Pozice
spojené pomoci ¢inidel byly identifikovany jako ES6 cytochromu bs a K96/K127
cytochromu P450. DalSim navrzenou interakci byla proménlivd dvojice E37/E43
cytochromu bs a K421 cytochromu P450 [106]. Dalsi studie v8ak naznacuji, ze apoforma
cyt bs aktivitu CYP3A4 s protinadorovym lé¢ivem ellipticinem jako substratem
nestimuluje [107].

Pozd¢ji byla ukézana i dilezitost dalSich kyselych rezidui cytochromu bs vici
CYP3A4. Pii sledovani piemény progesteronu a testosteronu byla vyznamné snizena
stimulace mutantnimi formami cytochromu bs nesoucich mutace E48G, E49G, D58G,
D65G a také v mutantech nesoucich dvojit¢é mutace v blizkych zminénych pozicich.

Podobné vysledky poskytla analyza produkti chemického sitovani [108].

1.6.2 Vliv cyt bs na CYP17A1

Cytochrom P450 17A1 katalyzuje reakce hormonalni biosyntézy. Jedna z jeho
reakei, 17,20-lyasova reakce je velmi ovliviiovana piitomnosti cytochromu bs, kdy dochazi
az k 10-nadsobnému navyseni aktivity enzymu.

Podle experimentl provedenych v systému mikrosomt kvasnic s pfidanymi
formami rekombinantniho lidského cytochromu bs lze za hlavni aminokyseliny
cytochromu bs k regulaci vySe zminéné reakce povazovat kyseld rezidua E48 a E49 a
bazické reziduum R52. Navic, spole¢na mutace rezidui E48G a E49G v enzymu vyvolala
pokles modulace 0 95%, coz naznacuje na dilezitost celého kyselého tseku [109].

Pomoci chemického sitovani bylo dosazeno spojeni heterodimerd CYP17Al1 a
cytochromu bs zatimco dvojity mutant E48G + E49G zadny heterodimer neposkytl. Diky
hmotnostni spektrometrie byly identifikovany dvojice spojenych rezidui v obou proteinech.
Jako kontaktni rezidua byly oznaCeny aminokyseliny K88, R347 a R358/R449 proteinu
CYP17ALl ve spojeni s E61, E52 a E48/E49 cytochromu bs [110]

Podobnd rezidua byla nalezena jako dilezita také pomoci molekuldrniho
modelovani. Podle vysledkid této studie se vazebny povrch sklada z aminokyselin E48,
E49, E42 a D65 cytochromu bs interagujicich s rezidui cytochromu P450 17A1, jmenovité
S427, R358, R347 a K88. Molekularni modelovani oproti hmotnostni spektrometrii
navrhlo spojeni E49 a S427 [111].
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1.6.3 Vliv cyt bs na CYP2E1

Cytochrom bs stimuluje CYP2E1 vtadé jeho reakci, napiiklad ve vyznamné
pfeméné acetaminophenu (paracetamolu) na toxicky metabolit N-acetyl-p-benzochinon
imin, kdy je reakce jeho pfitomnosti zvySena az 25-krat. Oproti napiiklad CYP3A4 nelze
V této pfeméné a ani fadé dalsich nahradit holoformu cytochromu bs za apoformu [112].

Interak¢éni povrch cytochromu bs a CYP2E1 byl prozkouman technikou chemického
sitovani, kdy byly ziskané heterodimery analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie.
Byly tak nalezeny dva mozné interakce, kdy prvni je to mezi rezidui D53 (cyt bs) a K428
cytochromu P450 a druhé E56 (cyt bs) a K434. Vyznamnost dvou identifikovanych
rezidui na povrchu CYP2EI byla prokdzana i mistné cilenou mutagenezi, kdy u
mutantnich forem proteinu s mutovanou jednou nebo obéma pozicemi doslo ke snizeni
stimulace cytochromem bs [113].

Pozdé&ji byla ukazana i dulezitost jinych rezidui na povrchu cytochromu bs. Pomoci
sledovani aktivity CYP2E1 a jeho stimulace mutantnimi formami cytochromu bs byl
prokazan vliv aminokyselin D58 a D65. Porovnani bylo provadéno V systému DLPC
liposomii a také Vprostiedi kvasnicnych mikrosomt. V obou piipadech byla
experimentaln¢ prokazana snizena stimulace mutantnimi formami se zminénymi mutacemi

[114].

1.6.4 Vliv cyt bs na cytochromy P450 podrodiny CYP1A

Role cytochromu bs v ovlivnéni lidskych cytochromt P450 podrodiny 1A neni stale
dostatecné objasnéna a nékteré vysledky dokonce naznacuji, Ze k signifikantnimu
ovlivnéni vibec nedochazi. Tyto odlisné vysledky mohou byt didny rozdilnosti systému
pouzitych k experimentiim a také rozdilnosti sledovanych reakci majicich za cil porovnat
aktivitu systému.

Zajimavym pokusem bylo sledovani aktivity osmi proteinovych variant CYP1A2
vychazejicich z riznych alel a sledovanych v koexpresnim systému CYP-CPR-cyt bs
v bakteriich. Aktivita byla stanovena proti osmi substratim enzymu a porovndna proti
aktivitdm piirozené ,,divoké formy*. Studie naznacuje, ze cytochrom bs umoziiuje
variantam pfiblizit se chovani ,,divokého* enzymu a vystupuje tedy jako prostfednik
opravujici nedostatky mutantnich alel. Studie déle naznacuje moznost interakce rezidua

G299 s CPR A cyt bs [115].
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Dalsi studie porovnavala vliv potkani a lidské formy cytochromu bs na CYP1AZ2 a
2E1. Ackoliv vysledky ukazaly, ze stimula¢ni vlastnosti cytochromu bs vaci CYP2EL jsou
podobné, u CYP1A2 nebyla prokdzana stimulace pfemény 2-aminoantracenu piitomnosti
lidské membranové formy cytochromu bs [116].

Aktivita enzyml z podrodiny CYP1A byla stanovena v koexpresnim systému
bakterialnich membran a membran hmyzich bunék stanovena pomoci O-deethylace
ethoxyresorufinu byla po pfidani cytochromu bs V poméru 1:1 podobné jako bez ptridani
tohoto proteinu. Velmi podobné¢ dopadlo stanoveni aktivity tohoto enzymu pomoci 7-
ethoxycoumarin-O-deethylace. Aktivita CYP1A2 stanovena pomoci 7-ethoxycoumarinu
také nevykazovala zmény oproti systému bez cytochromu bs. Dle aktivity proti fenacetinu
doslo v systému bakterialnich membran dokonce k mirnému poklesu [105].

K zajimavéjsim vysledkim vedly experimenty s modelovym protirakovinnym
lécivem ellipticinem v systému potkanich mikrosomt, tedy fragmenti membranového
retikula. Metabolismus byl studovan také v rekonstituovaném systému skladajicim se
z potkaniho rekombinantniho CYP1A1 nebo krali¢tho CYP1A2, dale z kréli¢iho
rekombinantniho cytochromu bs a krali¢i CPR.

Pfidani cytochromu bs do rekonstituovaného systému sestavajiciho z jednotlivych
izolovanych enzymu vedlo ke zmén¢ zastoupeni jednotlivych metaboliti 1é¢iva a také ke
zvySeni tvorby adukti ellipticinu s DNA. Byla také ukazéna zéavislost efektu na
ptitomnosti hemu v cytochromu bs [117].

Néartst metabolismu tohoto lé¢iva a také formace aduktu byl pozorovan i1 u
tkanovych kultur hepatocytt [118].

Dal§im studovanym substratem byl karcinogenni benzo[a]pyren. S pouzitim
stejnych systému zminénych vySe bylo ukézéno, ze pfidani pétindsobného mnozstvi
cytochromu bs proti CYP1A1 vede ke dvojnasobnému zvyseni metabolismu [119, 120].
Podobnych vysledkti bylo dosazeno dodanim krali¢iho cytochromu bs k systému
mikrosomit hmyzich bunék obsahujicich lidsky rekombinantni CYP1A1. Piekvapivé ale
nedoslo k navySeni metabolismu u stejného proteinu exprimovaného V bakteridlnich

membranach [121].
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Obr. 12 Detailni pohled na moZny kontakt mezi lidskym cytochromem bs a CYP1A2
ziskany pomoci molekulového modelovani.

Prevzato z [122].

Odlisny ptistupem bylo pouziti molekularniho modelovani k prizkumu moznych
interak¢nich partnertt na povrSich lidského cytochromu bs a CYP1A2. S vyuzitim
homologniho lidského modelu cytochromu bs zaloZzeném na hovézi formé byly pomoci
metod molekulového modelovani ukazany mozné interakéni cleny (obrazek 12) skladajici

se zZ kyselych aminokyselin cytochromu bs a bazickych aminokyselin CYP1A2 [122].
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2.Clile disertacni prace

Cile prace lze rozd¢lit do tfi oblasti:

A) cilem prvé casti disertacni prace bylo pomoci kombinace experimentu a
molekuldrniho modelovani ovéfit hypotézu, ze by bakterialni flavodoxin mohl zodpovidat
za redukei lidskych membranovych cytochromt P450 v intaktni bakteridlni buiice béhem

jeho heterologni exprese.

B) cilem druhé casti prace bylo prostudovat roli aminokyselin s hydroxylovou
skupinou v postrannim fetézci pfitomnych v aktivnim centru cytochromi P450 rodiny 1 na
redukéni aktivaci aristolochové kyseliny I katalyzovanou t€émito enzymy. Tato prace méla
za ukol potvrdit hypotézu ucinénou na zaklad¢ predchozich teoretickych studii popisujicich

vazbou aristolochové kyseliny do aktivniho mista cytochromu P450 rodiny 1.

C) cilem teti ¢asti prace bylo poznani a potvrzeni vlivu lidského membranového
cytochromu bs na aktivitu lidskych membranovych cytochromi P450 1A1 a 1A2
Vv pritomnosti CPR nebo CYB5R3.

K dosazeni cili bylo nutné provést nasledujici kroky:

e Ziskani plasmidi nesoucich geny pro cytochromy P450 1A1. 1A2, 1B1 a jejich
mutantl, dale pro NADPH: cytochrom P450 reduktasy a NADH: cytochrom bs
reduktasy

e Heterologni ptiprava cytochromt P450 1A1. 1A2, 1B1 a jejich mutantd, NADPH:
cytochrom P450 reduktasy a NADH: cytochrom bs reduktasy

e Sledovani mnoZzstvi redukovanych cytochromii P450 v bakteridlnich bunkach

e Sledovani ovlivnéni aktivity cytochromii P450 rodiny 1 se zaménou daného
aminokyselinového rezidua

e Studium ovlivnéni aktivity cytochromti P450 v pfitomnosti cytochromu bs

e Studium ovlivnéni aktivity cytochromti P450 v pfitomnosti mutanti cytochromu bs

e Studium vlivu aktivity mutantnich cytochromi P450 v pfitomnosti cytochromu bs

e Studium ovlivnéni aktivity cytochromt P450 v ptitomnosti NADH:cytochrom bs

reduktasy a cytochromu bs
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3.Material a metody

Pristroje:

Centrifugy

Centrifuge 5415 R

Allegra X-22R

Ultracentrifuga Optima LE-80K
Janetzki K70D

HPLC:

Agilent 1200 Series s DAD detektorem

Elektroforeticka aparatura
Mini-PROTEAN Tetra cell
MSMINI 10-Multi Sub Mini

Zdroj pro elektroforézu
EPS 301

Inkubatory

IR 1500 Automatic CO2 Incubator
G24 Environmental Incubator Shaker
Multitron Pro

Multritron Standard

Spektrofotometr
Cary 60 UV-Vis
Spekol 11
Specord 250 Plus
Specord M40

Fluorescen¢ni spektrofotometr
LS55
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Eppendorf
Beckman Coulter
Beckman Coulter
MLW

BIO-RAD

Uvitec

Amersham Pharmacia Biotech

Flow Laboratories

New Brunswick Scientific Edison
Infors HT

Infors HT

Agilent
Carl Zeiss
Carl Zeiss

Carl Zeiss

Perkin Elmer



Material a metody

Ultrazvukovy homogenizator

Sonopuls HD 3100, sondy KE 76 a MS 73 Bandelin

Termocycler
Tech gene Techne

Material:
Sigma
Kanamycin sulfat, riboflavin, oligonukleotidy, phenacetin, acetanilid, paracetamol, o-

naftoflavon, aristolochova kyselina I, 7-ethoxyresorufin, 7-methoxyresorufin, resorufin

Serva

akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS), dodecylsulfat
sodny, Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Base), 2-merkaptoethanol, lysozym z vaje¢ného
bilku, Coomassie Brilliant Blue R-250, ampicilin (sodna sul),

Geneaid

Geneaid Plasmid Mini Kit

Invitrogen

SYBR Safe DNA gel stain

Lachema

citrat Zelezity, chlorid zineCnaty. chlorid kobaltnaty hexahydrat, molybdenan sodny
dihydrat, chlorid vapenaty, chlorid méd’naty dihydrat, kyselina borita, dithionic¢itan sodny,
EDTANa, (chelaton 3), chlorid draselny, kyselina chlorovodikova, chlorid sodny,

fosfore¢nan draselny, fosfore¢nan didraselny,

New England Biolabs
Q5 DNA polymerasa, restrikéni endonukleasy, T4 DNA ligasa
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Thermo

Pfu DNA polymerasa, 2-Log DNA marker, PageRuler Unstained Broad Range Protein
Ladder

Penta

Methanol, glycin, acetonitril

GE Healthcare
DEAE Sepharosa CL-6B

BIO-RAD

Persiran amonny, Preision Plus Protein Standards

Fisher

Dinukleotidtrifostaty, IPTG, kvasni¢ny extrakt, trypton, baktopepton, &-aminolevulova

kyselina

Carl-Roth
Imidazol, Triton X-100, CHAPS, Luria Agar

Qiagen
Ni-NTA Superflow resin

Plasmidy
pET22b Novagen; ziskan od RNDr. Marka Ingra, Ph.D.
pPET28a Novagen; ziskdn od Mgr. Jana Blahy
DHb5a ziskany od RNDr. Daniela Rozbeského, Ph.D.
JM109 Promega, ziskany od RNDr. Daniela Rozbeského, Ph.D.
JM109 (DE3) Promega
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Geny

Material a metody

C41 (DE3) Lucigen

Cyt bs Vlozen v plasmidu pET22b, piipraven na katedie biochemie
Mgr. Terezou Halkovou

CYP1Al a CYP1A2 laboratot prof. Guengeriche, Nashville, USA

CPR laboratoft prof. Szklarz, Morgantown, USA

CYB5R3 DNASU databaze

CYP1B1, CYP2B6 Harvard PlasmID databaze

CYP2D6, CYP2C8 Harvard PlasmID databaze

3.1 PRIPRAVA PLASMIDU

V ramci predkladané prace byla pfipravena fada expresnich plasmidi, které byly

pfipraveny pomoci klasickych metod molekularni biologie. Proto obecny postup ptipravy

plasmidu uvadim v této kapitole.

Prvnim krokem bylo provedeni polymerasové fetézové reakce. Ta slouzi k piiprave

velkého mnozstvi DNA z ptivodniho templéatu. V priabéhu prace byla pouzita pro Upravy

gentl.

Reakéni smés pro PCR genli obsahovala nasledujici slozky. V zavorkéach jsou

uvedeny koncentrace zasobnich roztoku:

e 1 pl templatu, 10x fedéného originalniho plasmidu

e [ pl forward primeru (20 uM)

e [ ulreverse primeru (20 uM)

e | pl smési dinukleotidtrifosfatd (10 mM)

e 5 pul pufru pro Pfu DNA polymerasu (10x koncentrovany)
e 6 ul MgSO4 (25 mM)

e 2 pl dimethylsulfoxidu (DMSO)

e 0,5 ul Pfu polymerasy

e Sterilni voda (do celkového objemu 50 pul)

DMSO zde slouzil jako ,.enhancer polymerasové fetézové reakce. Reakce byla

provedena v termocykleru Techne v nasledujicim programu, ktery byl navrzen dle navodu
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vyrobce pouzité DNA polymerasy. Teplota pro nasednuti primert byl jedinou velkou

odlis$nosti pro kazdou dvojici primert. Tato teplota se pohybovala v rozmezi 53-60 °C.
Doba polymerace byla volena dle pfedpokladané délky produktu s poskytnutim

Casové rezervy. Napfiklad u reakce s CYP1A1l o velikosti cca 1500 bp byla doba

polymerace nastavena na 4 minuty.

30 cykla
e 95°C 30s : rozvolnéni DNA
e Tm-5 30s : nasednuti primert
e 72°C 2min/kb : polymerace
1 cyklus
e 72°C 10 min : dosyntetizovani tsekit DNA
e 4°C : do odebrani vzorkl

Vzniklé produkty byly pteciStény pomoci agarosové elektroforesy a izolovany
z agarosového gelu pomoci Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit metodikou vyrobce.
Ziskané¢ izolaty byly podrobeny restrikci pomoci dvojice restrikénich endonukleas po dobu
2 hodin.
Ke Sté€peni byla pfipravena smés v nasledujicim poradi:
e 16 plizolatu
e 2 ul NEBbuffer, typ dle manualu vyrobce
e 1 plrestrikéni endonukleasy Ndel (20 u/ul)
e 1 plrestrikéni endonukleasy HindIII (20 u/pl)

Po restrikci byly i1zolaty znovu piecistény skrze agarosovou elektroforesu a znovu
izolovéany z agarosového gelu. Nasledné byly izolované fragmenty ligovany do ptislusSného
plasmidu, ktery byl nastépen stejnymi restrikénimi endonukleasami.

K ligaci byla pfipravena obecna smés v nasledujicim potadi.

e 10-12 pl St€peného genu

e 5-7 ul $t€peného plasmidu

e 2 ul 10X T4 DNA Ligase Buffer
e 1ul T4 DNA ligasa
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Ligace probihala 2-4 hodiny pifi 16 °C, poté byla transformovana do bunck
Escherichia coli kmene DH5a. Po jejich naneseni na LB agarové plotny s pfislusnym
antibiotikem a inkubovani pii 37 °C pies noc byla z plotny odebrana jedna kolonie. Ta
byla péstovana v 10 ml tekutého LB médiu s piislusnym antibiotikem. Nasledné byl vektor
izolovan pomoci High-Speed Plasmid Mini Kit dle navodu vyrobce. Struktura vzniklého
plasmidu byla ovéfena zpétnym vyStépenim vlozeného fragmentu na agarasové
elektroforese a nasledné byla provedena sekvenace DNA v servisnim centrum PfF UK na

Vini¢né 7.

3.1.1 Priprava expresnich plasmidi pro CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1

Lidské geny CYP1Al a CYP1A2, oba zaklonované v separatnich plasmidech pCW
byly ziskany darem od prof. P.F. Guengeriche ze spolupracujiciho pracovisté z Vanderbilt
University z USA. Tyto plasmidy byly vyuzity jako templaty pro fetézovou
polymerasovou reakci, pii které doslo k dodani sekvence Sesti kodéoni CAT na 3-konec
sekvence genu. Pfi expresi se na C-konci proteinu nachazi Sestice histidind, které tvofi
histidinovou purifikacni kotvu pouzitelnou na afinitni chelatacni chromatografii.

Gen CYP1B1 byl ziskan z Harvard PlasmID databaze (klon MGC:19842). Opét
byla provedena tUprava genu dodanim histidinové kotvy do stejné pozice jako u
predchozich gent.

Dale byla provedena zména stop-kodonil. Pivodni lidsky gen CYP1ALl totiz nese
stop-kodén TAG (oznacovany jako ,,amber*). Produkce byla ale provadéna v bakterialnim
kmenech schopnych suprese tohoto stop-kodonu se schopnosti vloZeni glutaminu na misto
kédované kodonem ,,amber (suprese znacena jako gInV44). To davad kmeni vySsi
procentudlni pravdépodobnost moznosti poruseni ¢teciho rdmce genu. Proto byla na konec
genll dodana sekvence TAATGA obsahujici dva silnéjsi stop-kodony.

Pouzité primery nesly sekvence restrikénich endonukleas Ndel a HindIIl, pomoci
nichz byly poté vlozeny do plasmidu pCW.

Kpravé genti byly pouzity primery (tabulka 3, nasledujici strana); forward
primery pii reakci nasedali na 5°-konec genu a sekvenci bud neménily nebo ji v piipadé

CYP1B1 modifikovaly, reverse primery byly nositelem vyse popsanych zmén.
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Tab. 3 Primery pouZité k ipravé genii CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1

Nazev Sekvence

1A1- 5-GAATTCATATGGCTTTTCCAATTTCAATG-3’

forv

1Al-rev | 5°-
TATCTAAGCTTCATTAATGATGATGATGATGATGAGAGCGCAGCTGC
ATTTG-3’

1A2- 5’-GAATTCCATATGGCTCTGTTATTAGCAG-3’

forv

1A2-rev | 5°-
TATCTAAGCTTCATTAATGATGATGATGATGATGATTGATGGAGAAG
CGCAG-3’

1B1-forv | 5°-
GACGAATTCATATGCTTTCTCCAAATGATCCATGGCCGCTAAACCCG
_3’

1B1-rev | 5’-
GCCAAGGAAACTTGCCAACATCATCATCATCATCATTAATGAAGCTT
AGATA-3’

Mapa plasmidu pCW je ukazana na obrazku 13 (strana 44). Mezi ¢asti plasmidu
patfi:

e AmpR - gen kddujici enzym B-laktamasu proptjcujici hostujici bakterii rezistenci
proti ampicilinu a pfibuznym antibiotiktim, naptiklad carbenicilin

e Expresni promotory, z nichz plasmid disponuje dvojici hybridnich promotorti tac a
jim ptfedsazenym promotorem lacUVS5. Funkce téchto promotord neni zavisld na
pfitomnosti cyklického AMP a je fizena podobnym mechanismem jako pivodni
bakteridlni laktosovy promotor. Bézny zplsob aktivace exprese je pridani
isopropyl-p-D-1-thiogalaktosidu (IPTG), nestepitelného derivatu laktosy.

e Ostatni ¢asti plasmidu zahrnuji gen lac Iq omezujici pfedCasnou aktivaci
promotorli; pocatek replikace plasmidu oznaceny jako pBR ori; témér
nepouzivanou entitu M13 ori a posledni, ze struktury plasmidu nepouZitelnou entitu

lacZ
Gen CheW ukazany na obrazku nebyl v pouzivanych konstruktech ptitomen,

jelikoz byl nahrazen geny pro CYP1A1l, CYP1A2 a CYP1BI.

Detaily metod jsou rovnéZ popsany v ptiloze €. 3, ktera je soucasti disertacni prace.
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Xba |1 508
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Pst 1524
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Nar | 4026 Xmn | 1463
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Afl 11l 2955 AlwN | 2541

Obr. 13 Mapa plasmidu pCW
Prevzato z [123].

3.1.2 Priiprava expresnich plasmidu pro ostatni cytochromy P450

Lidské geny CYP2B6, CYP2D6, CYP2C8 zaklonované v riznych plasmidech byly
ziskany z Harvard PlasmID databaze a lidsky gen CYP2S1 zaklonovany v plasmidu pCW
byl ziskan darem od prof. P.F. Guengeriche z Vanderbilt University z USA. Plasmidy
prvnich tii proteind byly vyuzity jako templaty pro fetézovou polymerasovou reakci, pii
které doslo k dodani sekvence Sesti kodoni CAT na 3-konec sekvence genu. Pti expresi se
na C-konci proteinu nachazi Sestice histidint, které tvofi histidinovou purifikaéni kotvu
pouzitelnou na afinitni chelata¢ni chromatografii.

Dale byla provedena zména stop-kodoni, stejné jako u genii rodiny CYP1. Pouzité
primery nesly sekvence restrikénich endonukleas Ndel a HindIIl, pomoci nichZ byly poté
vlozeny do plasmidu pCW. Nékteré z genii ale ve své sekvenci obsahovala §tépici mista
pro tyto endonukleasy, a proto uréené primery obsahovaly sekvence pro odlisné enzymy.
Bylo tak vyuzito endonukleas BamHI a Xhol, pomoci nichz byly geny vloZeny do
plasmidu pCW.

Kpravé genl byly pouzity primery (tabulka 4, nasledujici strana); forward
primery pii reakci nasedali na 5-konec genu a modifikovaly sekvenci, reverse primery byly

nositelem histidinového tagu.
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Tab. 4 Primery pouZité k upravé genii CYP2B6, CYP2D6 a CYP2C8

Nazev Sekvence

2B6-forv | 5°-
GAATTCATATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTTGCACTCCTCACAG
GAC

_3’

2B6-rev | 5°-
GCTTCCTGCCCCGCCATCATCATCATCATCATTAATGACTCGAGAGA
TA -3’

2D6- 5’-

forv AGTAGGATCCATCGATGCTTAGGAGGTCATATGGCTCTTGAAGCACT
TGTACCACTGGCCGTGATAGTGGC

_3’

2D6-rev | 5°-
GTGCTGTGCCCCGCCATCATCATCATCATCATTAATGAAGCTTAGAT
A-3’

2C8-forv | 5°-
GAATTCATATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGGGTCTCTCCTGTT
TGCTTCTCCTTTCACTCTGGAGAC

_3’

2C8-rev | 5’-
GCTTCATCCCTGTCCATCATCATCATCATCATTAATCTAGAAGCTTA
AGATA -3’

Detaily metod pro ptipravu CYP2S1 jsou rovnéz detailné popsany v piiloze ¢. 4 disertacni

prace [124].

3.1.3 Priprava expresniho plasmidu pro lidsky cytochrom bs (cyt bs)

v

Pro snadnéjsi izolaci lidského cytochromu bs a predevsim jeho mutantd bylo nutné
pridat histidinovou kotvu. Jelikoz se ale jedna o protein s membranovou kotvou na C-konci
sekvence, byla kotva pfidana na jeho N-konec. Zmény byly provedeny dle [96], kdy byla
jako histidinovd znacka pouzita sekvence o minimalni nutné délce Ctyf histidinli. Mezi
sekvenci kodujici histidiny a poc¢ate¢ni kodon methioninu byl pomoci primert (tabulka 5)

pridan kodon GCT kddujici alanin. Ten zlepSuje expresi, stejné jako u CYP1AL.

Tab. 5 Primery pouZité k apravé genu cytochromu bs

Nazev Sekvence

b5-forv 5’-GAATTCATATGGCTCATCATCATCACATGGCGGAACAGTCTG-3’
b5-rev 5’-TATCTAAGCTTTTAGTCTTCCGCCATGTAC-3
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Jako templat byl pouzit plasmid pET-22b s vlozenym syntetickym genem
membranového cytochromu bs bez afinitni znacky. Po pfipravé byl gen vlozen do
plasmidu pET22b pomoci restrikénich endonukleas Ndel a HindIIl. Mapu pouzitého
plasmidu pET-22b ukazuje obrazek 14. Dilezité ¢asti plasmidu zahrnuje opét gen kodujici
enzym pro rezistenci vaci ampicilinu, regula¢ni geny pro funkci promotoru a misto pro
pocatek replikace samotného plasmidu.

Vyznamnou zménou oproti starSim typtim plasmida je piitomnost T7 promotoru.
Jeho Cinnost je zalozena soucinnosti T7 RNA polymerasy, vlozené nejcastéji do genomu
hostitelské bakterie, a T7 promotoru. Po pfidani IPTG dojde nejprve k expresi T7 RNA
polymerasy, kterd skrze spojeny promotor provede transkripci genu umisténé¢ho pod timto
promotorem. Vyhodami tohoto systému je vyssi kontrola pfedcasné exprese a predevSim
specifita a vyrazné vyssi rychlost T7 RNA polymerasy. Samotny systém byl ale navrZzen

pro expresi malych a rozpustnych proteinii a exprese slozitéjSich mlze vést k tvorbé
inkluznich télisek [125].

Bpu1102 I(80)

Dra Ill(5251)

£ PIM 1(696)

ApaB I(798)
Sca |(4588)

Pvu I(4478)

Miu I(1114)
Bel l(1128)

Pst I(4353)

BstE ll(1295)
Bmg I(1323)

a 1(1325)
Eam1105 I(4108) Apal(1s25)

PEIZZM

(ergL-voL) P2

BssH I1(1525)
Hpa 1(1620)

AN 1(3631)

PshA 1(1959)

BspLU11 I(3215)
Sap 1(3099)

Bst1107 I(2986)

Tth111 lizg60)

Psp5 [1(2221)
Bpu10 l2321)

BspG l(27a1)

Obr. 14 Restrikéni mapa plasmidu pET-22b
Ptrevzato z [126].
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3.1.4 Priprava expresniho plasmidu pro lidskou NADH:cytochrom bs
reduktasu 3 (CYB5R3)

CY5BR3 byl ziskan z databdze DNASU ve formé genu ptitomného na klonovacim
plasmidu pENTR223. Ten byl pouzit jako templat do PCR, ktera byla nutna pro tpravu
genu. Jedna se o membranovy protein s membranovou kotvou na N-konci, jenz je ale
neschopen produkce v bakterialnim systému. Proto byla membranova kotva deleci prvnich

23 aminokyselin odstranéna a nahrazena histidinovou purifikacni kotvou. Zména byla
provedena ,,forward primerem* (tabulka 6).

Tab. 6 Primery pouZité k apravé genu cytochromu bs

Nazev Sekvence

b5r-forv 5’-AGATAGAATTCCATATGAAGCTGTTCCAGCGC-3’
b5r-rev 5’-GAGCGCTGCTTCGTCTTCTAAAAGCTTAGATA-3

Upraveny gen byl vlozen do plasmidu pET-28a pomoci restrikénich endonukleas
Ndel a Hindlll. Mapa pouzité plasmidu je ukdzana na obrazku 15. Plasmid pouziva stejny

expresni systém jako popsany pET-22B. Rozdilem je ale pfitomnost genu kodujici protein
pro rezistenci proti kanamycinu.

Xho I(158)
Not I(166)
Eag I(166)

Hind 1l1(173)
Sal I(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH I(198)
Nhe I(231)
Nde I(238)
Nco I(296)
Xba 1(335)
Bgl Il401)
SgrA 442)

Sph 1(598)

Pvu |(4426)
Sgf 1(4426)

Sma 1(4300)

Miu 1(1123)

% -Bcl 1(1137)
Cla I(4117) =
Nru 1(4083) = BstE 11(1304)
w
pET—283(+) L || [NApa I(1334)
(5369bp) &
L
BssH 11(1534)
Eco57 1(3772) EcoR V(1573)
Hpa l(1629)
AN 1(3640)
BssS 1(3397) PshA 1(1968)

BspLU11 1(3224) Bgl 1(2187)
Sap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11(2230)

Tth111 1(2969)

Obr. 15 Restrikéni mapa plasmidu pET-28a
Ptevzato z [127].
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3.2 MISTNE CILENA MUTAGENEZE

Touto metodou byly vytvofeny plasmidy nesouci geny s mutaci v dané pozici.
Mutagenezi byly podrobeny plasmidy nesouci gen cyt bs, CYP1Al a CYP1A2.
Reakéni smés pro mutagenezi obsahovala nasledujici slozky. V zévorkach jsou

uvedeny koncentrace zasobnich roztoku:

e [ pl templatu, 10x fedéného origindlniho plasmidu
e 2.5 ul forward muta¢niho primeru (10 uM)

e 2.5 ul reverse mutacniho primeru (10 uM)

e 1 ul smési dinukleotidtrifosfatt (10 mM)

e 10 pl HF Phusion pufru (5x koncentrovany)

e 0,5 pl Phusion DNA polymerasy

e Sterilni voda (do celkového objemu 50 pl)

Reakce byla provedena v termocykleru Techne v nasledujicim programu, ktery byl
navrzen dle navodu vyrobce pouzit¢é DNA polymerasy. Vzhledem k tomu, ze pfi
mutagenezi primery nasedaji celou délkou sekvenace a jejich teplota tani prevysuje teplotu
polymerase, byl pouzit dvoukrokovy protokol s vynechanim teploty pro jejich nasednuti.

Doba polymerace byla volena dle ptfedpokladané délky produktu s poskytnutim
Casové rezervy. Napiiklad u reakce s plasmidem cyt bs/pET22B o velikosti cca 6000 bp

byla doba polymerace nastavena na 4,5 minuty.

1 cyklus
e 98°C 60s : po¢atecni denaturace DNA
15 cykla
e 98°C 10s : rozvolnéni DNA
e 72°C 30 s/kb: : polymerace
1 cyklus
e 72°C 10 min : dosyntetizovani tisekit DNA
e 4°C : do odebrani vzorkl

Do reakcni smési byl pfidan 1 pl restrikéni endonuklasy Dpnl (20 u/pl) a nasledné
byla smés inkubovana ptes noc ve 37 °C. Tato endonukleasa $t€pi methylovanou DNA,

¢imz je znicen puvodni plasmid izolovand z bakteridlniho zdroje. Nové syntetizovana
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DNA neni methylovdna a je tedy zachovédna. Po inkubaci bylo 5 pl smési pouzito
Kk transformaci kompetentnich bunék XL-10 Gold kompetovanych protokolem dle
Innoueho [128]. Po selekci na LB agaru s pfisluSnym antibiotikem byla vybrana jedna
kolonie a z té byl izolovan plasmid pomoci soupravy High-Speed Plasmid Mini Kit dle

navodu vyrobce. K ovéfeni mutace byla provedena sekvenace DNA v servisnim centrum

PifF UK na Vini¢né 7.

3.2.1 Mutageneze lidského genu pro cytochrom bs

Pomoci protokolu pro mistné cilenou mutagenezi) bylo piipraveno nékolik

plasmidi nesoucich gen s mutovanym genem pro cytochrom bs. VSechny mutace byly

navrzeny tak, aby pfi expresi proteinu doSlo k pozadované zaméné aminokyseliny.

K mutagenezi byly pouzity primery ukazané v tabulce 7.

Tab. 7 Primery pouzité k mutagenezi genu cytochromu bs.
Baze mutujici ptivodni gen je vyznaCena podtrzenim v sekvenci forward primeru.

Nazev Sekvence
E42Q-forv 5’-CTGACCAAATTCCTGCAAGAACACCCGGGTG -3’
E42Q-rev 5’-CACCCGGGTGTTCTTGCAGGAATTTGGTCAG -3’
E43Q-forv 5’-GACCAAATTCCTGGAACAACACCCGGGTGGTG -3’
E43Q-rev 5’-CACCACCCGGGTGTTGTTCCAGGAATTTGGTC -3’
E420Q, 5’GTTTACGACCTGACCAAATTCCTGCAACAACACCCGGGTGGTG
E43Q-forv AAGAAGTTCTG-3’
E42Q,E43Q- | 5’>CAGAACTTCTTCACCACCCGGGTGTTGTTGCAGGAATTTGGTC
rev AGGTCGTAAAC-3’
E48Q-forv 5-GAACACCCGGGTGGTCAAGAAGTTCTGCGTG -3’
E48Q-rev 5’-CACGCAGAACTTCTTGACCACCCGGGTGTTC -3’
E49Q-forv 5’-CACCCGGGTGGTGAACAAGTTCTGCGTGAACAGG -3’
E49Q-rev 5’-CCTGTTCACGCAGAACTTGTTCACCACCCGGGTG -3’
E48Q, 5’CAAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTCAACAAGTTCTGCG
E49Q-forv TGAACAGGCGGGTGGTG-3’
E48Q, E49Q | 5’>CACCACCCGCCTGTTCACGCAGAACTTGTTGACCACCCGGGTG
-rev TTCTTCCAGGAATTTG-3’
D58N-forv 5’-GAACAGGCGGGTGGTAACGCGACCGAAAACTTCG-3’
D58N -rev 5’>-CGAAGTTTTCGGTCGCGTTACCACCCGCCTGTTC-3’
E61Q-forv 5’>-GGTGGTGACGCGACCCAAAACTTCGAAGACG-3’
E61Q-rev 5’-CGTCTTCGAAGTTTTGGGTCGCGTCACCACC-3’
D65N-forv 5’>-CGCGACCGAAAACTTCGAAAACGTTGGTCACTCTACCG-3
D65N-rev 5’-CGGTAGAGTGACCAACGTTTTCGAAGTTTTCGGTCGCG-3’
V66D-forv 5’-CCGAAAACTTCGAAGACGATGGTCACTCTACCGACG-3’
V66D-rev 5’-CGTCGGTAGAGTGACCATCGTCTTCGAAGTTTTCGG-3’
D71N-forv 5’>-GTTGGTCACTCTACCAACGCGCGTGAAATGTC-3’
D71N-rev 5’>-GACATTTCACGCGCGTTGGTAGAGTGACCAAC-3’
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3.2.2 Mutageneze geni CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1

Jelikoz ziskané geny pro CYP1A1 a CYP1BI nereprezentovali nejrozsifenéjsi alely
vyskytujici se v populaci, byly pfislusné konstrukty opraveny pomoci protokolu pro mistné

cilenou mutagenezi na jejich pfirozenou formu a to pomoci primerti uvedenych v tabulce 8.

Tab. 8 Primery pouZité k mutagenezi genii CYP1A1 a CYP1B1
Baze mutujici ptivodni gen je vyznacena podtrzenim v sekvenci forward primeru.
Nazev Sekvence
1Al1-fcor-1171L | 5’-GAGGCTGAGGTCCTGATAAGCACGTTGCAGG-3’

1Al-rcor-1171L | 5’-CCTGCAACGTGCTTATCAGGACCTCAGCCTC -3

1B1-fcor-L432V | 5’>-CTGTGAATCATGACCCACTGAAGTGGCCTAACCCG -3’

1B1-rcor-L432V | 5’-CGGGTTAGGCCACTTCAGTGGGTCATGATTCACAG -3°

Poté bylo pfipraveno n€kolik plasmidl nesoucich gen s mutovanymi geny CYP1A1
a CYP1AZ2 a jeden s mutovanym genem CYP1B1. VSechny mutace byly navrzeny tak, aby
pii expresi proteinu doSlo k pozadované zaméné aminokyseliny. K mutagenezi byly

pouzity primery ukazané v tabulce 9.

Tab. 9 Primery pouzité k mutagenezi geni CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1
Baze mutujici pivodni gen je vyznaéena podtrzenim v sekvenci forward primeru.

1A1-R135Q-f | 5’-GTGTGGGCTGCCCGCCAGCGCCTGGCCCAGAATG-3’

1A1-R135Q-r | 5’>-CATTCTGGGCCAGGCGCTGGCGGGCAGCCCACAC-3’

1A1-Q139R-f

5’-GCCGGCGCCTGGCCCGGAATGGCCTGAAAAG-3’

1A1-Q139R-r

5’-CTTTTCAGGCCATTCCGGGCCAGGCGCCGGL-3

1A1-Q293R-f

5’-CTGTCAGGAGAAGCGGCTGGATGAGAACGC-3°

1A1- Q293R-
r

5’-GCGTTCTCATCCAGCCGCTTCTCCTGACAG-3

1A1-K454Q-f

5’-GATTATCTTTGGCATGGGCCAGCGGAAGTGTATCG-3”

1A1-K454Q-r

5’-CGATACACTTCCGCTGGCCCATGCCAAAGATAATC-3

1A1-S122A-f

5’-GTAATGGTCAGAGCATGGCCTTCAGCCCAGACTC- 3’

1A1-S122A-r

5’-GAGTCTGGGCTGAAGGCCATGCTCTGACCATTAC- 3’

1A2-R137Q-f

5’-GTGTGGGCTGCCCGCCAGCGCCTGGCCCAGAATG-3°

1A2-R137Q-r

5’-CATTCTGGGCCAGGCGCTGGCGGGCAGCCCACAC-3’

1A2-Q141R-f

5’-GCCGGCGCCTGGCCCGGAATGCCCTCAACACC-3’

1A2-Q141R-r

5’-GGTGTTGAGGGCATTCCGGGCCAGGCGCCGGCL-3’

1A2-R296Q-f

5’-

GTTCAAGCACAGCAAGAAGGGGCCTCAAGCCAGCGGCAACCTCATCCCA

CAG-3°

1A2-R296Q-r

5’-

CTGTGGGATGAGGTTGCCGCTGGCTTGAGGCCCCTTCTTGCTGTGCTTGA

AC-3’
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1A2-K455Q-f | 5’-GCTGTTTGGCATGGGCCAGCGCCGGTGTATCG-3’

1A2-K455Q-r | 5’-CGATACACCGGCGCTGGCCCATGCCAAACAGC-3’

1A2-T124V-f | 5’- CTGGCCAGAGCTTGGICTTCAGCACAGACTCTG - 3’

1A2-T124V-r | 5’- CAGAGTCTGTGCTGAAGACCAAGCTCTGGCCAG -3’

1B1-A133S-f | 5- CGGCGGCCGCAGCATGICTTTCGGCCACTACTC -3’

1B1-A133S-r | 5’- GAGTAGTGGCCGAAAGACATGCTGCGGCCGCCG -3’

3.3 REKOMBINANTNI EXPRESE A PURIFIKACE PROTEINU

3.3.1 Heterologni exprese lidské NADH:cytochrom bs reduktasy

Pouzité roztoky:

LB médium

10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl / 1 litr vody

TB médium
12 g trypton, 24 g kvasni¢ny extrakt, 4 ml glycerol / 900 ml vody
Ptidat 100 ml roztoku obsahujiciho 2,31 g KH,PO,4 a 12,54 g K;HPO,

B5SR-A
100 mM KH3PO,, pH 6,8; 500 mM NaCl

B5R-B
100 mM KH,POy, pH 6,8; 500 mM NaCl; 50 mM imidazol

B5R-C
100 mM KH,POy, pH 6,8; 500 mM NaCl; 300 mM imidazol

B5R-D
100 mM KH3POy, pH 6,8; 150 mM NacCl; 0,1 mM imidazol

Plasmid b5r3/pET28 byl transformovan do bunék Escherichia coli kmene
C41(DE3) a selektovan na LB agarové plotné obsahujici kanamycin (50 pg/ml). Po no¢ni
inkubaci v 37 °C byla z plotny odebrana jedna kolonie a ta byla inkubovana ptes noc za

stejné teploty pfi tiepani 220 RPM v tekutém LB médiu obsahujici kanamycin. Protein 1ze
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ziskat 1 inkubaci odSkrabnutych zamraZenych bunék nesoucich plasmid bez nutnosti
transformace pti kazdé produkci.

Noc¢ni kultura byla dal$i den 100x fedéna do LB média obsahujiciho kanamycin (50
pug/ml) a riboflavin (5 pg/ml). Bakterie byly péstovany v 37 °C pfi tfepani 220 RPM dokud
opticka denzita méfend pii 600 nm nedosahla ptiblizné hodnoty 0,8. Poté bylo dodano
IPTG do 0,1 mM koncentrace, teplota inkubace byla snizena na 30 °C, samotné inkubace
pokracovala dalSich 16 hodin.

Poté byly bunky sklizeny centrifugaci pii 3900 X g a 4 °C po dobu 20 minut. Pelety
byly 2x resuspendovany v pufru B5R-A. Toto promyti bylo uréeno k oddéleni
piebytecného riboflavinu a proteas pritomnych v médiu.

Do smési byl pfidan lysozym do findlni koncentrace 0,1 mg/ml a smés byla po 30
minut michana na ledu. Poté bylo doddno PMSF do 1 mM koncentrace a provedeno 6
sonika¢nich pulzi trvajicim 30 sekund pti vykonu sondy 45 W s piestavkou na ledu cca 2
minuty.

Smés byla centrifugovana pii 20000 X g po dobu 20 minut a zafivé zluté zbarveny
supernatant byl nanesen na kolonu nosi¢e Ni-NTA Superfow resin (3 cm x 2,5 cm)
ekvilibrovaného pufrem B5R-A. Kolona byla poté promyta 250 ml pufru BSR-B, protein
eluovan pufrem B5R-C a zahustén v centrifugacnich koncentratorech s membranou 30000
MWCO firmy Millipore. Finalni preparat byl 2x dialyzovan proti 200-nasobku pufru B5R-

D a uchovan v -80 °C.

3.3.2 Heterologni exprese potkani NADPH:cytochrom P450 reduktasy
(CPR)

Pouzité roztoky:

LB médium

10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl / 1 litr vody
TB médium

12 g trypton, 24 g kvasni¢ny extrakt, 4 ml glycerol / 900 ml vody
Ptidat 100 ml roztoku obsahujiciho 2,31 g KH,PO4 a 12,54 g KoHPO4
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CPR-A
100 mM Tris-ClI, pH 8; 250 mM sacharosa; 0,5 mM EDTANa;

CPR-B
100 mM Tris-Cl, pH 8; 0,5 mM EDTANa,; 0,1 mM DTT

CPR-C
100 mM Tris-ClI, pH 8; 0,5 mM EDTANa,; 0,1 mM DTT; 0,3% Triton X-100

CPR-D
100 mM Tris-Cl, pH 8; 0,5 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 0,3% Triton X-100, 100 mM
KCI

CPR-E
100 mM Tris-Cl, pH 8; 0,5 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 0,3% Triton X-100, 300 mM
KCI

CPR-F
100 mM Tris-Cl, pH 8; 0,5 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 0,1% deoxycholat sodny

CPR-G
100 mM Tris-Cl, pH 8; 0,5 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 0,1% deoxycholat sodny, 2 mM
2'-AMP

CPR-H
50 mM KH2POy, pH 7,7; 10% glycerol (v/v); 0,5 MM EDTANay; 0,1 mM DTT

Expresni plasmid nesouci potkani formu CPR byl ziskdn darem od prof. Gradziny
Szklarz. Gen je vloZen v plasmidu pETOR262 a upraven vlozenim OmpA vodici sekvence
na N-konci proteinu. Vlivem signalni proteasy I je velka ¢ast OmpA sekvence z proteinu
odstépena. Finalni produkt ma na N-konci ponechanou sekvenci osmi aminokyselin a je
plng aktivni [129].
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Piivodni postup byl zna¢né upraven dle [130], jelikoz poskytuje vétSi mnozstvi
aktivngjsiho proteinu o vyssi Cistoté. Protein lze ziskat inkubaci odSkrdbnutych
zamrazenych bunék nesoucich plasmid bez nutnosti transformace pii kazdé produkei.

Plasmid CPR/pETOR262 byl transformovan do bunék Escherichia coli kmene
JIM109(DE3) a selektovan na LB agarové plotné obsahujici kanamycin (50 pg/ml). Po
no¢ni inkubaci v 37 °C byla z plotny odebrana jedna kolonie a ta byla inkubovana ptes noc
za stejné teploty pii tiepani 220 RPM v tekutém LB médiu obsahujici kanamycin.

Noc¢ni kultura byla dalsi den 100x fedéna do TB média obsahujiciho kanamycin (50
ng/ml) a riboflavin (1 pg/ml). Bakterie byly péstovany v 37 °C pii tiepani 220 RPM dokud
opticka denzita méfend pii 600 nm nedosahla ptiblizné hodnoty 0,8. Poté bylo dodano
IPTG do 0,5 mM koncentrace, teplota byla snizena na 30 °C, téepani bylo snizeno na 190
RPM a samotna inkubace pokracovala dalSich 48 hodin.

Poté byly bunky ,,sklizeny* centrifugaci pii 5000 RPM a 4 °C po dobu 20 minut
(Janetzki K-76). Pelety byly resuspendovany v pufru CPR-A a byl dodan lysozym do
findlni koncentrace 0,1 mg/ml. Smé&s byla michéna v ledu po dobu 45 minut a vzniklé
sféroplasty byly oddéleny centrifugaci pfi 3900 x g, 4 °C po dobu 20 minut. Pelety byly
resuspendovany v pufru CPR-B.

Resuspendované sféroplasty byly podrobeny 6 sonika¢nim pulziim trvajicim 45
sekund pii vykonu sondy 45 W s ptestavkou na ledu cca 2 minuty. Sonikat byl poté
centrifugovan pii 10000 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Nasledné byl supernatant podroben
centrifugaci pfi 180000 x g a 4 °C po dobu 60 minut. Ziskané membrany byly
homogenizovany v pufru CPR-C a ponechany 2 hodiny solubilizovat na ledu. Poté byla
smés centrifugovéana pii 100000 x g a 4 °C po dobu 60 minut.

Solubilizat byl za pokojové teploty nanesen na kolonu DEAE sepharosy Fast Flow
(20 cm x 5 cm) ekvilibrované pufrem CPR-C. Po naneseni vzorku byla kolona promyta
500 ml pufru CPR-D a nasledné byl protein eluovan pufrem CPR-E. Eluat byl za pokojové
teploty nanesen na malou kolonu 2'5'-ADP sepharosy 4B (4 cm x 1 cm) ekvilibrované
pufrem CPR-C a po zachyceni promyt 250 ml pufru CPR-F. Poté byl protein eluovan
pufrem CPR-G. Ziskany eluat byl koncentrovan v centrifugac¢nich koncentratorech
s membranou 30000 MWCO firmy Millipore a dialyzovan tfikrat proti 200-nasobku pufru
CPR-H, ptficemz v prvni dialyze byl do tohoto pufru piidan kofaktor FMN o 2 uM

koncentraci. Preparat byl uchovan v -80 °C.
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3.3.3 Heterologni exprese membranovych forem cytochromu bs

Pouzité roztoky:

LB médium

10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl / 1 litr vody

TB médium
12 g trypton, 24 g kvasni¢ny extrakt, 4 ml glycerol / 900 ml vody
Ptidat 100 ml roztoku obsahujiciho 2,31 g KH,PO4 a 12,54 g K;HPO,

Cytb5-A
75 mM Tris-Cl, pH 8; 250 mM sacharosa; 0,5 mM EDTANa;

Cytb5-B
75 mM Tris-Cl, pH 8; 0,1 mM EDTANa,

Cytb5-C
20 mM Tris-Cl, pH 8; 0,1 mM EDTANa,

Cytb5-D
20 mM Tris-Cl, pH 8; 20% glycerol (v/v); 2 mM B-merkaptoethanol

Cytb5-E
20 mM Tris-Cl, pH 8; 0,1% CHAPS; 2 mM B-merkaptoethanol

Cytb5-F
20 mM Tris-Cl, pH 8; 0,1% CHAPS; 2 mM B-merkaptoethanol; 400 mM KCI; 10 mM

imidazol

Cytb5-G
20 mM Tris-Cl, pH 8; 0,1% CHAPS; 2 mM B-merkaptoethanol; 100 mM imidazol

Cytb5-H
50 mM KH,POy, pH 7,4; 0,5 mM EDTANa,; 0,1 mM DTT
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Plasmid cyt bs/pET22b nebo plasmid nesouci mutovany gen byl transformovan do
bunék Escherichia coli kmene C41(DE3) a selektovan na LB agarové plotné obsahujici
ampicilin (100 pg/ml). Po no¢ni inkubaci v 37 °C byla z plotny odebrana jedna kolonie a ta
byla inkubovéana pies noc za stejné teploty pii tfepani 220 RPM v tekutém LB médiu
obsahujicim ampicilin.

Noc¢ni kultura byla dalsi den 100x fedéna do TB média obsahujiciho ampicilin (100
ug/ml). Bakterie byly péstovany v 37 °C pii tfepani 220 RPM, dokud opticka denzita
meéfend pii 600 nm nedosédhla piiblizné hodnoty 0,8. Poté bylo doddno IPTG do 0,1 mM
koncentrace, teplota inkubace byla snizena na 25 °C, tfepani bylo snizeno na 190 RPM a
samotna inkubace pokracovala dalSich 24 hodin.

Poté byly buiiky sklizeny centrifugaci pii 3900 x g a 4 °C po dobu 20 minut. Pelety
byly resuspendovany v pufru Cytb5-A a byl dodan lysozym do finalni koncentrace 0,1
mg/ml. Smés byla michana v ledu po dobu 45 minut a vzniklé sféroplasty byly odd€leny
centrifugaci pti 3900 x g, 4 °C po dobu 20 minut. Pelety byly resuspendovany v pufru
Cytb5-B v poméru ptiblizné 40 ml/kultura z 1 litru média.

Resuspendované sféroplasty byly podrobeny 6 sonikaénim pulzim trvajicim 45
sekund pii vykonu sondy 45 W s piestavkou na ledu cca 2 minuty. Po sonikaci bylo
odebrano 20 pl vzorku a 50x nafedéno pufrem Cytb5-C. Do tohoto vzorku byl pfidavan 2
mM hemin a spektrofotometricky byl méfen narist piku pii 413 nm. Poté, co se ve spektru
zacal projevovat narust piku také pii 390 nm bylo pfidavani heminu ukonceno, a z tohoto
méfeni bylo vypocteno mnoZstvi heminu nutné pro rekonstituci apoformy cytochromu bs
s heminem, coz bylo nésledné provedeno v celém objemu sonikatu.

Sonikat byl poté centrifugovan pii 10000 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Nasledné
byl supernatant podroben centrifugaci pti 180000 x g a 4 °C po dobu 60 minut. Ziskané
membrany byly homogenizovany v malém objemu pufru Cytb5-D a v tomto preparatu
bylo stanoveno celkové mnozstvi proteinu. Preparat byl poté natedén pufrem Cytb5-D na
koncentraci 2 mg/ml, umistén do chladové mistnosti na automatickou michacku a po
vytemperovani do n¢j byl po malych davkach dodan sypky detergent CHAPS do finalni
1% koncentrace (w/v). Po hodinové solubilizaci byla smés centrifugovana pii 100000 x g a
4 °C po dobu 60 minut a ¢ervené zbarveny solubilizat byl 1x zfedén pufrem Cytb5-E.

Vzorek byl nasledn€ nanesen na kolonu nosic¢e Ni-Nta Superflow (3 cm x 2,5 cm),

ekvilibrovanou pufrem Cytb5-E. Po zachyceni proteinu byla kolona promyta pufrem
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Cytb5-F a protein byl poté eluovan pufrem Cytb5-G. Ziskany eluat byl koncentrovan
Vv centrifugacnich koncentratorech s membranou 10000 MWCO firmy Millipore a
dialyzovan dvakrat proti 200-ndsobku pufru Cytb5-H. Preparat byl uchovan v -80 °C.

3.3.4 Heterologni exprese forem cytochromu P450 rodiny 1

Pouzité pufry:
LB médium

10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl / 1 litr vody

Roztok stopovych prvki (4000x koncentrovany)

24,5 g citrat zelezity; 1,31 g chlorid zinecnaty; 2 g chlorid kobaltnaty hexahydrat; 2 g
molybdenan sodny dihydrat; 1 g chlorid vapenaty dihydrat; 1,27 g chlorid médnaty
dihydrat; 0,5 g kyselina boritd; 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové; voda do

objemu 1 litr

Modifikované TB médium
12 g trypton, 24 g kvasni¢ny extrakt, 4 ml glycerol, 2 g baktopepton / 900 ml vody
Ptidano 100 ml roztoku obsahujiciho 2,31 g KH,PO4 a 12,54 g K;HPO,4

Dodan 1 mM thiamin a roztok stopovych prvki

CYP-A
100 mM Tris-acetat, pH 7,6; 500 mM sacharosa; 0,5 mM EDTANa;

CYP-B
100 mM KH2PO4, pH 7,4; 20% glycerol; 10 mM p-merkaptoethanol; 6 mM octan
hotecnaty; 0,1 mM EDTANa,

CYP-C
100 mM KH,POy,, pH 7,4; 20% glycerol; 10 mM B-merkaptoethanol

CYP-D
100 mM KHyPOy4, pH 7,4; 20% glycerol; 1% CHAPS; 500 mM NaCl; 10 mM pB-
merkaptoethanol, 30 uM a-naftoflavon
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CYP-E
100 mM KH;PQO4, pH 7,4; 20% glycerol; 0,5% CHAPS; 500 mM NaCl, 10 mM -

merkaptoethanol

CYP-F
100 mM KH2POy, pH 7,4; 20% glycerol; 0,5% CHAPS; 500 mM NaCl; 25 mM imidazol.
10 mM B-merkaptoethanol

CYP-G
100 mM KH,POy, pH 7,4; 20% glycerol; 0,5% CHAPS; 500 mM NaCl; 300 mM imidazol,
10 mM B-merkaptoethanol

CYP-H
100 mM KH,POy, pH 7,4; 20% glycerol; 0,1 mM EDTANa;

Expresni plasmid pCW nesouci ptisluSny gen cytochromu P450 byl transformovan
do bun¢k Escherichia coli kmene JM109 a selektovan na LB agarové plotné obsahujici
ampicilin (100 pg/ml). Po noéni inkubaci v 37 °C byla z plotny odebrana jedna kolonie a ta
byla inkubovéana pfes noc za stejné teploty pii tfepani 220 RPM v tekutém LB médiu
obsahujici ampicilin.

Noc¢ni kultura byla dalSi den 100x fedéna do modifikovaného TB média
obsahujiciho ampicilin. Bakterie byly péstovany v 37 °C pfi tiepani 220 RPM, dokud
optickd denzita méfend pii 600 nm nedosdhla pfiblizné hodnoty 0,8. Poté bylo dodéno
IPTG do 1 mM koncentrace. V piipadé produkce CYP1A1 a CYP1B1 byla do kultury
dodéna také ALA do 0,5 mM koncentrace. Nasledné byla teplota sniZena na 30 °C, tfepani
bylo sniZzeno na 180 RPM a samotnd inkubace pokracovala dalSich 48 hodin.

Poté byly buniky sklizeny centrifugaci pii 5000 RPM a 4 °C po dobu 20 minut
(Janetzki K-76). Pelety byly resuspendovany v pufru CYP-A a byl dodan lysozym do
findlni koncentrace 0,2 mg/ml. Smés byla michana v ledové lazni po dobu 15 minut,
nasledn¢ byl pfidan stejny objem vychlazené vody a smés byla opét michdna po dalSich 15
minut. Vzniklé sféroplasty byly oddéleny centrifugaci pti 3900 x g, 4 °C po dobu 20
minut. Pelety byly resuspendovany v pufru CYP-B.
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Resuspendované sféroplasty byly podrobeny 7 sonika¢nim pulziim trvajicim 30
sekund pfi vykonu sondy 45 W s pfestavkou na ledu cca 2 minuty. Sonikat byl poté
centrifugovan pti 10000 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Nasledn¢ byl supernatant podroben
centrifugaci pii 180000 x g a 4 °C po dobu 60 minut. Ziskané membrany byly
homogenizovany v minimalnim objemu pufru CYP-C. U preparatu byl stanoven celkovy
obsah proteind, s pouzitim pufru CYP-D byla smés natedéna na proteinovou koncentraci 2
mg/ml a ponechana 3 hodiny solubilizovat na ledu. Poté byla smés centrifugovana pfti
100000 x g a 4 °C po dobu 60 minut.

Solubilizat byl v chladové mistnosti nanesen na kolonu Ni-Nta Superflow (3 cm x
2,5 cm) ekvilibrované pufrem CPR-E. Po naneseni vzorku byla kolona promyta pufrem
CPR-F a nasledné byl protein eluovan pufrem CPR-G. Ziskany eluat byl koncentrovan
Vv centrifugacnich koncentratorech s membranou 30000 MWCO firmy Millipore a
dialyzovan tfikrat proti 200-nasobku pufru CPR-H, pficemz prvni dvé dialyzy trvaly 4
hodiny, posledni 24 hodin. Preparat byl uchovan v -80 °C.

3.3.5 Heterologni exprese dalSich forem cytochromu P450

Pouzité pufry:
LB médium

10 g trypton, 5 g kvasni¢ny extrakt, 10 g NaCl / 1 litr vody

Roztok stopovych prvki (4000x koncentrovany)

24,5 g citrat Zelezity; 1,31 g chlorid zine¢naty; 2 g chlorid kobaltnaty hexahydrat; 2 g
molybdenan sodny dihydrat; 1 g chlorid véapenaty dihydréat; 1,27 g chlorid médnaty
dihydrat; 0,5 g kyselina borita; 100 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové; voda do

objemu 1 litr

Modifikované TB médium
12 g trypton, 24 g kvasni¢ny extrakt, 4 ml glycerol, 2 g baktopepton / 900 ml vody
Ptidano 100 ml roztoku obsahujiciho 2,31 g KH,PO4a 12,54 g K;HPO,

Dodén 1 mM thiamin a roztok stopovych prvki

Expresni plasmid pCW nesouci pfisluSny gen cytochromu P450 byl transformovan
do bun¢k Escherichia coli kmene JM109 a selektovan na LB agarové plotné obsahujici
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ampicilin (100 pg/ml). Po no¢ni inkubaci v 37 °C byla z plotny odebrana jedna kolonie a ta
byla inkubovéana pies noc za stejné teploty pii tfepani 220 RPM v tekutém LB médiu
obsahujici ampicilin.

Noc¢ni kultura byla dalsi den 100x fedéna do modifikovaného TB média
obsahujictho ampicilin. Bakterie byly péstovany v 37 °C pfi tfepani 220 RPM, dokud
opticka denzita méfend pii 600 nm nedosahla ptiblizné hodnoty 0,8. Poté bylo dodano
IPTG do 1 mM koncentrace. V ptipad¢ produkce CYPIA1 a CYPIBI byla do kultury
dodana také ALA do 0,5 mM koncentrace. Nasledné byla teplota snizena na 30 °C, tiepani

bylo sniZzeno na 180 RPM a samotnd inkubace pokracovala dalSich 48 hodin.

3.4 ANALYTICKE METODY

3.4.1 Stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteini byla zjistovana metodou vyuzivajici 4,4°-dikarboxy-2,2°-
bicinchoninovou kyselinu (BCA). Jedna se o modifikaci starsi Lowryho metody. Vyuziva
se tvorby barevného komplexu méd'nych iontd s BCA v alkalickém prostfedi a hovézim
sérovym albuminem jako standardem. Intenzita zabarveni méfend spektrofotometricky pfi
562 nm je pfimo umérna koncentraci proteinu.

Do jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano po 9 ul proteinovych standardi BSA a
vhodné fedénych vzorku a také destilované vody piedstavujici ,,slepé* vzorky. Vzorky pro
stanoveni byly fedény v destilované vodé¢.

Nasledné bylo k nanesenym roztokiim pipetovano 260 pl Cerstvé piipraveného
¢inidla. Zminéné ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim bicinchoninové kyseliny v padesati
dilech roztoku A (0,4% NaOH (w/v); 0,95% NaHCOg3; (w/v); 2% Na,CO3 x 10 H,0 (w/v);
0,16 vinan sodny (w/v); pH 11,25) a jednom dile roztoku B (4% CuSO4 x 5 H,0 (w/v)).
Roztok B byl pfidan po Uplném rozpusténi roztoku B, pficemz vysledna koncentrace BCA
byla 1%.

Po pfidani ¢inidla byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut pii 37 °C. Poté byly
meéfeny absorbance vzorkil pfi 562 nm na Cte€ce mikrotitracnich desticek a data byla

nasledné vyhodnocena v programu Kim32.
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3.4.2 Stanoveni koncentrace cytochromu P450

Ke stanoveni cytochromu P450 bylo vyuzito charakteristické absorpce komplexu
proteinu v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm. K vypoctu byla pouzita
hodnota molarniho extinkéniho koeficientu 450 = 91 mM™. cm™ [131].

V piipadé méteni purifikované proteinu byl preparat fedén 100 mM KH>PO,4 0 pH
7,4 s obsahem 20% glycerolu (v/v) a do roztoku bylo dodano malé mnozstvi dithioni¢itanu
sodného. Nasledn¢ byl roztok rozdélen do 2 kyvet. Po ,,vynulovani® spektrofotometru byl
roztok v jedné z kyvet probublan oxidem uhelnatym. Kyveta bez probublani byla pouzita
jako reference pro dalsi méfeni [132]. U proteinti z rodiny CYP1 byl vzorek méten po
ptiblizn¢ 5 minutach, jelikoz tyto proteiny jsou redukovéany velmi pomalu a pik oznacujici
maximum se mize po urcitou dobu stale zvySovat. Méfeni bylo ukonceno tehdy, kdy pik
jiz nenarustal [133, 134].

V piipad€¢ méteni piimo v bakteridlnich kulturach byly 2 ml kultury centrifugovany
pti 10000 x g a nasledné byly buiiky resuspendovéany ve 2 ml 100 mM KH2PO4 o pH 7,4
s obsahem 20% glycerolu (v/v). V tomto okamziku mohl byt do smési dodan dithioni¢itan
sodny (10 pl 500 mM roztoku ve vod¢), do nékterych méfeni ale v ramci experimentl
dodan nebyl. Smés byla nasledné rozdélena do 2 kyvet. Po vynulovani spektrofotometru
byl roztok v jedné z kyvet probublan oxidem uhelnatym. Kyveta bez probublani byla
pouzita jako reference pro dal$i méfeni. I u téchto vzorkd bylo métfeni po pfiblizng 5
minutach opakovano, aby byl zachycen pfipadny nariast piku maxima. U téchto vzorku byl
ptitomen 1 pik odpovidajici denaturované¢ form¢ P420 a proto byla kurceni jeji
koncentrace pouzita hodnota molarniho extinkéniho koeficientu g9 = 111 mM?, cm?
[132].

3.4.3 Stanoveni koncentrace NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Tento protein diky vazanému kofaktoru FAD vykazuje specifickou absorpci pii 454
nm, coz bylo vyuzito pro stanoveni jeho koncentrace. K vypoctu byla pouzita hodnota

molarniho extinkéniho koeficientu esss = 21,4 mM™. cm™ [135, 136].
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3.4.4 Stanoveni koncentrace NADH:cytochrom bs reduktasy 3

Tento protein diky vazanému kofaktoru FAD vykazuje specifikou absorpci
kofaktoru pii 460 nm, coz bylo vyuzito pro stanoveni jeho koncentrace. K vypoctu byla

pouzita hodnota molarniho extinkéniho koeficientu kofaktoru €454 = 10,2 mM?t cm? [137].

3.4.5 Stanoveni aktivity NADH:cytochrom bs reduktasy 3 viéi

cytochromu bs

Aktivita proteinu CYBSR3 byla stanovena proti formam membranového
cytochromu bs. Reakce byla provedena ve 100 mM KH,PO4 o pH 7,4 temperovaného na
25 °C. Do kyvety bylo pipetovano v nasledujicim potadi 965 pl pufru, 20 ul vhodné fedéné
formy cytochromu bs do finalni 2 uM koncentrace a 5 pl vhodné fedéného preparatu
proteinu CYBSR3. Po promichani byla reakce zahajena ptidanim 10 pl 10 mM NADH.
Reakce byla sledovana vzestupem absorbance pti 424 nm. Pro vypocet aktivity musela byt
reakce linedrni alespon po jednu minutu, a proto bylo fedéni preparatu CYBS5R3
upravovano pro kazdou formu cytochromu bs. Aktivita byla spoftena na jako rozdil
absorbance mezi redukovanou a oxidovanou formou cytochromu bs pii 424 nm s vyuzitim
koeficientu 124 mmol . cm™ [138].

3.4.6 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti

dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Pouzité roztoky vyzadujici popis sloZeni:
Polymeraéni roztok: 30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v)
Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris-HCI; 0,192 M glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3

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

Barvici lazen: 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v); 46% ethanol (v/v); 9,2%

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

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného se

pouziva k separaci proteinu na zéklad¢ jejich molekulové hmotnosti.
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Smés tvorici po polymeraci spodni gen byla postupné pipetovana do sméSovaci
nadoby, promichana a pipetovana mezi dvé skla odd€lend sklenénymi ,,Spacery* (Sitka 1
mm) piitomnymi na jednom ze skel. Skla byla nasledné¢ vertikdlné umisténa
Vv elektroforetické aparatuie. Gel byl pievrstven destilovanou vodou a ponechan po 30

minut tuhnout. Poté byla voda odlita.

Horni 5% zaosttovaci gel byl pfipraven dle nize zobrazené tabulky 10. Smés byla
opét kratce promichana a pipetovana na spodni separac¢ni gel. Po napipetovani byl do
tuhnouciho zaostiovaciho gelu umistén plastovy hieben k vytvoreni jamek na vzorky. Byl
pouzit 10-jamkovy hieben. Horni gel byl ponechan tuhnout asi 30 minut. Poté byl hieben
vyjmut, byl otevien spodni té€snici dil elektroforetické aparatury a aparatura byla umisténa
do vanic¢ky. Horni i spodni elektrodovy prostor aparatury byl naplnén elektrodovym

pufrem.

Vzorky byly smichany s odpovidajicim mnozstvim 4x vzorkového redukujiciho
pufru a vody. Vysledné roztoky byly 5 minut povareny, kratce centrifugovany a pomoci
Hamiltonovy stfikacky naneseny do jamek. Bylo nandseno 15 pl vzorku na jamku.

Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 200 V.

Po ukonceni elektroforézy byla skla vyjmuta z elektroforetické aparatury a skla
byla opatrné odlepena. Horni zaostiovaci gel byl odstranén a spodni separacni gel byl
vloZen na 1 hodinu do barvici lazn€. Nasledné byl odbarvovan v odbarvovaci 1azni, kde byl

po dvou vyménach 14zné& asi po 2-3 hodinach dostate¢né odbarven.

Tab. 10 Priprava geli na SDS-PAGE

SloZeni 5% horni = 8% spodni  10% spodni 12% spodni 15% spodni
gel gel gel gel gel
voda [ml] 1,4 2,3 1,9 1,6 1,1
polymeracni 0,33 1,3 1,7 2 2,5
roztok [ml]
1,5M Tris-Cl 0 1,3 1,3 1,3 1,3
(PH 8,8) [ml]
10% SDS [pl] 20 50 50 50 50
10% APS [ul] 20 50 50 50 50
TEMED [pl] 2 3 2 2 2
1,5M Tris-Cl 0,25 0 0 0 0
(PH 6,8) [nl]
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3.5 STUDIUM METABOLISMU SUBSTRATU CYTOCHROMU P450

3.5.1 Metabolismus Sudanu | a rekombinantnimi lidskymi cytochromy

P450 v rekonstituovaném systému

Sudan | je barvivo v primyslu pouzivané k barveni plastd, obuvi, voskid a dalSich
produktt. Je povazovan za slaby lidsky karcinogen a mutagen [139] Rodinou CYP1A je
metabolizovan na 4°‘-hydroxyderivat, 6-hydroxyderivat a 4°,6-dihydroxyderivat [29, 140,
141]. Dale jejich pusobenim vznika benzendiazoniovy iont. Metabolismus Sudanu |

ukazuje obrazek 16.
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P —— o
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adducts . HO
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6-OH-Sudan| °" 4'-OH-Sudan | + DNA :8

CYP l CYP lCYP 1,2-Naphthoquinone
H—0 HO, HN N
H—O, N
Oy Dy WO
N g N unknown
DNA adducts
'oH 8-Phenylazoguanine
4',6-diOH-Sudan | 3',4'-diOH-Sudan | in DNA

Obr. 16 Metabolismus Sudanu |
Pievzato z [139].

Oxidace Sudanu 1 v potkanich jaternich mikrosomech je detailné popsana
v publikaci, ktera je pfilohou diserta¢ni prace ¢. 1 [141].

V této kapitole jsou pak detailné popsany metody, kde byl Sudan I metabolizovan
cytochromy P450 v rekonstituovanych systémech. Detaily metod jsou rovnéz popsany
Vv publikaci €. 3, ktera je ptilohou diserta¢ni prace.

Cytochromy P450 a dal§i proteinové slozky ovlivilujici jeho funkeci byly
rekonstituovany v arteficidlni membrané tvofené liposomy (dilaurylfosfatidylcholin,
DLPC).

Rekonstituovany systém byl pfipraven o nasledujicim slozeni:

e rekombinantni lidsky cytochrom P450 o koncentraci 2 uM
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e rekombinantni NADPH:cytochrom P450 reduktasa o koncentraci 2 uM
e 0,05 mg/ml CHAPS

e 2mg/ml DLPC

e 3 mM glutathion

e 50 mM HEPES

Nejdtive byl ve sklenéné zkumavce odpaien roztok DLPC (5 mg/ml v chloroformu)
tak, aby se vytvortila vrstvicka lipidu. Poté byl do zkumavky piidan roztok detergentu
CHAPS (0,5 mg/ml ve vod¢), glutathionu (30 mM ve vodé) a HEPES pufru (500 mM).
Smés byla sonikovéna 2 x 3 minuty a poté byl pfidan pfislusny CYP a CPR. Sm¢s byla
inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté za pomalého michani. Pii provadéni inkubace
s NADH: cytochrom bs reduktasou nebyla do rekonstituce ptidana NADPH: cytochrom
P450 reduktasa a byla nahrazena pravé vySe zminénym proteinem.

Inkubac¢ni smési byly pfipraveny ve sklenénych zkumavkach v dubletech ¢&i
tripletech o celkovém objemu 1 ml. Nejprve byl pridan rekonstituovany systém (0,01 uM
finélni koncentrace CYP1A1 a 0,1 uM findlni koncentrace CYP1A2 v ptipad¢ pouziti
CPR; 0,1 uM finalni koncentrace CYP1Al a 0,5 puM findlni koncentrace CYP1A2
Vv piipad¢ pouziti CYB5R3) a pfislusny cytochrom bs. Poté byla smés inkubovana 10 minut
pii laboratorni teplot¢ za pomalého michani. Nasledné byl dodan fosfatovy pufr (100 mM
KH,POy; pH 7,4) a Sudan | do 50 uM koncentrace. Zasobni roztok Sudanu I byl pfipraven
v methanolu v 5 mM koncentraci a do inkubace byl dodan takovy objem, aby methanol
tvofil 1% finalniho roztoku.

Smeés byla poté preinkubovéana 5 minut ve 37 °C za stalého tfepani (180 RPM).
Reakce byla iniciovana pfiddnim NADPH (10 mM ve fosfatovém pufru) do finalni
koncentrace 1 mM. Smés byla dikladné zamichana a inkubovana ve 37 °C za stalého
trepani (180 RPM). V ptipadé CYP1A1 byla inkubace provadéna po 10 minut, v piipadé
CYP1A2 po dobu 15 minut.

Reakce byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a naslednym intenzivnim
protfepanim. Vzorky byly extrahovany 2 x 1 ml ethylacetatu intenzivnim protfepanim (2
min na vortexu). Smés byla poté centrifugovana po dobu 5 minut pfi. Horni organické faze
byla odebrana sklenénym kapatkem a odpafena do sucha na vakuové odparce pii pokojové

teploté. Vzorky byly rozpustény ve 100 pl methanolu a analyzovany pomoci HPLC.
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V ptipad¢ studie reakce pomoci NADH: cytochrom bs reduktasy byl cytochrom bs
dodan v desetindsobném poméru vici koncentraci cytochromu P450. Dalsi zménou bylo
nahrazeni NADPH za NADH.

Metabolity Sudanu I vzniklé v inkubacnich smésich byly separovany pomoci

HPLC na pfistroji Agilent 1200 Series. Podminky metody jsou popsany v tabulce 11.

Tab. 11 Parametry chromatografie pri rozdéleni metaboliti Sudanu I

Piistroj Agilent 1200 Series s DAD detektorem
Kolona Chromolith Performance RP-18e 100 mM (zrnitost 4,6 mm) s ptedkolonou
Mobilni faze 75% methanol

Teplota kolony 30°C

Doba metody 10 min
Nastrik 40 ul
Detekce 480 nm
Priitok 1,5 ml/min

Plochy pikt vzniklych metaboliti Sudanu I, typicky dvou monohydroxyderivati a
jednoho dihydroxyderivatu, byly secteny. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit parovy
Studentiv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Signifikance vzorkl byla ur€ovana proti vzorku bez obsahu cytochrom bs.

3.5.2 Metabolismus fenacetinu rekombinantnimi lidskymi cytochromy

P450 v rekonstituovaném systému

Fenacetin je 1é¢iva latka uzivana proti bolesti a teploté. MiZe vyvolat selhani ledvin
a jeji uzivani je spojeno s uritymi typy rakoviny. Od roku 1983 je zakdzan v USA a
v mnoha zemich byl v klinické praxi nahrazen vlastnim metabolitem, paracetamolem
[142]. CYP1A2 pfeménuje fenacetin na paracetamol O-deethylaci, jak je ukazano na
obrazku 17.

fenacetin ‘c|) CYP1A2 —\ /|C|'—C'H.
S\ C—CH. / \ i 3
e / N\ s £ [ HO— /—N R
HC—C—0—  )—N( \ 7 -
H, 7 H

paracetamol

Obr. 17 Metabolicka pireména fenacetinu
Pievzato z[143].
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Cytochromy P450 a dal§i proteinové slozky ovliviiujici jeho funkci byly
rekonstituovany v arteficidlni membrané tvofené liposomy (dilaurylfosfatidylcholin,
DLPC).

Rekonstituovany systém byl piipraven stejné jako v kapitole 3.5.1.

Inkubacni smési byly pfipraveny v plastovych zkumavkach v dubletech o celkovém
objemu 0,5 ml. Nejprve byl pfidan rekonstituovany systém (0,05 uM finalni koncentrace
CYPIAI nebo CYP1A2) a ptislusny cytochrom bs. Poté byla smés inkubovana 10 minut
pii laboratorni teploté za pomalého michdni. Nasledné byl dodan fosfatovy pufr (100 mM
KH,POy; pH 7,4) a fenacetin do 200 uM koncentrace. Zasobni roztok fenacetinu byl
pripraven v methanolu ve 20 mM koncentraci a do inkubace byl dodan takovy objem, aby
methanol tvofil 1% findlniho roztoku.

Smés byla poté preinkubovéna 5 minut ve 37 °C za stalého tfepani (180 RPM).
Reakce byla iniciovana pfiddnim NADPH (10 mM ve fosfatovém pufru) do findlni
koncentrace 1 mM. Smés byla dikladné zamichdna a inkubovana 30 minut ve 37 °C za
stalého tfepani (180 RPM).

Reakce byla zastavena pifidanim 5 pl 60% kyseliny chloristé naslednym
intenzivnim protfepanim. Vzorky byly inkubovany 10 minut v ledové ldzni a nasledné
centrifugovany 5 minut pfi 4 °C a 16000 x g. Odebrana kapalné faze byla pouzita pfimo
k rozdéleni latek na HPLC.

Podminky metody jsou popsany v tabulce 12.

Tab. 12 Parametry chromatografie pii rozdéleni paracetamolu a fenacetinu

Piistroj Agilent 1200 Series s DAD detektorem

Kolona Chromolith Performance RP-18e 100 mM (zrnitost 4,6 mm) s ptedkolonou

Mobilni faze A 20 mM KH,PO,, pH 5,4

Mobilni faze B Methanol

Rozpis pritoku 0 min az 4 min — isokraticky 88% A, 12% B

4 min aZ 9 min — gradient do 60% A, 40% B

9 min az 13,5 min — isokraticky 60% A, 40% B
13,5 min az 14,5 min — gradient do 88% A, 12% B
14,5 min az 20 min — isokraticky 88% A, 12% B

Teplota kolony 30°C

Doba metody 20 min
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Nastiik 20 ul
Detekce 254 nm
Priatok 1 ml/min

Plocha pika vzniklého paracetamolu byla pfevedena na jednotky odpovidajici
casové aktivité enzymu pomoci kalibra¢ni kiivky. Ta byla sestavena z méteni provedeného
s roztoky Cistého paracetamolu s riznou koncentraci. Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit parovy Studentiiv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <

0,001. Signifikance vzorki byla uréovana proti vzorku bez obsahu cytochrom bs.

3.5.3 Metabolismus acetanilidu rekombinantnimi lidskymi cytochromy

P450 v rekonstituovaném systému

Acetanilid byl ptivodné 1ékem proti bolesti a horecce. Jeho vysoké toxické ucinky
ale vedly kjeho =zakazu. V klinické praxi byl nahrazen fenacetinem a pozd&ji
paracetamolem, ktery je metabolitem obou zminénych latek [142]. CYP1A2 pfeménuje

acetanilid hydroxylaci, coz je mozné vidét na obrazku 18.

———= HO—{ )N
\ ’

paracetamol

“:‘ ,._.\'
\_7 H
acetanilid

Obr. 18 Metabolismus acetanilidu
Ptevzato z [143].

Cytochromy P450 a dal§i proteinové slozky ovliviiujici jeho funkci byly
rekonstituovany v arteficialni membrané tvofené liposomy (dilaurylfosfatidylcholin,
DLPC).

Rekonstituovany systém byl pfipraven stejné jako v kapitole 3.5.1.

Inkubac¢ni smési byly piipraveny v sklenénych zkumavkach v dubletech o
celkovém objemu 0,5 ml. Nejprve byl pfidan rekonstituovany systém (0,1 pM finalni
koncentrace CYP1A2) a pfislusny cytochrom bs. Poté byla smés inkubovana 10 minut pfi
laboratorni teploté¢ za pomalého michéni. Nasledné byl dodan fosfatovy pufr (100 mM
KH,POy4; pH 7,4) a acetanilid do 500 uM koncentrace. Zasobni roztok acetanilidu byl
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ptfipraven v methanolu v 50 mM koncentraci a do inkubace byl dodan takovy objem, aby
methanol tvofil 1% findlniho roztoku.

Smés byla poté preinkubovana 5 minut ve 37 °C za stalé¢ho tiepani (180 RPM).
Reakce byla iniciovana ptfiddnim NADPH (10 mM ve fosfatovém pufru) do finélni
koncentrace 1 mM. Smés byla diikladné¢ zamichdna a inkubovana 30 minut ve 37 °C za
stalé¢ho tfepani (180 RPM).

Reakce byla zastavena pridanim 5 ul 60% kyseliny chloristé naslednym
intenzivnim protfepanim. Vzorky byly inkubovany 10 minut v ledové lazni a nasledné
centrifugovany 5 minut pii 4 °C a 16000 x g Odebrana kapalna faze byla pouzita piimo
k rozdé€leni latek na HPLC.

Vlastnosti metody jsou popsany v tabulce 13.

Tab. 13 Parametry chromatografie pii rozdéleni paracetamolu a acetanilidu

Piistroj Agilent 1200 Series s DAD detektorem

Kolona Chromolith Performance RP-18e 100 mM (zrnitost 4,6 mm) s ptedkolonou

Mobilni faze A 20 mM KH,PO,, pH 5,4

Mobilni faze B Methanol

Rozpis pritoku 0 min az 4 min — isokraticky 88% A, 12% B

4 min az 9 min — gradient do 60% A, 40% B

9 min az 13,5 min — isokraticky 60% A, 40% B
13,5 min az 14,5 min — gradient do 88% A, 12% B
14,5 min az 20 min — isokraticky 88% A, 12% B

Teplota kolony 30°C

Doba meody 20 min
Nastrik 20 ul
Detekce 254 nm
Pritok 1 ml/min

Plocha pika vzniklého paracetamolu byla pievedena na jednotky odpovidajici
Casové aktivité enzymu pomoci kalibra¢ni kiivky. Ta byla sestavena z méteni provedeného
s roztoky Cistého paracetamolu s rliznou koncentraci. Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit parovy Studentiv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <

0,001. Signifikance vzorki byla uréovana proti vzorku bez obsahu cytochrom bs.
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3.5.4 Metabolismus lidokainu rekombinantnimi lidskymi cytochromy
P450 v rekonstituovaném systému
Lidokain je lékem pouzivanym na arytmie diky jeho vlastnosti blokovat iontové

kanaly pirenasejici sodik. Vlivem CYP3A4 a CYPIA2 je metabolizovdn na
monoethylglycinxylidid, coz ukazuje obrazek 19.

CHs

CH,
H
§ N~ cH 1 H
\[cl/\ § 3 N)K/N\/CH3
CH, CH, H

CHs

v

Obr. 19 Pfeména lidokainu na monoethylglycinxylidid

Cytochromy P450 a dal§i proteinové slozky ovliviiuyjici jeho funkci byly
rekonstituovany v arteficidlni membrané tvofené liposomy (dilaurylfosfatidylcholin,

DLPC).

Rekonstituovany systém byl pfipraven stejné jako v kapitole 3.5.1

Inkubac¢ni smési byly pfipraveny v plastovych zkumavkach v dubletech o celkovém
objemu 0,5 ml. Nejprve byl ptfidan rekonstituovany systém (0,1 pM finélni koncentrace
CYP1A2) a pfislusny cytochrom bs. Poté byla smés inkubovdna 10 minut pfi laboratorni
teploté za pomalého michéni. Nasledné byl dodan fosfatovy pufr (100 mM KH,PO,; pH
7,4) a lidokain do 200 uM koncentrace. Zasobni roztok lidokainu byl ptipraven ve vod¢ v
10 mM koncentraci.

Smés byla poté preinkubovana 5 minut ve 37 °C za stalého tfepani (180 RPM).
Reakce byla iniciovana pfidanim NADPH (10 mM ve fosfitovém pufru) do findlni
koncentrace 1 mM. Smés byla diikladné¢ zamichéna a inkubovana 20 minut ve 37 °C za
stalého trepani (180 RPM).

Reakce byla zastavena ptidanim 0,75 ml ethylacetatu a néslednym intenzivnim
protiepanim. Vzorky byly extrahovany 2 x 0,75 ml ethylacetatu intenzivnim protiepanim
(2 min na vortexu). Smés byla poté centrifugovana po dobu 5 minut pfi. Horni organicka
faze byla odebréna sklenénym kapatkem a odpaiena do sucha na vakuové odparce pfii
pokojové teploté. Vzorky byly rozpustény ve 100 ul mobilni faze a analyzovany pomoci

HPLC.
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Metabolit lidokainu vznikly v inkubacnich smésich byly separovany pomoci HPLC

na piistroji Agilent 1200 Series. Vlastnosti metody jsou popsany v tabulce 14.

Tab. 14 Parametry chromatografie pii rozdéleni metaboliti lidokainu

Piistroj Agilent 1200 Series s DAD detekrotem

Kolona Chromolith Performance RP-18e 100 mM (zrnitost 4,6 mm) s pfedkolonou

Mobilni faze A 50 mM KH,POy,, pH 4

Mobilni faze B Acetonitril

Rozpis pritoku 0 min az 15 min — isokraticky 86% A, 14% B

Teplota kolony 30°C

Doba meody 15 min
Nastrik 25 ul
Detekce 214 nm
Pritok 1 ml/min

Jako vysledek byly vyuzity plochy piku vzniklého produktu. Ve spolupréci s Mgr.
Jitim Miskem, Ph.D z katedry organické chemie PiF UK a s vyuzitim HPLC pfistroje
Agilent 1220 Infinity vybaveného hmotnostnim spektrometrem byl neznamy metabolit
identifikovan jako hledany monoethylglycinxylidid. Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit parovy Studentiv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <

0,001. Signifikance vzorkl byla ur€ovana proti vzorku bez obsahu cytochrom bs.

3.5.5 Stanoveni aktivity cytochroma P450 pomoci derivati resorufinu

Aktivita cytochromu P450 rodiny CYP1 byla stanovena jako schopnost O-
deethylovat 7-ethoxyresorufin. Vznikly resorufin je mozné méfit fluorescenéné. K reakci
byl vyuzit rekonstituovany systém pfipravend ve sloZeni: Rekonstituovany systém byl
ptipraven dle popisu v kapitole 3.5.1.

Reakéni smés o objemu obsahovala:

e 100 MM KH,PO4,0pH 7,4

e 50 nM cytochrom P450 a 50 nM CPR v rekonstituovaném systému
e 7-ethoxyresorufin nebo 7-methoxyresorufin 0 2,2 uM koncentraci
e 0,5mM NADPH
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Nejprve byl rekonstituovany systém fedén fosfaitovym pufrem do pozadované
koncentrace. Poté byl pfidan 7-ethoxyresorufin. Takto vznikld smés byla inkubovéana po
dobu 2 minut pii laboratorni teplot¢ a nasledné bylo 150 pl smési pipetovano do
mikrotitracni desticky a poté byl pfidan roztok NADPH iniciujici reakci. Fluorescence byla
méfena v minutovych cyklech na luminiscencnim spektrofotometru pfi excitacni vinové
délce 530 nm a emisni vinové délce 585 nm.

Metody oxidace 7-ethoxyresorufinu a 7-methoxyresorufinu jsou rovnéz detailné
popsany v pracich, které tvofi pfilohy ¢. 1 [141] a ¢. 3 [144] diserta¢ni prace.

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny fedénim resorufinu na vysledné koncentrace
0/4;0,3; 0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,0125 uM.

Stanoveni pomoci 7-methoxyresorufinu bylo provedeno pouze pro CYP1A2.
Aktivita byla stanovena ve tiech nezavislych métenich. Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit parovy Studentlv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <

0,001.

3.5.6 Analyza adukti aristolochové kyseliny I s DNA metodou *P-
postlabeling

Metoda byla provedena Prof. RNDr. Marii Stiborovou DrSc. na pracovisti
Némeckého centra pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu dle postupu uvedenym v
publikacich, které jsou piilohami disertacni prace ¢. 1 [141] a ¢. 3 [144]. Rekonstituovany
systém byl pfipraven postupem uvedenym v Kapitole 3.5.1. Aktivita byla stanovena ve
ttech nezavislych méfenich. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit parovy Studentiv t-

test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

3.5.7 Stanoveni oxidace aristolochové Kkyseliny I cytochromy P450

Metoda byla provedena RNDr. FrantiSkem Bartou na pracovisti Katedfe biochemie
dle postupu uvedenym v [145, 146]. Detailné¢ je metoda popsana v publikaci, jez je
ptilohou ¢. 3 diserta¢ni prace [144]. Rekonstituovany systém byl piipraven postupem

uvedenym v kapitole 3.5.1.
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Aktivita byla stanovena ve tfech nezavislych méfenich. Ke statistickému
vyhodnoceni byl pouzit parovy Studenttv t-test s hladinami vyznamnosti *P < 0,05; **P <
0,01; ***P < 0,001.
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4.Vysledky a diskuse

41 PRIPRAVA PLASMIDU A HETEROLOGNI EXPRESE
PROTEINU

4.1.1 Priprava plasmidi a heterologni exprese forem CYP1A1

Puvodni plasmid pCW nesouci gen CYP1Al byl ziskan od profesora P. F.
Guengeriche ze spolupracujici laboratote z Vanderbilt University z USA. Tento gen byl jiz
upraven pro umoznéni exprese proteinu v bakterii Escherichia coli. Uprava
zahrnuje zaménu druhé aminokyseliné leucinu za alanin a také upravu pocéatecni sekvence
DNA pro snizeni pravdépodobnosti tvorby vlasenek na transkribované mRNA [133].
Porovnani pocatku pfirozené sekvence genu a proteinu s upravenym pocatkem ukazuje
tabulka 15. Zni vyplyva, Ze i pfes upravy pocatku sekvence se ve slozeni proteinu

projevuje jedind zména v pozici druhé aminokyseliny.

Tab. 15 Srovnani po¢atka genii a proteini pfirozeného a modifikovaného CYP1Al.
Zmény jsou vyznaceny podtrzenim. Vytvoreno s vyuzitim informaci z [133]

Srovnani genit CYP1A1

WT ATGCTTTTCCCAATCTCCATGTCGGCCACGGAGTTT. . .

Mod ATGGCTTTTCCAATTTCAATGTCAGCAACGGAGTTT. . .

Srovnani proteini CYP1A1

WT: MLFPISMSATEF...

Mod: MAFPISMSATEF...

Pti sekvenaci genu vloZeného v ziskaném plasmidu bylo zjiSténo, Ze sekvence genu
byla mutovéna na pozici 171, kdy doSlo k zdmén¢ izoleucinu na leucin vlivem zadmény
nukleotidového tripletu ATA za TTA. JelikoZ se jednalo o nepopsanou mutaci, kterd se
nevyskytuje v zadné popsané alele, mohla vzniknout pfi replikaci plasmidu v hostitelské
bakterii béhem mnoha let pokust nebo pii jednom z ptiprav plasmidu. K sekvenaci bylo
odeslano vice izolovanych preparatl plasmidu, které byly ziskdny z originalniho vzorku,
ale u vsech byla potvrzena tato mutace. Protoze bylo zdhodno postupovat v dalsi praci
S proteinem co nejbliz§im lidské formé&, byla provedena opravujici mutace, kdy byl triplet

TTA vyménén na spravny triplet ATA. Toho bylo dosazeno mutaci prvniho nukleotidu
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Vv tripletu. Nasledna sekvenace DNA potvrdila GispéSnost mutace a s timto genem bylo déle
pracovano.

Pivodni plasmid byl vytvofen na pocatku 90. let 20. stoleti a od t¢ doby doslo
k vyraznému posunu v metodice purifikaci cytochromii P450 z bakterii. Dfive pouzivané
detergenty uréené pro solubilizaci membran jiZ nejsou produkovany (Triton N-101), nebo
neni doporuceno je pouzivat, jelikoz vystupuji jako substraty forem cytochromu P450.
Také byl k izolacim vyuzit princip afinitni chromatografie, kdy byl jako nejvice uzivany
afinitni element vyuzivan histidinovy tag vazici se na afinitni nosi¢ s ionty niklu. Dale bylo
rovnéz prokazano, Ze pifidani histidinové kotvy na C-konec proteinu neovliviiuje aktivitu
enzymu [147]. Z téchto divodd byl histidinovy tag, tvofeny Sesti histidiny, vloZen i do
sekvence DNA genu a tim i do proteinu CYP1A1, coz ukazuje obrazek 20. V sekvenci
DNA byl zménén 1 stop triplet TAG na dvojici tripleti TAATGA, jelikoz kodon TAG

muze byt ignorovan transkribujicim mechanismem bakteridlnich kment pouzivanych

r

k expresi cytochromti P450. Vysledky této Casti prace jsou soucasti publikace tvofici

ptilohu ¢. 3 diserta¢ni prace [144].

ATGGCTTTTCCAATTTCAATGTCAGCAACGGAGTTTCTTCTGGCCTCTGTCATCTTCTGTCTGGTA
TTCTGGGTAATCAGGGCCTCAAGACCTCAGGTCCCCAAAGGCCTGAAGAATCCACCAGGGCCATGG
GGCTGGCCTCTGATTGGGCACATGCTGACCCTGGGAAAGAACCCGCACCTGGCACTGTCAAGGATG
AGCCAGCAGTATGGGGACGTGCTGCAGATCCGAATTGGCTCCACACCCGTGGTGGTGCTGAGCGGC
CTGGACACCATCCGGCAGGCCCTGGTGCGGCAGGGCGATGATTTCAAGGGCCGGCCCGACCTCTAC
ACCTTCACCCTCATCAGTAATGGTCAGAGCATGTCCTTCAGCCCAGACTCTGGACCAGTGTGGGCT
GCCCGCCGGCGCCTGGCCCAGAATGGCCTGAAAAGTTTCTCCATTGCCTCTGACCCAGCCTCCTCA
ACCTCCTGCTACCTGGAAGAGCATGTGAGCAAGGAGGCTGAGGTCCTGATAAGCACGTTGCAGGAG
CTGATGGCAGGGCCTGGGCACTTTAACCCCTACAGGTATGTGGTGGTATCAGTGACCAATGTCATC
TGTGCCATTTGCTTTGGCCGGCGCTATGACCACAACCACCAAGAACTGCTTAGCCTAGTCAACCTG
AATAATAATTTCGGGGAGGTGGTTGGCTCTGGAAACCCAGCTGACTTCATCCCTATTCTTCGCTAC
CTACCCAACCCTTCCCTGAATGCCTTCAAGGACCTGAATGAGAAGTTCTACAGCTTCATGCAGAAG
ATGGTCAAGGAGCACTACAAAACCTTTGAGAAGGGCCACATCCGGGACATCACAGACAGCCTGATT
GAGCACTGTCAGGAGAAGCAGCTGGATGAGAACGCCAATGTCCAGCTGTCAGATGAGAAGATCATT
AACATCGTCTTGGACCTCTTTGGAGCTGGGTTTGACACAGTCACAACTGCTATCTCCTGGAGCCTC
ATGTATTTGGTGATGAACCCCAGGGTACAGAGAAAGATCCAAGAGGAGCTAGACACAGTGATTGGC
AGGTCACGGCGGCCCCGGCTCTCTGACAGATCCCATCTGCCCTATATGGAGGCCTTCATCCTGGAG
ACCTTCCGACACTCTTCCTTCGTCCCCTTCACCATCCCCCACAGCACAACAAGAGACACAAGTTTG
AAAGGCTTTTACATCCCCAAGGGGCGTTGTGTCTTTGTAAACCAGTGGCAGATCAACCATGACCAG
AAGCTATGGGTCAACCCATCTGAGTTCCTACCTGAACGGTTTCTCACCCCTGATGGTGCTATCGAC
AAGGTGTTAAGTGAGAAGGTGATTATCTTTGGCATGGGCAAGCGGAAGTGTATCGGTGAGACCATT
GCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCTATCCTGCTGCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCACTG
GGCGTGAAGGTGGACATGACCCCCATCTATGGGCTAACCATGAAGCATGCCTGCTGTGAGCACTTC
CAAATGCAGCTGCGCTCTCATCATCATCATCATCATTAATGA

MAFPISMSATEFLLASVIFCLVEFWVIRASRPQVPKGLKNPPGPWGWPLIGHMLTLGKNPHLALSRM

SOQYGDVLQIRIGSTPVVVLSGLDTIRQALVROQGDDFKGRPDLYTFTLISNGQSMSESPDSGPVWA
ARRRLAQONGLKSFSIASDPASSTSCYLEEHVSKEAEVLISTLQELMAGPGHENPYRYVVVSVTNVI
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CAICFGRRYDHNHQELLSLVNLNNNFGEVVGSGNPADFIPILRYLPNPSLNAFKDLNEKEYSEMQOK
MVKEHYKTFEKGHIRDITDSLIEHCQEKQLDENANVQLSDEKIINIVLDLFGAGEDTVTITAISWSL
MYLVMNPRVOQRKIQEELDTVIGRSRRPRLSDRSHLPYMEAFILETFRHSSEFVPFTIPHSTTRDTSL
KGEFYIPKGRCVEVNQWQINHDOQKLWVNPSEFLPERFLTPDGAIDKVLSEKVIIFGMGKRKCIGETI
ARWEVFLFLATILLORVEFSVPLGVKVDMTPIYGLTMKHACCEHFOMOLRSHHAHEHH--

Obr. 20 Sekvence DNA a proteinu CYP1ALl s dodanou histidinovou kotvou
Histidinova kotva je v sekvencich zobrazena zelenym podbarvenim, stop kodony jsou
zobrazeny ¢ervenym zbarvenim. V sekvenci proteinu jsou zobrazeny poml¢kami

V ramci prace bylo pomoci mistné cilené mutageneze tohoto genu piipraveno pét
plasmidi nesoucich mutantni formy CYP1A1 uréené k produkci mutantnich proteint. U
dvou mutantnich plasmidi byla vybrana zdména bazi nasledné usticich ve zménu
bazickych aminokyselin na neutralni (R135Q a K454Q), u dalSich dvou pozic byla naopak
provedena zdména neutralnich aminokyselin na bazické (Q139R a Q293R). Paty plasmid
urCeny na jinou ¢ast prace nesl mutant v pozici S122A Pozice zamén v sekvenci proteinu

ukazuje obrazek 21.

MAFPISMSATEFLLASVIFCLVEFWVIRASRPOQVPKGLKNPPGPWGWPLIGHMLTLGKNPHL
ALSRMSQQYGDVLQIRIGSTPVVVLSGLDTIRQALVROQGDDFKGRPDLYTEFTLISNGQSMS
FSPDSGPVWAARRRLAONGLKSEFSIASDPASSTSCYLEEHVSKEAEVLISTLOQELMAGPGH
FNPYRYVVVSVTNVICAICFGRRYDHNHQELLSLVNLNNNFGEVVGSGNPADFIPILRYLP
NPSLNAFKDLNEKFYSFMOKMVKEHYKTFEKGHIRDITDSLIEHCQEKQLDENANVQLSDE
KIINIVLDLFGAGEDTVTTAISWSLMYLVMNPRVORKIQEELDTVIGRSRRPRLSDRSHLP
YMEAFILETFRHSSEVPFTIPHSTTRDTSLKGFYIPKGRCVEVNQWQINHDOQKLWVNPSEF
LPERFLTPDGAIDKVLSEKVITIFGMGKRKCIGETIARWEVFLFLATLLORVEFSVPLGVKV
DMTPIYGLTMKHACCEHFOMOLRSHHHHHEH—

Obr. 21 Pozice mutovanych aminokyselin v p¥irozeném proteinu CYP1A1

Spravnost vSech vytvorenych plasmidi byla ovéfena sekvenaci DNA. Proteiny byly
exprimovany v bakteriich a nasledné izolovan z bakterialnich membréan. Charakteristiky
izolovanych preparati shrnuje tabulka 16 na nasledujici strané. Produkce wild-type formy
byla provedena ve 4 litrech kultury, zatimco exprese mutantnich proteinti byla provedena
ve dvou litrech proteinu. Produkce ptirozené formy CYP1A1 poskytla signifikantné vyssi
mnozstvi proteinu, nez je popisovano v literatufe. Vyssi produkce dosahl i mutant Q293R,

zbylé mutantni proteiny dosahly béznych hodnot produkce.
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Tab. 16 Charakteristika izolovanych forem proteinu CYP1A1
Koncentrace Koncentrace Specificky Vytézek z

Typ CYP1A1l CYP proteinu obsah kultury
[nmol/ml] [mg/ml] [nmol CYP/mg [nmol/l]
proteinu]

Wild-type 56,5 4,9 10,8 103
R135Q 18,5 2,6 7,1 25,9
Q139R 30,6 2,9 10,6 23,8
Q293R 27,3 3,1 8,8 52
K454Q 33,2 3 11 25,7
S122A 79 7,4 10,6 98,8

Cistotu preparatt ukazuji obrazek 22 zobrazujici rozdéleni vzorkd izolovanych proteintl na

SDS-PAGE.

A TR G D Mot E
P —
-> D T —— . o—
-_—

Obr. 22 SDS-PAGE purifikovanych forem CYP1A1

Rozdéleni bylo provedeno s vyuzitim 10% gelu; A, F - Pfirozend forma; B — mutantni
forma R135Q; C — mutantni forma Q139R; D — mutantni forma Q293R; E — mutantni
forma K454Q); rozdéleno bylo 100 pmol proteinu; Sipkou je naznacena pozice ziskanych
proteini

Proteiny byly podrobeny spektralni analyze ve snaze ziskat informace o ptipadné
pfitomnosti nefunkéni formy cytochromu P450. Ta se pii méfeni spektra redukovaného
proteinu S navazanym oxidem uhelnatym projevuje absorpénim maximem pii 420 nm.
Prislusna spektra pfipravenych proteinovych preparatii jsou zobrazena na obrazku 23 na
nasledujici stran€. Jak je moZno pozorovat, u vSech ziskanych preparati byl cytochrom
P450 majoritné piitomen ve spektralng spravné formé. Cast vysledki této ¢asti disertacni

prace je soucasti publikace, ktera tvoti pfilohu ¢. 3 disertacni prace [144].
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Obr. 23 Spektra redukovanych forem CYP1A1 s navazanym oxidem uhelnatym
Proteiny byly pfed méfenim 10x fedény. A - Pfirozena forma; B — mutant R135Q; C —
mutant Q139R; D — mutant Q293R; E — mutant K454Q; F — mutant S122A

4.1.2 Priprava plasmidu a heterologni exprese forem CYP1A2

Plvodni plasmid pCW nesouci gen CYP1A2 byl také ziskan ze spolupracujici
laboratofe z Vanderbilt University. Tento gen byl jiz upraven pro umoznéni exprese
proteinu v bakterii Escherichia coli. Upravy u tohoto genu spoéivaji ve vétsich zménach
samotné sekvence vzniklého proteinu. Membranova kotva lokalizovana na N-konci

proteinu je nahrazena sekvenci 12 novych aminokyselin, kterd byla poprvé pouzita pro
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expresi hovézi formy CYP17Al, zjehoz membranové kotvy byla upravend sekvence
odvozena [148]. Tato Gprava u CYP1A2 nahrazuje ptivodnich 20 aminokyselin. Zmény se
nedotykaji jen proteinové sekvence, protoze upravena sekvence obsahuje také zmény DNA
bazi pro snizeni pravdépodobnosti tvorby vlasenek na transkribované mRNA [134].
Porovnani pocatku pfirozené sekvence genu a proteinu s upravenym pocatkem ukazuje

tabulka 17.

Tab. 17 Srovnani poc¢atku genii a exprimovanych proteini CYP1A2.
Zmény jsou vyznaceny podtrzenim. Vytvofeno s vyuzitim informaci z [134].

Srovnani gentii CYP1A2

WT: ATGGCATTGTCCCAGTCTGTTCCCTTCTCGGCCACAGAGCTTCTCCTGGCCT
CTGCCATCTTC
Mod: ATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGTTC

Srovnani proteini CYP1A2

WT: MALSQSVPFSATELLLASAIF...

Mod: MALLLAVFLF...

Z duvoda uvedenych u ptipravy plasmidu s genem CYP1ALl byl do sekvence genu
CYP1AZ2 vloZen opét histidinovy tag, tvotfeny Sesti histidiny, coz ukazuje obrazek 24.
V sekvenci DNA byl zménén i stop triplet TAG na dvojici triplett TAATGA, jelikoz
kodon TAG mize byt ignorovan transkribujicim mechanismem bakteridlnich kment
pouzivanych k expresi cytochromti P450. Cast vysledkd této &asti prace je soucasti

publikace, ktera tvoii ptilohu ¢. 3 disertaéni prace [144].

ATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTGTTCTGCCTGGTATTCTGGGTGCTCAAGGGTTTGAGGCCTCGGGTCC
CCAAAGGCCTGAAAAGTCCACCAGAGCCATGGGGCTGGCCCTTGCTCGGGCATGTGCTGACCCTGGGGAAGAA
CCCGCACCTGGCACTGTCAAGGATGAGCCAGCGCTACGGGGACGTCCTGCAGATCCGCATTGGCTCCACGCCC
GTGCTGGTGCTGAGCCGCCTGGACACCATCCGGCAGGCCCTGGTGCGGCAGGGCGACGATTTCAAGGGCCGGC
CTGACCTCTACACCTCCACCCTCATCACTGATGGCCAGAGCTTGACCTTCAGCACAGACTCTGGACCGGTGTG
GGCTGCCCGCCGGCGCCTGGCCCAGAATGCCCTCAACACCTTCTCCATCGCCTCTGACCCAGCTTCCTCATCC
TCCTGCTACCTGGAGGAGCATGTGAGCAAGGAGGCTAAGGCCCTGATCAGCAGGTTGCAGGAGCTGATGGCAG
GGCCTGGGCACTTCGACCCTTACAATCAGGTGGTGGTGTCAGTGGCCAACGTCATTGGTGCCATGTGCTTCGG
ACAGCACTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGATGCTCAGCCTCGTGAAGAACACTCATGAGTTCGTGGAG
ACTGCCTCCTCCGGGAACCCCCTGGACTTCTTCCCCATCCTTCGCTACCTGCCTAACCCTGCCCTG
CAGAGGTTCAAGGCCTTCAACCAGAGGTTCCTGTGGTTCCTGCAGAAAACAGTCCAGGAGCACTAT
CAGGACTTTGACAAGAACAGTGTCCGGGACATCACGGGTGCCCTGTTCAAGCACAGCAAGAAGGGG
CCTAGAGCCAGCGGCAACCTCATCCCACAGGAGAAGATTGTCAACCTTGTCAATGACATCTTTGGA
GCAGGATTTGACACAGTCACCACAGCCATCTCCTGGAGCCTCATGTACCTTGTGACCAAGCCTGAG
ATACAGAGGAAGATCCAGAAGGAGCTGGACACTGTGATTGGCAGGGAGCGGCGGCCCCGGCTCTCT
GACAGACCCCAGCTGCCCTACTTGGAGGCCTTCATCCTGGAGACCTTCCGACACTCCTCCTTCTTG
CCCTTCACCATCCCCCACAGCACAACAAGGGACACAACGCTGAATGGCTTCTACATCCCCAAGAAA
TGCTGTGTCTTCGTAAACCAGTGGCAGGTCAACCATGACCCAGAGCTGTGGGAGGACCCCTCTGAG
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TTCCGGCCTGAGCGGTTCCTCACCGCCGATGGCACTGCCATTAACAAGCCCTTGAGTGAGAAGATG
ATGCTGTTTGGCATGGGCAAGCGCCGGTGTATCGGGGAAGTCCTGGCCAAGTGGGAGATCTTCCTC
TTCCTGGCCATCCTGCTACAGCAACTGGAGTTCAGCGTGCCGCCGGGCGTGAAAGTCGACCTGACC
CCCATCTACGGGCTGACCATGAAGCACGCCCGCTGTGAACATGTCCAGGCGCGGCTGCGCTTCTCC
ATCAATCATCATCATCATCATCATTAATGA

MALLLAVFLFCLVFWVLKGLRPRVPKGLKSPPEPWGWPLLGHVLTLGKNPHLALSRMSQRYGDVLQ
IRIGSTPVLVLSRLDTIRQALVRQGDDFKGRPDLYTSTLITDGQSLTFSTDSGPVWAARRRLAQNA
LNTFSIASDPASSSSCYLEEHVSKEAKALISRLOELMAGPGHEDPYNQVVVSVANVIGAMCEFGQHF
PESSDEMLSLVKNTHEFVETASSGNPLDFFPILRYLPNPALQRFKAFNQRFLWEFLOKTVQEHYQDFE
DKNSVRDITGALEFKHSKKGPRASGNLIPQEKIVNLVNDIFGAGEFDTVTTAISWSLMYLVTKPEIQR
KIQKELDTVIGRERRPRLSDRPOQLPYLEAFILETFRHSSFLPFTIPHSTTRDTTLNGEYIPKKCCV
FVNOQWOQVNHDPELWEDPSEFRPERFLTADGTAINKPLSEKMMLEGMGKRRCIGEVLAKWEIFLELA
ILLOQLEFSVPPGVKVDLTPIYGLTMKHARCEHVQARLRE S INHHEHAH—

Obr. 24 Sekvence DNA a proteinu CYP1A2 s dodanou histidinovou kotvou
Histidinova kotva je v sekvencich zobrazena zelenym podbarvenim, stop kodony jsou
zobrazeny ¢ervenym zbarvenim. V sekvenci proteinu jsou zobrazeny pomlckami

V ramci prace bylo i u tohoto genu pfipraveno pét plasmidi nesoucich mutantni
formy a to opét pomoci mistné cilené mutageneze tohoto genu. U tif mutantnich gentli byla
vybrana zaména bazi nasledné usticich ve zménu bazickych aminokyselin na neutralni
(R137Q; R296Q a K455Q), u jednoho byla naopak provedena zdména neutrdlnich
aminokyselin na bazické (Q141R). Paty plasmid uréeny na jinou ¢ast prace nesl mutant
v pozici T124V Pozice zamén v sekvenci proteinu ukazuje obrazek 25, pficemz Ciselné
oznaceni pozic odpovidd dle konvence pfirozené formé a nikoliv N-terminalné

modifikované form¢ proteinu.

MALLLAVFLFCLVEFWVLKGLRPRVPKGLKSPPEPWGWPLLGHVLTLGKNPHLALSRMSQRY
GDVLQIRIGSTPVLVLSRLDTIRQALVRQGDDFKGRPDLYTSTLITDGOSLTEFSTDSGPVW
AARRRLAQNALNTEFSIASDPASSSSCYLEEHVSKEAKALISRLOQELMAGPGHEDPYNQVVV
SVANVIGAMCFGQHFPESSDEMLSLVKNTHEFVETASSGNPLDFFPILRYLPNPALQREFKA
FNORFLWELOKTVOEHYQDEFDKNSVRDITGALFKHSKKGPRASGNLIPQEKIVNLVNDIFG
AGFDTVTTAISWSLMYLVTKPEIQRKIQKELDTVIGRERRPRLSDRPOLPYLEAFILETER
HSSFLPFTIPHSTTRDTTLNGEFYIPKKCCVEVNOQWOQVNHDPELWEDPSEFRPERFLTADGT
AINKPLSEKMMLEFGMGKRRCIGEVLAKWEIFLFLATILLOQLEFSVPPGVKVDLTPIYGLTM
KHARCEHVQARLRFSTINHHHHHAH- -

Obr. 25 Pozice mutovanych aminokyselin v pFirozeném proteinu CYP1A2

Spravnost vSech vytvotenych plasmidi byla oveéfena sekvenaci DNA. Proteiny byly
exprimovany v bakteriich a nasledné izolovan z bakteridlnich membran. Charakteristiky
izolovanych preparata shrnuje tabulka 18 na nasledujici stran¢. Produkce wild-type formy

byla provedena ve 4 litrech kultury, zatimco exprese mutantnich proteind byla provedena
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ve 2 litrech kultury. Mnozstvi pfirozené formy CYP1A2 ziskané expresi bylo vyrazné
vys$si nez u vSech zkonstruovanych mutantli. Nejvyraznéji se pravdépodobny vliv zmény
struktury projevil u mutantu R137Q. Nejen Ze produkce a izolace proteinu poskytla nizké
vytézky, ale tento protein béhem pocate¢nich purifikaci precipitoval. Proto byla jeho

izolace n€kolikrat opakovana k ziskéani preparatu uspokojivych vlastnosti.

Tab. 18 Charakteristika izolovanych forem proteinu CYP1A2

Koncentrace Koncentrace Specificky Vytézek z
Typ CYP1A2 CYP proteinu obsah kultury
[nmol/ml] [mg/ml] [nmol CYP/mg [nmol/I]

proteinu]

Wild-type 52 4,5 11,6 206
R137Q 5,3 0,9 5,9 10,6
Q141R 65,4 6,1 10,7 72
R296Q 35,5 6,7 53 103
K455Q 44,5 4 11,1 114
T124V 42 4,8 8,7 46,2

Cistotu preparati ukazuje obrazek 26 zobrazujici rozdéleni vzorkt izolovanych proteinti na

SDS-PAGE.

X B - CrniraEs M A F

4
l

— — — ———

e
-
| —

Obr. 26 SDS-PAGE purifikovanych forem CYP1A2

Rozd¢€leni bylo provedeno s vyuzitim 10% gelu. A - Pfirozené forma; B — mutant R137Q;
C — mutant Q141R; D — mutant R296Q; E — mutant K455Q; F — mutant T124V; Sipkami
JSou naznaceny pozice ziskanych proteini

Proteiny byly podrobeny spektralni analyze ve snaze ziskat informace o ptipadné

pfitomnosti nefunkéni formy cytochromu P450. Ta se pii méfeni spektra redukovaného
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proteinu S navazanym oxidem uhelnatym projevuje absorpénim maximem pii 420 nm.
Prislusna spektra ptipravenych proteinovych preparati jsou zobrazena na obrazku 27. Jak
je mozno pozorovat, u vSech ziskanych preparatii byl cytochrom P450 majoritné piitomen

ve spektralné spravné formé.
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Obr. 27 Spektra redukovanych forem CYP1A2 s navazanym oxidem uhelnatym
Proteiny byly pfed méfenim 10x fedény, mutant R137Q byl fedén 5x. A - Pfirozena forma;
B — mutant R137Q; C — mutant Q141R; D — mutant R296Q); E — mutant K455Q); F —
mutant T124V
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4.1.3 Priprava plasmida a heterologni exprese forem CYP1B1

Gen CYP1BL1 byl ziskan z databaze Harvard PlasmilD a nasledné¢ byl upraven a
prenesen do plasmidu pCW Uprava genu byla provedena pro umoznéni exprese proteinu
v bakterii Escherichia coli [149]. Uprava provedena na 5°-konci genu se v proteinu

projevuje eliminaci dvou aminokyselin, coz ukazuje tabulka 19.

Tab. 19 Srovnani po¢atku genii a exprimovanych proteini CYP1B1.
Zmény jsou vyznaceny podtrzenim. Vytvofeno s vyuzitim informaci z [149].

Srovnani gentt CYP1B1

WT ATGGGCACCAGCCTCAGCCCGAACGACCCTTGGCCGCTAAAC

Mod ATGCTTTCTCCAAATGATCCATGGCCGCTAAAC

Srovnani proteini CYP1B1

WT: MGTSLSPNDPWPLN...

Mod: M--SLSPNDPWPLN...

Z diavodi uvedenych u piipravy plasmidu s genem CYP1Al byl do sekvence genu
CYP1B1 vlozen opét histidinovy tag, tvofeny Sesti histidiny, coz ukazuje obrazek 28.
V sekvenci DNA byl opét zménén stopkodon na dvojici tripleth TAATGA. Genu ziskany
z databaze predstavoval alelu CYP1B1*3 obsahujici mutaci tripletu CTG na GTG
projevujici se v proteinu mutaci L432V. Jelikoz byla pro srovnani proteinii zahodno
postupovat s pfirozenou formou proteinu, byla mutace opravena mutaci prvniho nukleotidu
ve zminovaném tripletu, coz vlastné znamenalo pfevod na alelu CYP1B1*1. Nasledna

sekvenace DNA potvrdila ispéSnost mutace.

ATGCTTTCTCCAAATGATCCATGGCCGCTAAACCCGCTGTCCATCCAGCAGACCACGCTCCTGCTA
CTCCTGTCGGTGCTGGCCACTGTGCATGTGGGCCAGCGGCTGCTGAGGCAACGGAGGCGGCAGCTC
CGGTCCGCGCCCCCGGGCCCGTTTGCGTGGCCACTGATCGGAAACGCGGCGGCGGTGGGCCAGGCG
GCTCACCTCTCGTTCGCTCGCCTGGCGCGGCGCTACGGCGACGTTTTCCAGATCCGCCTGGGCAGC
TGCCCCATAGTGGTGCTGAATGGCGAGCGCGCCATCCACCAGGCCCTGGTGCAGCAGGGCTCGGCC
TTCGCCGACCGGCCGGCCTTCGCCTCCTTCCGTGTGGTGTCCGGCGGCCGCAGCATGGCTTTCGGC
CACTACTCGGAGCACTGGAAGGTGCAGCGGCGCGCAGCCCACAGCATGATGCGCAACTTCTTCACG
CGCCAGCCGCGCAGCCGCCAAGTCCTCGAGGGCCACGTGCTGAGCGAGGCGCGCGAGCTGGTGGCG
CTGCTGGTGCGCGGCAGCGCGGACGGCGCCTTCCTCGACCCGAGGCCGCTGACCGTCGTGGCCGTG
GCCAACGTCATGAGTGCCGTGTGTTTCGGCTGCCGCTACAGCCACGACGACCCCGAGTTCCGTGAG
CTGCTCAGCCACAACGAAGAGTTCGGGCGCACGGTGGGCGCGGGCAGCCTGGTGGACGTGATGCCC
TGGCTGCAGTACTTCCCCAACCCGGTGCGCACCGTTTTCCGCGAATTCGAGCAGCTCAACCGCAAC
TTCAGCAACTTCATCCTGGACAAGTTCTTGAGGCACTGCGAAAGCCTTCGGCCCGGGGLCCGLCCLCCC
CGCGACATGATGGACGCCTTTATCCTCTCTGCGGAAAAGAAGGCGGCCGGGGACTCGCACGGTGGT
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GGCGCGCGGCTGGATTTGGAGAACGTACCGGCCACTATCACTGACATCTTCGGCGCCAGCCAGGAC
ACCCTGTCCACCGCGCTGCAGTGGCTGCTCCTCCTCTTCACCAGGTATCCTGATGTGCAGACTCGA
GTGCAGGCAGAATTGGATCAGGTCGTGGGGAGGGACCGTCTGCCTTGTATGGGTGACCAGCCCAAC
CTGCCCTATGTCCTGGCCTTCCTTTATGAAGCCATGCGCTTCTCCAGCTTTGTGCCTGTCACTATT
CCTCATGCCACCACTGCCAACACCTCTGTCTTGGGCTACCACATTCCCAAGGACACTGTGGTTTTT
GTCAACCAGTGGTCTGTGAATCATGACCCAGTGAAGTGGCCTAACCCGGAGAACTTTGATCCAGCT
CGATTCTTGGACAAGGATGGCCTCATCAACAAGGACCTGACCAGCAGAGTGATGATTTTTTCAGTG
GGCAAAAGGCGGTGCATTGGCGAAGAACTTTCTAAGATGCAGCTTTTTCTCTTCATCTCCATCCTG
GCTCACCAGTGCGATTTCAGGGCCAACCCAAATGAGCCTGCGAAAATGAATTTCAGTTATGGTCTA
ACCATTAAACCCAAGTCATTTAAAGTCAATGTCACTCTCAGAGAGTCCATGGAGCTCCTTGATAGT
GCTGTCCAAAATTTACAAGCCAAGGAAACTTGCCAACATCATCATCATCATCATTAATGA

MLSPNDPWPLNPLSIQQTTLLLLLSVLATVHVGQRLLROQRRROLRSAPPGPFAWPLIGNAAAVGQA
AHLSFARLARRYGDVFQIRLGSCPIVVLNGERAIHQALVQQOGSAFADRPAFASFRVVSGGRSMAFG
HYSEHWKVQRRAAHSMMRNFEFTROPRSRQVLEGHVLSEARELVALLVRGSADGAFLDPRPLTVVAV
ANVMSAVCFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSLVDVMPWLOQYFPNPVRTVFREFEQLNRN
FSNFILDKFLRHCESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDSHGGGARLDLENVPATITDIFGASQD
TLSTALOQWLLLLETRYPDVQTRVQAELDQVVGRDRLPCMGDQPNLPYVLAFLYEAMRESSEVPVTI
PHATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHDPLKWPNPENFDPARFLDKDGLINKDLTSRVMIEFSV
GKRRCIGEELSKMQLFLEFISILAHQCDFRANPNEPAKMNESYGLTIKPKSFKVNVTLRESMELLDS
AVONLOAKETCOHHHHHH--

Obr. 28 Sekvence DNA a proteinu CYP1B1 s dodanou histidinovou kotvou
Histidinova kotva je v sekvencich zobrazena zelenym podbarvenim, stop kodony jsou
zobrazeny ¢ervenym zbarvenim. V sekvenci proteinu jsou zobrazeny pomlckami

V ramci prace byl pfipraven plasmid nesouci mutantni formu A133S a to opét
pomoci mistné cilené mutageneze tohoto genu. Pozice zamény v sekvenci proteinu ukazuje
obrazek 29, pfi¢emz ciselné oznaceni pozice odpovidd dle konvence pfirozené formé a
nikoliv N-terminaln¢ modifikované form¢ proteinu.

MLSPNDPWPLNPLSIQQOTTLLLLLSVLATVHVGOQRLLRORRROQLRSAPPGPFAWPLIGNAA
AVGOQAAHLSFARLARRYGDVFQIRLGSCPIVVLNGERATHQALVQQGSAFADRPAFASFRV
VSGGRSMAFGHYSEHWKVQRRAAHSMMRNEFFTRQPRSROVLEGHVLSEARELVALLVRGSA
DGAFLDPRPLTVVAVANVMSAVCEFGCRYSHDDPEFRELLSHNEEFGRTVGAGSLVDVMPWL
QYFPNPVRTVFREFEQLNRNFSNFILDKFLRHCESLRPGAAPRDMMDAFILSAEKKAAGDS
HGGGARLDLENVPATITDIFGASQDTLSTALOWLLLLEFTRYPDVQTRVOAELDQVVGRDRL
PCMGDOPNLPYVLAFLYEAMRFSSEVPVTIPHATTANTSVLGYHIPKDTVVEVNQWSVNHD
PLKWPNPENFDPARFLDKDGLINKDLTSRVMIFSVGKRRCIGEELSKMOQLFLFISTLAHQC
DFRANPNEPAKMNFSYGLTIKPKSEFKVNVTLRESMELLDSAVONLOQAKETCQOHHHHEHH--

Obr. 29 Pozice mutované aminokyseliny v pfirozeném proteinu CYP1B1

Proteiny byly exprimovany v bakteriich a nésledn¢€ izolovany z bakteridlnich
membran. Charakteristiky izolovanych preparati shrnuje tabulka 20 na nasledujici strané.

Produkce piirozené formy byla provedena ve 4 litrech kultury, zatimco exprese mutantniho
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proteint byla provedena ve 2 litrech kultury. MnoZzstvi ziskané ptirozené¢ formy CYP1BI1

bylo vyss$i nez mutantu.

Tab. 20 Charakteristika izolovanych forem proteinu CYP1B1

Typ Koncentrace Koncentrace Specificky obsah Vytézek z
CYP1B1 CYP proteinu [nmol CYP/mg kultury
[nmol/mi] [mg/mi] proteinu] [nmol/l]
WT 34,7 3,5 9,9 91,75
A133S 31 3,3 9,3 55,8

Cistotu preparatii ukazuje obrazek 30 zobrazujici rozdéleni vzorkil izolovanych

protein na SDS-PAGE.

—
- -—— -

Obr. 30 SDS-PAGE purifikovanych forem CYP1B1

Rozdéleni bylo provedeno s vyuzitim 10% gelu. A - Pfirozena forma; B — mutant A133S;
ostatni vzorky ptedstavuji jiné proteiny z rodiny CYP1; Sipkou je naznacena pozice
ziskanych proteini

Proteiny byly podrobeny spektralni analyze ve snaze ziskat informace o ptipadné
pfitomnosti Spatné sloZzené formy cytochromu P450. Pfislusna spektra pfipravenych
proteinovych preparatli jsou zobrazena na obrazku 31 na nasledujici strané. Jak je moZzno
pozorovat, u ziskanych preparati byl cytochrom P450 majoritné pfitomen ve spektralné

spravné forme.
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Obr. 31 Spektra redukovanych forem CYP1B1 s navazanym oxidem uhelnatym
Proteiny byly pfed méfenim 10x fedény. A - Pfirozena forma; B — mutant A133S

Vysledky této ¢asti prace jsou soucasti publikace, ktera tvoti pfilohu €. 3 disertacni prace

[144].

4.1.4 Priprava plasmidi a heterologni exprese ostatnich forem

cytochromii P450

Geny lidskych cytochromi P450 CYP2B6 (mutant H172Q a R262K), CYP2C8 a
CYP2D6 byly ziskany z databdze Harvard PlasmID databaze databdze a gen lidského
CYP2S1 zaklonovany v plasmidu pCW byl ziskan darem od prof. P.F. Guengeriche
z Vanderbilt University z USA. Geny CYP2B6 (mutant H172Q a R262K), CYP2C8 a
CYP2D6 byly upraveny a ptenesen do plasmidu pCW se zmé&nami popsanymi v [150, 151,
152]. Upravy genu byly provedeny pro umoznéni exprese proteinu v bakterii Escherichia
coli a také dodanim histidinového tagu pro p¥ipadné budouci purifikace. Upravy provedené
na 5°-koncich geni CYP2B6 (mutant H172Q a R262K), CYP2C8 a CYP2D6 a jejich
projevy V sekvencich proteind jsou shrnuty v tabulce 21. Zmény se projevovaly bud’
zménou jedné aminokyseliny (CYP2D6), dodanim sekvence hovézi CYP17A1 (CYP2B6)

nebo komplexni zménou membranové kotvy (CYP2CS).

Tab. 21 Srovnani po¢atki genii a exprimovanych dalSich cytochromi P450.
Zmeény jsou vyznaceny podtrZzenim. WT oznacuje ptirozenou formu, MOD oznacuje formu
modifikovanou. Vytvoteno s vyuzitim informaci z [150, 151, 152].

CYP2B6 | DNA —wt ATGGAACTCAGCGTCCTCCTCTTCCTTGCA. ..

DNA-mod | ATGGCTCTGTTATTAGCAGTTTTTCTTGCA. . .
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protein — wt MELSVLLFLA...

protein—mod | MALLLAVFLA...

CYP2D6 | DNA —wt ATGGGGCTAGAAGCACTGGTGCCCCTG...

DNA-mod | ATGGCTCTTGAAGCACTTGTACCACTG...

protein — wt MGLEAVLPL...

protein—mod | MALEAVLPL...

CYP2C8 | DNA —wt ATGGAACCTTTTGTGGTCCTGGTGCTGTGTCTCTCTTTTATGCTTCT
CTTT. ..

DNA-mod | ATGGCTCTGTTATAGCAGTTTTTTCTGGGTCTCTCCTGTTTGCTTCT
CCTT. ..

protein — wt MEPFVVLVLCLSFMLLEFS...

protein—mod | MALLLAVFLGLSCLLLLS..

Byla provedena jejich exprese v bakteriich Escherichia coli. Tyto proteiny nebyly
izolovany, byly vyuZity pouze k méfeni CO spektra cytochrom P450 v bakteridlnich
bunkach. Vyjimkou byl CYP2S1. Vysledky z heterologni exprese, isolace CYP2S1 a jeho

charakterizace jsou soucasti publikace, ktera tvofi ptilohu ¢. 4 disertacni prace [124].

4.1.5 Priprava plasmida a heterologni exprese forem cyt bs

Jako plvodni gen lidského membranového cytochromu bs byl pouzit gen
pfipraveny genovou syntézou s Gpravou kodont pro bakterie odvozené od ptvodniho
kmene K-12. Tento gen byl vlozen v plasmidu pET-22b a byl pfipraven v ramci diplomové
prace Mgr. Terezy Halkové [153].

Z divodu ptipravy vyssiho mnozstvi mutantnich forem proteinu a ¢asové uspory
pii izolaci byla na N-terminélni konec proteinu pfidana histidinova kotva, které predchazi
dvojice aminokyselin methionin a alanin. Methionin slouZi jak o pocate¢ni bod translace
mRNA, alanin slouZi jako aminokyselina zvySujici expresi proteinu. Samotnd histidinova
kotva je prediazena plivodnimu startovnimu methioninu a sklada se ze 4 histidinti. Tento
postup byl zvolen jiz na pocatku devadesatych let minulého stoleti k ziskani rekombinantni
lidské a potkani formy cyt bs z bakterii [96] a je stale vyuzivan [109]. DNA sekvenci

pozménéného genu a sekvenci proteinu ukazuje obrazek 32.

ATGGCTCATCATCATCACATGGCGGAACAGTCTGACGAAGCGGTTAAATACTACACCCTGGAAGAA
ATCCAGAAACACAACCACTCTAAATCTACCTGGCTGATCCTGCACCACAAAGTTTACGACCTGACC
AAATTCCTGGAAGAACACCCGGGTGGTGAAGAAGTTCTGCGTGAACAGGCGGGTGGTGACGCGACC
GAAAACTTCGAAGACGTTGGTCACTCTACCGACGCGCGTGAAATGTCTAAAACCTTCATCATCGGT
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GAACTGCACCCGGACGACCGTCCGAAACTGAACAAACCGCCGGAAACCCTGATCACCACCATCGAC
TCTTCTTCTTCTTGGTGGACCAACTGGGTTATCCCGGCGATCTCTGCGGTTGCGGTTGCGCTGATG
TACCGTCTGTACATGGCGGAAGACTAA

MAHHHAMAEQSDEAVKYYTLEETQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQAGGDAT
ENFEDVGHSTDAREMSKTFIIGELHPDDRPKLNKPPETLITTIDSSSSWWTNWVIPAISAVAVALM

YRLYMAED-

Obr. 32 Sekvence DNA a proteinu cytochromu bs s dodanou histidinovou kotvou
Histidinova kotva je v sekvencich zobrazena zelenym podbarvenim, stop kodony jsou
zobrazeny ¢ervenym zbarvenim. V sekvenci proteinu jsou zobrazeny pomlckami

Upravena sekvence genu byla vlozena opét do plasmidu pET-22b a vznikly
plasmid byl pouzit jako templat pro mistné cilenou mutagenezi. Tou byla pfipravena sada
dalsich plasmidd nesoucich mutantni geny v nize komentovanych a na obrazku 33
zobrazenych pozicich. Cislovani mutovanych pozic je uvedeno vzhledem k ptivodnimu

pocateCnimu methioninu, ktery nasleduje za histidinovou kotvou

MAHHHHMAEQSDEAVKYYTLEEIQKHNHSKSTWLILHHKVYDLTKFLEEHPGGEEVLREQA
GGDATENFEDVGHSTDAREMSKTFIIGELHPDDRPKLNKPPETLITTIDSSSSWWTNWVIP

AISAVAVALMYRLYMAED-

Obr. 33 Zobrazeni mutovanych pozic forem cytochromu bs na sekvenci p¥irozené
formy
Modrym podbarvenim jsou zobrazeny pozice nesouci jako plivodni aminokyselinu
kyselinu glutamovou, zelenym zbarvenim jsou podbarveny pozice nesouci jako plivodni
aminokyselinu kyselinu asparagovou. Mutace valinu je zobrazena zluté.

Drtiva vétSina mutaci vedla k vyméné zaporné nabité aminokyseliny za neutralni
aminokyselinu. Byly také pfipraveny dva mutantni geny poskytujici proteiny nesouci
dvojitou mutaci ve dvojicich sousedicich aminokyselin. Jedinou odliSnou mutaci byla

zdmena valinu za kyselinu asparagovou. Celkem byla pfipravena sada mutantnich gen

poskytujicich proteiny nesouci tyto mutace:

e Zaména kyseliny glutamové za glutamin: E42Q, E43Q, E42/43Q; E49Q; E48Q;
E48/49Q; E61Q

e Zameéna kyseliny asparagové za asparagin: D5S8N; D65N; D71N

e Zameéna valinu za kyselinu asparagovou: V66D
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DNA sekvence plasmidi pfipravenych mistné cilenou mutagenezi byla ovétena
provedenim a vyhodnocenim sekvenace DNA.

Plasmidy byly pouzity k produkci proteinii v bakteridlnim systému. Ziskané
bakterialni membrany poslouzily jako zdroj k purifikaci membranovych proteint.
Koncentrace forem cytochromu bs byly nasledné ziskany pomoci spektralni analyzy.
Vysledné koncentrace forem cyt bs ukazuje tabulka 22. Bohuzel, ani opakovana produkce
mutantni formy V66D neposkytla protein nesouci hem. Je tedy pravdépodobné, ze nedoslo

ke spravnému slozeni proteinu. Proto s nim nebylo pokracovéano v dalsi praci.

Tab. 22 Charakteristika produkce forem cytochromu bs

Koncentrace cyt bs ve Vytézek
Forma cyt bs finalnim preparatu [nmol/litr kultury]
[nmol/ml]

Prirozena forma 480 960
E42Q 156 328
E43Q 175 298

E42/43Q 155 388
E48Q 332 446
E49Q 527 1475

E48/49Q 170 432
D58N 320 480
E61Q 378 1135
D65N 511 1226
D71N 214 406

Cistota proteinti byla sledovana pomoci SDS-PAGE. Gel nesouci rozdélené vzorky

findlnich preparatl ukazuje obrazek 34 na nasledujici strané.
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Obr. 34 Elektroforetické rozdéleni forem cytochromu bs

Rozdé&leni bylo provedeno s vyuzitim 15% gelu. A — pfirozena forma; B — mutant E42Q; C
— mutant E43Q; D — mutant E42/43Q; E — mutant E48Q; F — mutant E49Q; G — mutant
E48/49Q; H — mutant D58N; | — mutant E61Q; J — mutant D65N; K — mutant D71N; M —
marker; Sipkou je naznacena pozice ziskanych proteint

Spektrum jednoho zizolovanych preparati ukazuje obrazek 35. Jedna se o

pfirozenou izolovanou formu cytochromu bs.
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Obr. 35 Absorp¢ni spektrum preparatu piirozené formy cytochromu bs
Proteinovy preparat byl pfed métenim 50x feden.
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4.1.6 Popis plasmidu a heterologni exprese CPR

Plasmid obsahujici gen potkani CPR byl ziskan darem od prof. Graziny Szklarz
z Western Virginia University z Morgantown, USA. Tento plasmid, designovany jako
PETOR262, je upraveny pET29a a obsahuje tedy T7 promotor. Gen potkani CPR je
upraven a tuto upravu ukazuje obrazek 36. Uprava provedena piivodné pro snazsi expresi
proteinu zahrnovala pfidani dodatecné DNA sekvence na zacatek samotné sekvence genu.
Dodané ¢ast je vodici sekvence ompA a linker, pficemz tato ¢ast byla ptivodné pfidana za
ucelem vedeni proteinu a jeho N-termindlni membranové kotvy do vnitini membrany
bakterie a to tak, aby jeho solubilni ¢ast ptesla do periplasmatického prostoru. Protein bez
upravy byl totiz $t€pen bakterialnimi proteasami a tato zména méla vyustit v ochranu
proteinu. I kdyz k transferu do cytoplasmy nejspiSe nedochézi a protein je, mimo Cast své
membranovou kotvu, lokalizovan na vnitini strané vnitini bakterialni membrany, protein je
skutecné chranén proti Stépeni. VétsSina dodatecné Céasti az po linker je po expresi
z proteinu odstépena, a to nejspise signalni proteasou I v periplasmatickém prostoru [129,

154]. Sekvenace DNA ovéfila pritomnost N-terminalni Gpravy.

ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGT GGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAGGCC-

ATGGGGGACTCTCACGAAGACACCAGTGCCACCATGCCTGAGGCC
GTGGCTGAAGAAGTGTCTCTATTCAGCACGACGGACATGGTTCTGTTTTCTCTCATCGTGGGGGTC
CTGACCTACTGGTTCATCTTTAGAAAGAAGAAAGAAGAGATACCGGAGTTCAGCAAGATCCAAACA
ACGGCCCCACCCGTCAAAGAGAGCAGCTTCGTGGAAAAGATGAAGAAAACGGGAAGGAACATTATC
GTATTCTATGGCTCCCAGACGGGAACCGCTGAGGAGTTTGCCAACCGGCTGTCCAAGGATGCCCAC
CGCTACGGGATGCGGGGCATGTCCGCAGACCCTGAAGAGTATGACTTGGCCGACCTGAGCAGCCTG
CCTGAGATCGACAAGTCCCTGGTAGTCTTCTGCATGGCCACATACGGAGAGGGCGACCCCACGGAC
AATGCGCAGGACTTCTATGACTGGCTGCAGGAGACTGACGTGGACCTCACTGGGGTCAAGTTTGCT
GTATTTGGTCTTGGGAACAAGACCTATGAGCACTTCAATGCCATGGGCAAGTATGTGGACCAGAGG
CTGGAGCAGCTTGGCGCCCAGCGCATCTTTGAGTTGGGCCTTGGTGATGATGACGGGAACTTGGAA
GAGGATTTCATCACGTGGAGGGAGCAGTTCTGGCCAGCTGTGTGCGAGTTCTTTGGGGTAGAAGCC
ACTGGGGAGGAGTCGAGCATTCGCCAGTATGAGCTCGTGGTCCACGAAGACATGGACGTAGCCAAG
GTGTACACGGGTGAGATGGGCCGTCTGAAGAGCTACGAGAACCAGAAACCCCCCTTCGATGCTAAG
AATCCATTCCTGGCTGCTGTCACCGCCAACCGGAAGCTGAACCAAGGCACTGAGCGGCATCTAATG
CACCTGGAGTTGGACATCTCAGACTCCAAGATCAGGTATGAATCTGGAGATCACGTGGCTGTGTAC
CCAGCCAATGACTCAGCCCTGGTCAACCAGATTGGGGAGATCCTGGGAGCTGACCTGGATGTCATC
ATGTCTCTAAACAATCTCGATGAGGAGTCAAACAAGAAGCATCCGTTCCCCTGCCCCACCACCTAC
CGCACGGCCCTCACCTACTACCTGGACATCACTAACCCGCCACGCACCAATGTGCTCTACGAACTG
GCACAGTACGCCTCAGAGCCCTCGGAGCAGGAGCACCTGCACAAGATGGCGTCATCCTCAGGCGAG
GGCAAGGAGCTGTACCTGAGCTGGGTGGTGGAAGCCCGGAGGCACATCCTAGCCATCCTCCAAGAC
TACCCATCACTGCGGCCACCCATCGACCACCTGTGTGAGCTGCTGCCACGCCTGCAGGCCCGATAC
TACTCCATTGCCTCATCCTCCAAGGTCCACCCCAACTCCGTGCACATCTGTGCCGTGGCCGTGGAG
TACGAAGCGAAGTCTGGCCGAGTGAACAAGGGGGTGGCCACTAGCTGGCTTCGGGCCAAGGAACCA
GCAGGCGAGAATGGCGGCCGCGCCCTGGTACCCATGTTCGTGCGCAAATCTCAGTTCCGCTTGCCT
TTCAAGTCCACCACACCTGTCATCATGGTGGGCCCCGGCACTGGGATTGCCCCTTTCATGGGCTTC
ATCCAGGAACGAGCTTGGCTTCGAGAGCAAGGCAAGGAGGTGGGAGAGACGCTGCTATACTATGGC
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TGCCGGCGCTCGGATGAGGACTATCTGTACCGTGAAGAGCTAGCCCGCTTCCACAAGGACGGTGCC
CTCACGCAGCTTAATGTGGCCTTTTCCCGGGAGCAGGCCCACAAGGTCTATGTCCAGCACCTTCTG
AAGAGAGACAGGGAACACCTGTGGAAGCTGATCCACGAGGGCGGTGCCCACATCTATGTGTGCGGG
GATGCTCGAAATATGGCCAAAGATGTGCAAAACACATTCTATGACATTGTGGCTGAGTTCGGGCCC
ATGGAGCACACCCAGGCTGTGGACTATGTTAAGAAGCTGATGACCAAGGGCCGCTACTCACTAGAT
GTGTGGAGCTAG

MRRTATATAVATACEATVAOAGEBEPBENcDSHEDTSATMPEAVAEEVSLFSTTDMVLFSLIVGV
LTYWFIFRKKKEEIPEFSKIQTTAPPVKESSFVEKMKKTGRNI IVFYGSQTGTAEEFANRLSKDAH
RYGMRGMSADPEEYDLADLSSLPEIDKSLVVECMATYGEGDPTDNAQDFYDWLQETDVDLTGVKFA
VFGLGNKTYEHFNAMGKYVDQRLEQLGAQRIFELGLGDDDGNLEEDF I TWREQFWPAVCEFFGVEA
TGEESSTIRQYELVVHEDMDVAKVYTGEMGRLKS YENQKPPFDAKNPFLAAVTANRKLNQGTERHLM
HLELDISDSKIRYESGDHVAVYPANDSALVNQIGEILGADLDVIMSLNNLDEESNKKHPFPCPTTY
RTALTYYLDITNPPRTNVLYELAQYASEPSEQEHLHKMASSSGEGKELYLSWVVEARRHILATLQD
YPSLRPPIDHLCELLPRLQARYYSTASSSKVHPNSVHICAVAVEYEAKSGRVNKGVATSWLRAKEP
AGENGGRALVPMFVRKSQFRLPFKSTTPVIMVGPGTGIAPFMGFIQERAWLREQGKEVGETLLYYG
CRRSDEDYLYREELARFHKDGALTQLNVAFSREQAHKVYVQHLLKRDREHLWKLTHEGGAHTIYVCG
DARNMAKDVONTFYDIVAEFGPMEHTQAVDYVKKLMTKGRYSLDVIWS —

Obr. 36 Sekvence ¢asti DNA a proteinu CPR

Dodana ompA vodici sekvence je v sekvencich zobrazena zelenym podbarvenim, linker
mezi sekvenci genu a ompA sekvence je zobrazen fialové; stop kodony jsou zobrazeny
cervenym zbarvenim. Mezi zelenou a fialovou casti dochazi pii expresi ke Stépeni
proteinu.

Dle informaci prof. Szklarz nelze protein exprimovat v bakteriich pochazejicich od
kmene B a proto byl k expresi pouzit kmen bakterii Escherichia coli JIM109 (DE3). Tento
kmen je odvozen z kmene K-12 a je schopen exprimovat geny nachazejici se pod
kontrolou T7 promotoru. Byly provedeny také pokusy s Upravou plasmidu vyStépenim
potkani formy a vloZenim a naslednou expresi lidské formy CPR. Tyto pokusy ale nevedly
k tspéchu, nebot’ lidska CPR byla $tépena bakterialnimi proteasami na vice mistech naraz.
Plvodni postup exprese potkani formy pocitajici s méné vyZivnym médiem a nizsi
koncentraci induktoru byl upraven, stejn€ jako izolacni postup, dle [130]. Pouzity postup
byl tedy kombinaci postupu ptivodniho a vyse citovaného. Zminénou kombinaci doslo
hlavné k odstranéni detergentu Triton X-100. Pivodni postup laboratote z USA pocital se
zachovanim malé koncentrace tohoto detergentu (0,1%), ale jeho pfitomnost v inkubaéni
smési mize vést k vyraznému ovlivnéni reakce cytochromu P450 [155].

K provedeni metabolickych pokusii byl vybran preparat s koncentraci 42 pM,
jehoz se ze 4 litri expresniho média podatilo izolovat 378 nmol. Vytézek tedy odpovidal
94,5 nmol na jeden litr expresniho média. Jeho rozdéleni na SDS-PAGE ukazuje obrazek

37 na nasledujici strané.
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Obr. 37 Elektroforetické rozdéleni preparatu CPR
Rozdéleni bylo provedeno s vyuzitim 8% gelu. A — 100 pmol; B — 200 pmol; C — 200
pmol; M — marker; Sipkou je nazna¢ena pozice ziskaného proteinu.

Bylo také méfeno absorp¢ni spektrum izolované CPR, které ukazuje obrazek 38.
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Obr. 38 Absorp¢ni spektrum preparatu CPR
Proteinovy preparat byl pfed méfenim 10x fedén.
Vysledky z heterologni exprese a isolace CPR a jejiho pouziti v experimentech jsou

soucasti publikace, ktera je prilohou ¢. 3 disertacni prace [144].

4.1.7 Priprava plasmidu a heterologni exprese CYB5R3

Gen CYBS5R3 byl ziskan =z databaze DNASU (klon HSCDO00073999) na
klonovacim vektoru. Nasledn¢ byl gen podroben tupravé pomoci PCR a vlozen do pET-

28a. Na sekvenci vysledného proteinu se Uprava projevuje odebranim N-terminalni
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membranové kotvy. Celkem bylo odebrano prvnich 23 aminokyselin proteinu. Nasledné
byla klonovanim do plasmidu pET-28a do sekvence finalniho proteinu vlozena histidinova
kotva ze Sesti histidini, kterd je od sekvence samotného proteinu oddélena linkerem
obsahujicim S$tépici misto pro proteasu thrombin. Sekvenci DNA genu klonovaného

Vv plasmidu a sekvenci proteinu ukazuje obrazek 39.

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGAAG
CTGTTCCAGCGCTCCACGCCAGCCATCACCCTCGAGAGCCCGGACATCAAGTACCCGCTGCGGCTC
ATCGACCGGGAGATCATCAGCCATGACACCCGGCGCTTCCGCTTTGCCCTGCCGTCACCCCAGCAC
ATCCTGGGCCTCCCTGTCGGCCAGCACATCTACCTCTCGGCTCGAATTGATGGAAACCTGGTCGTC
CGGCCCTATACACCCATCTCCAGCGATGATGACAAGGGCTTCGTGGACCTGGTCATCAAGGTTTAC
TTCAAGGACACCCATCCCAAGTTTCCCGCTGGAGGGAAGATGTCTCAGTACCTGGAGAGCATGCAG
ATTGGAGACACCATTGAGTTCCGGGGCCCCAGTGGGCTGCTGGTCTACCAGGGCAAAGGGAAGTTC
GCCATCCGACCTGACAAAAAGTCCAACCCTATCATCAGGACAGTGAAGTCTGTGGGCATGATCGCG
GGAGGGACAGGCATCACCCCGATGCTGCAGGTGATCCGCGCCATCATGAAGGACCCTGATGACCAC
ACTGTGTGCCACCTGCTCTTTGCCAACCAGACCGAGAAGGACATCCTGCTGCGACCTGAGCTGGAG
GAACTCAGGAACAAACATTCTGCACGCTTCAAGCTCTGGTACACGCTGGACAGAGCCCCTGAAGCC
TGGGACTACGGCCAGGGCTTCGTGAATGAGGAGATGATCCGGGACCACCTTCCACCCCCAGAGGAG
GAGCCGCTGGTGCTGATGTGTGGCCCCCCACCCATGATCCAGTACGCCTGCCTTCCCAACCTGGAC
CACGTGGGCCACCCCACGGAGCGCTGCTTCGTCTTCTAA

MGSSHHHHHHS SGLVPR*GSHMKLFQRSTPAITLESPDIKYPLRLIDREIISHDTRRFRFALPSPQ
HILGLPVGQHIYLSARIDGNLVVRPYTPISSDDDKGFVDLVIKVYFKDTHPKFPAGGKMSQYLESM
QIGDTIEFRGPSGLLVYQGKGKFAIRPDKKSNPIIRTVKSVGMIAGGTGITPMLQVIRAIMKDPDD
HTVCHLLFANQTEKDILLRPELEELRNKHSARFKLWYTLDRAPEAWDYGQGFVNEEMIRDHLPPPE
EEPLVLMCGPPPMIQYACLPNLDHVGHPTERCFVF -

Obr. 39 Sekvence ¢asti DNA a proteinu CYB5R3

Dodana histidinova kotva vodici sekvence je v sekvencich zobrazena zelenym
podbarvenim, S$tépici misto thrombinu je zobrazeno Zluté podbarvenou hvézdickou,
sekvence pochézejici z proteinové sekvence je zobrazena tuénym pismem, cervené je
zobrazen stop kodon.

Sekvence nesouci histidinovou kotvu muze byt odstépena. Provedena tprava je
podobna jiz publikované tpravé, kde byla histidinova kotva vazana na delSim proteinovém
linkeru. Tento linker byl v ptivodni praci odstépovan, ale Sté€pici proteasu nebylo mozné
z preparatu zcela odstranit. Navic bylo zjisténo, ze aktivita proteinu s histidinovou kotvou
a vetsim linkerem je shodna jako aktivita proteinu bez histidinové kotvy [156]. Proto
nebylo pfistoupeno ke Sté€peni histidinové kotvy a protein byl k experimentim pouzit
s celou pridanou sekvenci linkeru a histidinové kotvy.

Protein byl exprimovan v kmeni C41 (DE3), ktery disponuje jednou nebo vice

neznamymi mutacemi a byl pouzit k expresi nékterych membranovych proteint [157].

94



Vysledky a diskuse

Protein pfi findlnim koncentrovani precipitoval a proto byl druhy izolovany a nasledné
pouzity preparat uchovan v pufru s vyssi iontovou silou.

K provedeni metabolickych pokusti byl vybran preparat s koncentraci 153 uM,
jehoz se ze 4 litrti expresniho média podafilo izolovat 1530 nmol. Vytézek tedy odpovidal

pfiblizn¢ 383 nmol na jeden litr expresniho média. Jeho rozdéleni na SDS-PAGE ukazuje

obrazek 40.

M A

Obr. 40 Elektroforetické rozdéleni preparatu CYB5R3
Rozdé€leni bylo provedeno s vyuzitim 12% gelu. A — vzorek 50 pmol; M — marker; Sipkou

je naznacena pozice ziskaného proteinu.

Bylo také méfeno absorpéni spektrum izolované CYBS5R3, které ukazuje obrazek
41. Z obrazku je patrné, Ze ptipraveny protein obsahuje flavinovy kofaktor nezbytny pro

svou enzymovou aktivitu.
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Obr. 41 Absorpéni spektrum preparatu CYB5R3
Proteinovy preparat byl pfed métenim 10x fedén.
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4.2 REDUKCE SAVCICH CYTOCHROMU P450 V INTAKTNICH
BAKTERIALNICH BUNKACH A POTENCIALNI ROLE
FLAVODOXINU

Impulzem Kk provedeni téchto experimenti byl nalez vysoké mnozstvi
redukovanych forem u nékterych cytochromti P450 ptimo v intaktnich buitkach bakterie
Escherichia coli. Jelikoz bylo znamo, Zze CYP1A2 miize byt redukovan flavodoxinem
stejné jako CYP17A1, byl flavodoxin vzat v potaz jako hlavni mozny artificidlni reduk¢ni
partner. Samotny flavodoxin je v bakterialnich bunkach Escherichia coli redukovan
NADH:flavodoxin reduktasou [18, 19]. K pokusim byly vyuzity také cytochromy P450
stojici mimo rodinu CYPI1, pro které byly byly v laboratoii k dispozici vhodné expresni
vektory a u kterych byly zaroven znamé prostorové koordinaty.

Se vSemi zvolenymi cytochromy P450 (CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6, CYP2D6 a
CYP2C8) byla provedena exprese u kazdé po trech lahvich v 25 ml média. Kazda lahev s
médiem byla inokulovana stejnym mnozstvim spole¢né vychozi kultury. Po 48 hodindch
od pocatku produkce byly z produkénich lahvi odebrany vzorky k métfeni koncentrace
cytochromu P450 a cytochromu P420. Méfeni bylo provedeno jak bez piidani externiho
reduk¢niho Cinidla (NaS;04) tak i v jeho pritomnosti. V prvnim ptipadé byl detekovan
pouze enzym prirozené¢ redukovany v bakterialnim prostfedi v druhém pak celkovy
cytochrom P450.

Vysledkem byl pichled koncentraci redukovanych cytochromd P450 a jejich
neaktivnich forem P420 v bakteridlnich buiikach v porovnani s jejich celkovym obsahem
(tabulka 23). Hodnota oznacujici koncentraci denaturované formy P420 ve skute¢nosti

muze byt ponékud nizsi, protoZe k ni také ptispivaji bakterialni hemoproteiny.

Tab. 23 Koncentrace exprimovanych cytochromua P450

(- NayS;04) (- NazS,04) (+ NazS;04) (+ NazS;04)
Protein ¢ (P450) ,»C (P420) ¢ (P450) ,»C (P420)«
nmol/ml nmol/ml nmol/ml nmol/ml
CYP1Al 216,5 345,0 164,8 432,5
234,1 414,4 160,4 421,6
198,9 501,8 130,8 335,1
CYP1A2 523,1 55,9 734,1 1144
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520,9 163,1 658,3 ND
493,4 63,9 685,7 ND
CYP2B6 152,7 326,1 153,8 215,3
109,9 547,7 68,1 315,3
189,0 397,3 131,9 198,2
CYP2D6 29,5 214,4 36,3 283,8
56,0 372,1 33,0 372,0
63,7 262,2 31,9 373,9
CYP2C8 550,3 852,3 1273,6 162,2
490,1 1250,5 1547,3 ND
246,2 121,6 1062,6 ND

Je nutno poznamenat, ze hodnota oznacujici koncentraci ,,denaturované formy*
vychazi také z dat pro celé bakteridlni bunky a tak je do absorbance a tim i do vypoctu
koncentrace zahrnuta nespecifikovand chyba. Ta vychdzi z faktu, Ze pfi tomto meéteni
bakterialni hemoproteiny vykazuji maximum pii nebo v okoli 420 nm. Pfesto byla tato
informace zachycena z divodu sledovani vlivu pfidani dithioni¢itanu do stejné kultury.

Primé&rované vysledky s odchylkami ukazuje tabulka 24.

Tab. 24 Koncentrace exprimovanych cytochromia P450 a statistické zpracovani

Protein (- NazS;0,) (- NazS;0,) (+ NazS,04) (+ NazS,0,)
c (P450) »»C (P420)« c (P450) ,»C (P420)
nmol/ml nmol/ml nmol/ml nmol/ml

CYP1lAl 216,5+t 14,4 420,4 + 64,1 152,0+ 15,1 396,4 + 43,5

CYP1A2 512+ 13,5 94,3 +£48,7 692,7 +£31,3 38,1+ 53,9

CYP2B6 150,5+ 32,3 423, 7+ 92,4 118,0 £ 36,4 242,9 + 51,6

CYP2D6 49,5+ 15,1 282,9 + 66,0 33,7+ 1,8 343,2 £42,1

CYP2CS8 428,9+131,6 | 408,1 £3184 | 1294,5+2423 54,1 £93,6

Do vysledku byla zahrnuta i data z [158] a nasledné byla data zpracovana pro
posouzeni obsahu spravné sbalené formy CYP (tabulka 25 na néasledujici stran€). VétSina
studovanych proteinti se v bakteriich vyskytovala v redukované forme, pouze CYP2CS byl
nalezen ve form¢ oxidované. Nékteré proteiny vykazovaly vysSi koncentraci spravné
sloZzené formy bez ptitomnosti dithioni¢itanu sodného (napt. CYP1A1), coz miize byt
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zpusobeno poskozenim proteinu pti dodani dithionicitanu a tvorbé reaktivnich kyslikovych

radikali. To mlze poukazovat na nestabilitu téchto proteinti v prostiedi bakterialni buiiky.

Tab. 25 Procentualni zastoupeni redukovaného CYP exprimovanych v bakterialnich
buiikach

Procentualni pramér  Relativni zastoupeni cytochromu P450

Lidsky CYP mnozstvi redukovaného (% = P450 / (P450+P420)*100
CYP v bakteriich
— ~ -NaS;0,  +NaS$0s

CYP1Al 143 £ 20 34+2 28+ 1
CYP1A2 86+ 11% 74+ 4 85+ 8 96+ 8
CYP2A6 92 +20° - -
CYP2A13 104 + 42 - -
CYP2B6 135+ 32 27+ 10 33+ 13
CYP2C8 34 +13 80 = 30 94+ 10
CYP2C9 33+ 9% - -
CYP2D6 150 + 63 15+ 4 942
CYP3A4 18 &+ 10° - -

% Data prevzata z [158]

Jak je patrné ztabulky 25, zastupci podrodin CYP1A, 2A, 2B a 2D jsou V
bakteridlnim systému prakticky kompletné€ redukovany, zatimco zastupci podrodin CYP2C
a 3A jsou redukovany jen zanedbatelné.

Pro vysvétleni vySe uvedeného zjisténi o rizné mife redukce pozorované u
jednotlivych skupin cytochromt P450, byly Mgr. Martinem Culkou provedeny predikce
afinity zminénych cytochromii P450 k flavodoxinu pomoci molekularniho modelovani.
K tomu byl vyuZit flexibilni protein-protein docking, molekulova dynamika a ,,steered*
molekulova dynamika. Pomoci nich byla ptfedpovézena prace potfebna pro disociaci
jednotlivych komplext a také vzdalenost redoxnich center interagujicich proteini. Oba
tyto parametry by mély vypovidat o rychlosti, jakou mize bakterialni flavodoxin jednotlivé

cytochromy redukovat (tabulka 26 na nasledujici strang).
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Tab. 26 Procentualni zastoupeni redukovaného CYP exprimovanych v bakterialnich
burikach. Data disociacni prace jsou priméry ze ti'i kalkulaci; data vzdalenosti jsou
primeéry ze 2 poslednich nanosekund simulace

Komplex CYP-flavodoxin Disociaéni prace Vzdalenost redoxnich
[kcal.mol™] center [A]
CYP2A6 16+£7 11,2+ 0,5
CYP2A13 20+2 9,8+0,5
CYP2C8 9+2 13,4+0,5
CYP2C9 13+4 125+0,5
CYP3A4 14+7 15,8 £ 0,6

Daéle byl sledovan vztah mezi stupném redukce jednotlivych cytochromt P450 a
jejich predpovézenou interakci s flavodoxinem.  Konkrétné byl ovéfovan vztah
procentudlniho mnozstvi redukovaného CYP s praci nutnou pro disociaci jeho komplexu s
flavodoxinem. Prestoze zjistény vztah vychazi statisticky jako signifikantni, Pearsoniv
korelaéni koeficient r = 0.94 a p = 0.005 (obrazek 42). Kvili velkému rozptylu hodnot

disociace vétSiny komplext jej nepovazujeme za ptili$ signifikantni.
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Obr. 42 Korela¢ni analyza vztahu mezi zastoupenim redukovanych CYP v bakterii a
praci nutnou k disociaci komplexa CYP-flavodoxin.

Lepsi situace je v pifipadé dal§i korelace poukazujici na vztah mezi stupném
redukce jednotlivych cytochromi P450 a vzdalenosti redoxnich center obou proteinti
tvoticich komplex. Ta poukazuje na blizkost redoxnich center u téch proteind, které jsou

dosti redukovany v bakteridlnim systému. Pearsontiv korelacni koeficient mtze i v tomto
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pfipadé¢ byt oznacen za signifikantni, r = 0.89 a p = 0.02. Vyhodou zde jsou mnohem nizsi
chyby predikce vzdélenosti proteinovych partnerti. Vzdélenost 14 A je povazovéna za
kritickou pro efektivni pfenos elektronti v zivych systémech [159]. Zajimavé je, Zze velmi
malo redukované enzymy CYP2CS, 2C9 a 3A4 se této hranici blizi nebo ji v poslednim
ptipad¢ i prekracuji (obrazek 43).
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Obr. 43 Korela¢ni analyza vztahu mezi zastoupenim redukovanych CYP v bakterii a
vzdalenosti redoxnich center v modelech komplexi CYP-flavodoxin.

Tyto vysledky naznacuji, ze bakteridlni flavodoxin muiZze byt zodpovédny za
redukci nékterych lidskych cytochromi P450 exprimovanych v bakterialnich bunkach.
Vysledky z této Casti prace jsou soucasti publikace, ktera je ptilohou €. 2 disertacni

prace [160].

43 STUDIUM VLIVU MUTACE POLARNIHO REZIDUA
V AKTIVNIM MISTE CYP1A1, CYP1A2 A CYP1B1 NA JEJICH
ENZYMOVOU AKTIVITU

Tato cast prace se zabyvala vlivem zamény jedné z aminokyselin nachdzejici se
v aktivnim centru studovanych cytochromti P450 na schopnost pfemény aristolochové
kyseliny 1 (AAI). Tato latka je v t€le metabolizovana bud’ redukéni aktivaci, nebo oxida¢né
detoxikacni cestou, coz ukazuje obrazek 44 na néasledujici stran¢. Latka miZe byt
oxidovana enzymy na aristolochovou Kkyselinu la, v pfipadé redukce je latka
metabolizovana na N-hydroxyaristolaktam | tvofici nasledné nitreniovy ion schopny tvofit
adukty s DNA [161].
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Aktivace Detoxikace
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Obr. 44 Mechanismus metabolismu aristolochové kyseliny

Prevzato z [161].

Ditive provedené teoretické vypocty vyuzivajici molekuldrni modelovani poukézaly
na moznou dulezitost pfitomnosti hydroxylovych skupin v aktivnim centru enzymu. Tyto
skupiny Vv postrannich fetézcich rezidui Ser122 a Thr124 se v proteinech CYP1Al a
CYP1A2 nachazeji v tésné blizkosti nitroskupiny vazané molekuly aristolochové kyseliny.
To umoznuje predat substrdtu v ramci redukce potfebny proton. Teoretickd prace
zahrnovala i vypocty a interakce i se tietim ¢lenem rodiny CYPI, proteinem CYP1BI1. Ten
na podobné pozici v aktivnim centru nema hydroxylovou skupinu, nebot’ v daném misté je
pfitomen alanin a ani v okoli se jind hydroxylovéa skupina nenachédzi. CYP1B1 pfitom
vykazuje mnohem niz$i aktivitu v redukci AAI nez CYP1Al a CYP1A2 (obrazek 45,

nasledujici strana).
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Aducts AAI-DNA RAL® per 107 normal nucleotides

NI E EECE NN

1A1 1A2 3A4 NADPH:CYP
reductase

Obr. 45 Kvantifikace adukti v DNA vzniklych z redukénich metabolitu
aristolochové kyseliny I aktivaci exprimovanymi CYP v SupersomeChTNI
Pievzato ze [162].

Byla tedy vyslovena hypotéza, ze pri¢ina mensi aktivity CYP1B1 v redukci
aristolochové kyseliny | na N-hydroxyaristolactam | by mohla byt pravé absence vhodného
donoru protonu [67].

Proto byly ¢isté rekombinantni proteiny CYP1Al, CYP1A2 a CYP1B1 a jejich
mutanti (S122A, T124V a A133S) odstranujici anebo naopak zavadéjici hydroxyskupinu
na totéz misto ve vazebné kavité proteinu. Ty pak byly pouzity k praktickému ovéteni
teoretickych vysledkil predchozi prace.

Mutace proteinit byly zvoleny ve snaze ziskat na pfisluSnych pozicich podobna
strukturni rezidua, co nejpodobnéjsi velikosti ptivodni aminokyseling tak, aby doSlo jen
k minimalnimu naruseni tvaru kavity. Proto nebyla provedena mutace vSech zminénych
pozic na Casto pouzivany glycin, ale na jiné aminokyseliny. V ptipadé CYP1AL byl serin
zaménén za alanin, v CYP1A2 byl threonin zaménén za valin a v CYP1B1 byl alanin
vyménén za serin. To vedlo bud’ k odstranéni, nebo ptfidani hydroxylové skupiny do
aktivniho centra. V pfipadé threoninu v CYP1A2 nebylo mozné najit aminokyselinu
predstavujici ,,threonin bez hydroxylu®, proto nebyl hydroxyl pouze odstranén, ale byl
nahrazen methylovou skupinou obsazenou ve valinu. Tyto zmény ukazuje obrazek 46 na
nasledujici stran¢, srovnavajici modely interakce AAI s aktivnim centrem testovanych

proteind.
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Obr. 46 Srovnani aktivnich center CYP1A1 (A), CYP1A2 (B) a CYP1B1 (C)
vazajicich aristolochovou kyselinu 1.

Cerné te¢kované linie predstavuji vodikové mustky, oranzova koule piedstavuje ion Zeleza.
Pievzato z [67].

Proteiny byly rekonstituovany v systému liposomt v pfitomnosti potkani CPR.
Aktivita ziskanych proteinti byla nejprve ovéiena reakci s 7-ethoxyresorufinem, ktery je
oznacovan za markerovy substrat rodiny cytochromi P450 rodiny 1. Jak je patrné
Z obrazku 47, aktivita mutantnich forem byla oproti pfirozenym formédm 2x - 4X niZsi.
Stejn¢ tak byla pozorovéana nizsi aktivita CYP1A2 oproti ostatnim ¢leniim rodiny, ktery
1épe metabolizuje O-demethylaci 7-methoxyresorufinu. | v tomto ptipadé¢ ale byla aktivita
CYP1A2 mutantu T124V sniZena. Je tedy mozné, Ze mutace rezidua v aktivnim centru
vedla ke zméné struktury nebo stability aktivniho mista, a tim ke zméné sily interakce
derivatl resorufinu s exprimovanymi proteiny. Pokles enzymové aktivity mutantti naStésti

nebyl tak silny, aby znemoznil stanoveni jejich aktivity viici AAL
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Obr. 47 Aktivita exprimovanych cytochromu P450 vuci 7-ethoxyresorufinu (EROD) a
7-methoxyresorufinu (MROD)

Modfe jsou zobrazeny ptirozené formy proteini, odliSnymi varvami jsou zobrazeny
mutantni proteiny. Signifikance vzorkl je stanovena proti vzorku obsahujici stejny CYP
bez obsahu cyt bs.
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Ziskané proteiny byly, opét ve spojeni s potkani CPR, vyuZity pro zjiSténi vlivu
popsanych mutaci na aktivitu ve sméru oxidace aristolochové kyseliny I, tedy na pfeménu
substratu detoxikacni cestou. Jak lze pozorovat na obrazku 48 ukazujicim vysledky této
premény aktivita mutanti CYP1A1 a CYP1A2 byla vici oxidaci AAI snizena cca 3,5x a
aktivita CYP1B1 vici oxidaci AAI byla mutaci postizena jen minimaln¢.

Je tedy mozné, Ze serin nahrazujici alanin stabilizuje aristolochovou kyselinu

v aktivnim centru a mize tedy kompenzovat obecnou ztratu aktivity mutantu.

I wT I
1A

Obr. 48 Oxidace aristolochové Kyseliny | provedena exprimovanymi cytochromy
P450

Modfe jsou zobrazeny pfirozené formy proteinil, odliSnymi varvami jsou zobrazeny
mutantni proteiny. Signifikance vzorki je stanovena proti vzorku obsahujici stejny CYP
bez obsahu cyt bs.
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Nakonec byla stanovena i reduk¢ni pfeména aristolochové kyseliny pomoci metody

32p_postlabelingu a s kvantifikaci adukti s DNA (obrazek 49, nasledujici strana).
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Obr. 49 Kvantifikace adukti DNA vzniklych z redukénich metaboliti aristolochové
kyseliny | aktivaci exprimovanymi CYP v rekonstituovanych systémech

ND piedstavuje nedetekovatelné mnozstvi aduktd; vysledky jsou vztazeny na aktivitu
samotné CPR. Signifikance vzorki je stanovena proti vzorku obsahujici stejny CYP bez
obsahu cyt bs.

Aktivita mutantd CYP1A1 a CYP1A2 byla vyznamné snizena oproti aktivité jejich
prirozenych forem. Oproti tomu, zavedeni hydroxylové skupiny do pfirozené formy
CYPIBI zvysila tvorbu adukti na hodnoty témét srovnatelné s aktivitou piirozené formy
CYP1AL.

Nepritomnost hydroxylové skupiny u mutantti S122A a T124V proteinit CYP1AL1 a
CYP1A2 vedou ke snizené schopnosti redukce nitroskupiny aristolochové kyseliny I, a tim
ke snizené tvorbé adukti s DNA. Naproti tomu, mutant A133S proteinu CYP1B1
obsahujici serin v této pfeméné vykazuje zvySenou aktivitu. Ukdzalo se tedy, ze pfitomnost
vhodné umisténé hydroxylové skupiny je dilezitd pro nitroreduktasovou aktivity rodiny
CYP 1 vici AAL

Vysledky ztéto casti prace jsou uvedeny v publikaci, kterd tvofi ptilohu ¢. 3

disertacni prace [144].
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4.4 STUDIUM AKTIVITY LIDSKYCH REKOMBINANTNICH
CYTOCHROMU P450 V REKONSTITUOVANYCH
SYSTEMECH

Pro realizaci této &asti prace byla exprimovana a purifikovana fada proteind a jejich
mutantd.
V mutantech CYP1A1 a CYP1A2 byly zaménény rizné pozice aminokyselin tak,

aby doslo k zaméné bazické aminokyseliny za neutrdlni ¢i naopak. Zmeény provedené

v mutantech ukazuje tabulka 27.

Tab. 27 Zmény aminokyselin na mutantech CYP1A1 a CYP1A2

Zména Zména vyjadiena chemickymi vzorci Pozice na Pozice na
CYP1Al1 CYP1A2
H;N‘?NH
R—Q NH CONH; 135 137
IF e
HoN” ~COOH H,N“" ~COOH
NH,
K—-Q CONH; 454 455
H,N” ~COOH HN” ~COOH
HN__.NH
Q—R CONH; NH 139 141
f > ,':r 293
H,N”" ~COOH H,N* > COOH

V mutantech cyt bs byly zaménény rtzné pozice aminokyselin tak, aby naopak
doslo k zaméné kyselé aminokyseliny za neutralni. Vyjimkou byla zména jedné neutralni

za kyselou. Zmény provedené v mutantech ukazuje tabulka 28.
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Tab. 28. Zmény aminokyselin na mutantech CYP1A1 a CYP1A2

Zména Zména vyjadiena chemickymi vzorci Pozice na cyt
bs
42
43
COOH TN 42,43
48
H,N” ~COOH H,N™ “COOH 49 49
61
COOH CONH; 58
I g ;
H,N™ ~COOH H,N™ “COCH
COOH
V->D I > /[ 141
HN™ “COOH H.N™ ~COOH

4.4.1 Ovlivnéni aktivity cytochromi P450 v pritomnosti prirozeného

cytochromu bs

V ramci metabolickych pokusii byl zjistovan modula¢ni vliv membranové formy
lidského cytochromu bs na aktivitu cytochromi P450. K tomu bylo vybrano nékolik latek,
které¢ jsou zndmé jako markerové substraty téchto enzymil. Pro CYPIAI bylo vybréno
azobarvivo Sudan | (markerovy substrat CYP1AT1) [28, 29] a 1éCivo fenacetin. Vysledné

ovlivnéni aktivity CYP1A1 ukazuje obrazek 50 na nasledujici strané.
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Obr. 50 Ovlivnéni metabolické aktivity CYP1A1 pFitomnosti pFirozené formy
cytochromu bs

Oranzové sloupce — aktivita vii¢i Sudanu I; fialové sloupce — aktivita vici
fenacetinu. Molarni pomér cyt bs viiéi CYP1A1 byl riizny, coz je naznaceno
nasobkem mnozstvi cyt bs na popiscich horizontalni osy.

Aktivita CYP1AL1 byla zvySena ptidavkem cyt bs jak v piipadé pfemény Sudanu I,
tak fenacetinu. V oxidaci Sudanu I do$lo k nejvy$simu zvySeni pii dodani stejného
molarniho mnozstvi cyt bs, zatimco v pétinasobném poméru bylo zvyseni aktivity méné
zfetelné.

Oxidace fenacetinu byla cytochromem Dbs rovnéz zvySena, a to ve vSech
studovanych molarnich pomérech cyt bs vici CYP1AL.

Zvolené¢ molarni poméry cyt bs vuéi formam CYP byly navrzeny z hlediska
studovani protein-proteinovych interakci a také dle studie modeld téchto enzymii, kdy byla
interakce modelovana v ekvimolarnim poméru obou proteind [67]. Vys$i molarni poméry
byly voleny z diivodu sledovani mozného zvySeni vlivu nebo piipadné saturace vlivu.
Z vysledkd je patrné, ze aktivita CYP1AL byla v pfitomnosti cyt bs zvySena ve vSech
ptipadech. V ptipadé Sudanu I mira ovlivnéni jeho oxidace poklesla v pifipad¢ pétkrat
vys§iho molarniho mnozstvi cyt bs vic¢i CYP, zatimco v oxidaci fenacetinu doslo k poklesu
az v desetinasobném molarnim poméru obou proteinti.

Pro CYP1A2 byla pouzita bohatsi paleta testovanych substrati. Mimo Sudan I a
hlavni markerovy substrat fenacetin byl také testovan acetanilid a lidokain. Vysledky

ovlivnéni CYP1A2 v ptitomnosti cyt bs 1ze pozorovat na obrazku 51 na nasledujici stran¢.
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Obr. 51 Ovlivnéni metabolické aktivity CYP1A2 pritomnosti pFirozené formy
cytochromu bs

Oranzové sloupce — aktivita vii¢i Sudanu I; fialové sloupce — aktivita vici
fenacetinu; zelené sloupce — aktivita vuci acetanilidu; modré sloupce — aktivita vici
lidokainu. Molarni pomér cyt bs vii¢i CYP1A1 byl rizny, coZ je naznaceno
nasobkem mnozZstvi cyt bs na popiscich horizontalni osy.

Aktivita CYP1A2 byla vlivem pfidani cyt bs zvySena u vSech studovanych
substratii. V ptfipadé¢ Sudanu I doslo k vyraznému zvySeni v piipadé péctinasobného
molarniho nadbytku cyt bs, coZ je opacny trend nez v ptipadé CYP1Al. Je vSak nutno
poznamenat, Ze CYP1A2 je ve srovnani s CYP1A1l mnohem méné aktivnim v ptipadé
pfemény Sudanu I.

V piipadé fenacetinu u CYP1A2 doslo ke zvyseni jeho oxidace za tucasti vSech
poméril cyt bs a tato tendence pokracovala s narustem molarniho poméru cyt bs oproti
CYP1AZ2. Oxidace acetanilidu byla nejvice zvySena v piipadé pétinasobného molarniho
nadbytku cyt bs v systému.

V ptipadé metabolismu lidokainu doslo k podobné situaci jako v piipadé oxidace
fenacetinu. Aktivita CYP1A2 byla zvySena za pfitomnosti vSech molarnich pomért cyt bs
a ovlivnéni aktivity se zvySovalo se zvySovanim mnozstvi cyt bs v rekonstituovaném
systému.

Je tedy patrné, ze aktivita obou studovanych cytochromi P450 vacéi vSem
substratim byla zvySena vuc¢i vSem substratim. Pfitomnost cyt bs tedy vede k pozitivni

modulaci aktivity tohoto enzymu.
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4.4.2 Ovlivnéni aktivity cytochromi P450 v pritomnosti mutanti

cytochromu bs

V ramci dal$iho studia vlivu pfitomnosti cyt bs V rekonstituovaném systému a ve
snaze zjistit vice informaci o mozZnych interakcich ovliviiyjicich aktivitu CYP byly do
rekonstituovaného systému dodavany mutantni proteiny cyt bs. Hledanym vlivem bylo
snizeni aktivity CYP v pfitomnosti mutantli oproti pfitomnosti pfirozené formy cyt bs,
vysledky pozitivniho vlivu zde tedy oznacuji vysledky negativni, kdy doslo k navySeni
aktivity oproti systému neobsahujicimu zadny cyt bs.

Aktivita cytochromi P450 byla sledovana proti vySe zminénym substratim.
V piipad¢ oxidace Sudanu I sice doSlo ke zménam aktivit za pfitomnosti jednotlivych
mutantd, tyto vysledky se ale nedafilo zopakovat v rdmci jednoho méfeni, a to ani pfi vice
opakovanich pokusu. Divodem mohla byt slozitd manipulace s velkym mnozstvim vzorki
vyzadujicich extrakci, vypafovani vzorku pted aplikaci do separa¢niho systému (HPLC) a
proto je nutné veskeré inkubace a predevSim odebirdni extraktu sklenénym kapatkem
mohla byt ptfi¢inou chyb. MnozZstvi vzorki mohlo také ptispét k netispéSnosti méteni. Pti
rozd€leni vzorkl do vice méfeni ale mohlo dojit k velkému zkresleni vysledkd, kdy by
nebylo mozné vztdhnout vysledky na jeden vysledek systému bez ptidaného cytochromu
bs.

V piipadé fenacetinu se i diky relativné snadné metodice podatilo vysledky ziskat a
nasledné vyhodnotit. Vysledné ovlivnéni CYP1Al v riznych pomérech pfirozeného

enzymu a mutantii ukazuje obrazek 52 na nasledujici stran¢.
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Obr. 52 Ovlivnéni metabolické aktivity CYP1A1 vii¢i fenacetinu v pritomnosti
mutanti cytochromu bs
Molérni poméry CYP1A1 a cyt bs byly rizné. A — 1:1; B — 1:5; C — 1:10.
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V ptipadé¢ CYP1A1 nebyly vysledky neprokéazaly negativni ovlivnéni pfitomnosti
mutantd cyt bs, jen mutant D65N vykazal nizkou pozitivni modulaci V ptipadé
petinasobného molarniho nadbytku.

Ovlivnéni pfemény fenacetinu vlivem CYP1A2 je zobrazeno na obrazku 53.
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Obr. 53 Ovlivnéni metabolické aktivity CYP1A2 vii¢i fenacetinu v piitomnosti
mutanti cytochromu bs
Molarni poméry CYP1A2 a cyt bs byly rizné. A — 1:1; B — 1:5; C — 1:10.

V ptipadé CYP1A2 se projevila snizena modulace vlivem cyt bs vV desetinasobném
prebytku mutanti D65N, E48Q, E49Q a pies zvysenou chybu i u dvojitétho mutantu
E48Q/E49Q. Tendence tohoto poklesu lze pozorovat i pii pouziti pétinasobného piebytku
cyt bs.

Vliv na aktivitu CYP byl zjistovan i pro substrat acetanilid. V ptipadé CYP1A1
reakce neposkytla méfitelné mnozstvi produktu. Proto jsou na obrazku 54 zobrazeny pouze
vysledky pro CYP1A2.

Aok

pmol paracetamolu/ pmol CYP . min

113



Vysledky a diskuse

pmol paracetamolu / pmol CYP . min

@

pmol paracetamolu / pmol CYP . min

LU SSR e S « T« T« T « S .
o 3 &
VoS &@ @&b ;’é’?} & O?;g L

o
¥ F

x x

Obr. 54 Ovlivnéni metabolické aktivity CYP1A2 viici acetanilidu v
pritomnosti mutantii cytochromu bs
Molarni poméry CYP1A2 a cyt bs byly rizné. A — 1:1; B — 1:5; C — 1:10.

U aktivity CYP1A2 se v ptipadé¢ acetanilidu projevila niz$i modulace vlivem cyt bs
Vv desetindsobném piebytku u mutanti D65N, E48Q, a E49Q, podobné jako v piipadé
fenacetinu. Dvojity mutant E48Q/E49Q tentokrat snizenou modulaci nevykazal.

Z téchto vysledkti se jako mozné aminokyselinové reziduum cytochromu bs
zapojené do interakce s cytochromy P450 rodiny 1 jevi D65. Jako dalsi aminokyseliny,

tentokrat zapojena do interakce s CYP1A2, mohou vystupovat E48 a E49.
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4.4.3 Ovlivnéni aktivity mutantnich cytochromu P450 v pritomnosti

mutanti cytochromu bs

V ramci této Casti prace byly sledovany také aktivity pfipravenych mutantnich
forem CYP1A1 a CYP1A2. Opét byl porovnan vliv pfitomnosti pfirozené formy cyt bs na
aktivitu mutanta. Snizeni vlivu mohla znamenat snizeni schopnosti pfislusného
cytochromu P450 interagovat s cytochromem bs.

Nejprve byla stanovena aktivita mutanti CYP1A1 v reakci se Sudanem 1. Vysledky
je mozné pozorovat na obrazku 55.
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Obr. 55 Metabolicka aktivita mutanti CYP1A1 vici Sudanu | jako substratu
v pritomnosti prirozeného cytochromu bs
Molarni pomér CYP1ALI a cyt bs byl 1:1.

Aktivita tii mutantd (R135Q, Q139R a K454Q) v reakci se Sudanem | byla ve
srovnani s pfirozenou formou proteinu vyrazné sniZena. Oproti tomu aktivita mutantu
Q293R byla vyssi. Vliv pfitomnosti cyt bs vykazal signifikantni zmény u mutantti Q293R a
K454Q, kdezto u mutanti R135Q a Q139R nikoliv. Tato skutecnost mize poukazovat na
mozné zapojeni téchto mutovanych pozic do zmiiované interakce.

Dale byl jako substrat CYP1Al vyuzit fenacetin. VSechny mutantni cytochromy
P450 byly schopné jeho pfemény a metabolit byl analyzovan pomoci HPLC. Vysledky
vlivu na metabolickou pfeménu fenacetinu pomoci CYP1Al ukazuje obrazek 56 na

nasledujici strang.
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Obr. 56 Metabolicka aktivita mutanti CYP1A1 vudi fenacetinu jako substratu
v pritomnosti piirozeného cytochromu bs

Molérni pomér CYP1AL1 a cyt bs byl rizné. Molarni nadbytek cyt bs je vyznacen

Vv horizontalni ose.

V pripadé CYP1Al byla aktivita vic¢i fenacetinu vétSiny mutantd piekvapive
srovnatelnd s pfirozenou formou. Mutant Q293 dokonce vykazal zvySenou aktivitu, kterd
ale byla zatizena vysokou chybou. Pouze hodnoty z ovlivnéni proteinu ptitomnosti cyt bs
poukazuji na vyrazné zvyseni aktivity. U mutantd R135Q a Q139R se vliv ptfitomnosti cyt
bs neprojevil az do desetinasobného molarniho nadbytku proteinu. Mutant K455Q vykazal

rozdilny vliv dle poméru cyt bs.

Ve svétle vysledkti z obou sledovanych reakci provedenych s CYP1Al lze
vysledovat n¢kolik poznatki:

e Aktivita mutantd R135Q, Q139R a K454Q vuc¢i Sudanu I byla snizena
oproti pfirozené formy. Oproti tomu, stejné mutantni proteiny vykazaly
relativné podobnou aktivitu vici fenacetinu. Aktivita mutantu Q293 nebyla
postizena ani v jedné ze sledovanych reakci.

e Snizeni modulace aktivity vreakci se Sudanem | nebyla v ramci
statistického zhodnoceni pozorovana u mutanti R135Q a Q139R. V ptipadé
fenacetinu se modulace jeho oxidace neprojevila u stejnych mutantt, jen

prvni zmifovany vykéazal modulaci pti vysokém mnoZstvi cyt bs.
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V piipadé¢ CYP1A2 byly provedeny experimenty se stejnymi substraty. Vysledky
ovlivnéni mutanti CYP1A2 v reakci se Sudanem | 1ze pozorovat na obrazku 57.
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Obr. 57 Metabolicka aktivita mutanti CYP1A2 vici Sudanu I v piitomnosti
prirozeného cytochromu bs
Molarni pomér CYP1A2 a cyt bs byl 1:1.

V ptipadé CYP1A2 doSlo k mirnému sniZeni aktivity mutanti R137Q a Q141R,
kdezto u ostatnich ke snizeni nedochdzi. Mutant K455Q dokonce vykéazal vyrazné
zvySenou aktivitu. Co se tyce vlivu pritomnosti cyt bs, signifikantni zménu vykazal pouze
mutant K455. Vysledky s timto mutantem jsou piekvapujici ve svétle naslednych vysledkt
s fenacetinem a acetanilidem. To miiZe byt zplsobeno odliSnou metodikou (extrakci
ethylacetatem).

Vysledky ovlivnéni mutanti CYP1A2 v reakci s fenacetinem lze pozorovat na

obrazku 58 na nasledujici strané.
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Obr. 58 Metabolicka aktivita mutantii CYP1A2 vici fenacetinu v piitomnosti
prirozeného cytochromu bs

Molarni pomér CYP1A1 a cyt bs byl rizné. Molarni nadbytek cyt bs je vyznacen
Vv horizontalni ose.

V ptipadé¢ CYP1A2 byla signifikantné snizena aktivita mutantu R137Q. Mutant
R296Q vykazal zvySenou aktivitu, zatimco ostatni mutanty vykazaly relativné podobnou
schopnost metabolizovat fenacetin jako pfirozeny CYP1A2. Vliv ptfitomnosti cyt bs na
aktivitu se jako snizeny ukazal u mutantu K455Q a u mutantu R137Q, u kterého dokonce
se zvySujici se koncentraci cyt bs doslo ke snizeni jeho aktivity.

Jako posledni substrat byl vyuzit acetanilid. Jak jiz bylo zminéno, CYP1A1 jeho
metabolickou neprovadi v dostate¢né mife, proto byl acetanilid vyuZit pouze ke stanoveni

vlivu na CYP1A2. Tyto vysledky ukazuje obrazek 59 na nasledujici strané.
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Obr. 59 Metabolicka aktivita mutanti CYP1A2 vuci acetanilidu v piitomnosti
prirozeného cytochromu bs

Molérni pomér CYP1A2 a cyt bs byl rlizné. Molarni nadbytek cyt bs je vyznacen
Vv horizontalni ose.

Za pouziti acetanilidu jako substratu se projevila jina situace nez v piipadé
fenacetinu. Mutant R137Q sice opét vykazal vyrazné snizenou aktivitu oproti pifirozené
formé CYP1A2, ale spolecné¢ s nim byl mén¢ aktivni i mutant K455Q. Nizsi aktivitu
vykazal i mutant QI41R. Co se tyce vlivu pfitomnosti cyt bs, vSechny mutantni formy
vykazaly téméf nulové ovlivnéni aktivity vic¢i acetanilidu v pfitomnosti tohoto malého
hemoproteinu.

Vysledky uvedené CYP1A2 Ize shrnout takto:

e Aktivita mutantd R137Q byla snizena v oxidaci fenacetinu a acetanilidu,
v piipad¢ oxidace Sudanu | byla jeho aktivita relativné podobna piirozené
form¢. Aktivita mutantu QI41R byla sniZzena v pfipadé Sudanu I a
acetanilidu, ale nikoliv v ptipadé fenacetinu. Aktivita mutantu K455Q byla
snizena u acetanilidu, relativné stejnd u fenacetinu a velmi zvySend u
Sudanu I. Aktivita mutantu R296Q byla bud’ stejna jako ptirozené formy,
nebo zvysena.

e SniZeni modulace aktivity CYP1A2 ptitomnosti cyt bs v oxidaci Sudanu |
bylo pozorovano u mutantu R137Q. V ptipadé fenacetinu doslo ke snizeni
modulace u stejného mutantu a ¢asteéné i u mutantu K455Q. V piipadé

acetanilidu byl tento efekt pozorovan u mutantti R137Q, K455Q a ¢astecné
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u QI41R. Také mutant R296Q u acetanilidu vykazal snizeni modulace, coz
ale nebylo pozorovéano u pfedchozich substratu.
Cytochrom bs muize ovlivitovat cytochromy P450 v zavislosti na substratu, coz muze byt
piipad i zde sledovanych reakci. To mize byt divodem pro odlisné chovani mutant ve
vztahu k aktivité a snizeni modulace vlivem piitomnosti cyt bs, pfedevs§im u mutantu
K455Q. Lze vsak konstatovat, ze zhlediska CYP1A2 mohou byt zajimavymi

aminokyselinami v ramci interakce s cytochromem bs pravé rezidua R137 a K455.

4.4.4 Ovlivnéni aktivity cytochromi P450 v pritomnosti mutanti

cytochromu bs ve spojeni s NADH:cytochrom bs reduktasou

Purifikovana solubilni forma NADH:cytochrom bs reduktasy byla pouzita
k metabolickym studiim s obéma cytochromy P450 ve snaze ziskat informaci, zda je tento
enzymovy systém schopen poskytnout produkty jiz zminénych reakci bez piitomnosti
hlavniho pienasece elektronti, NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Piipadné vysledky by
také poukazaly na schopnost cytochromu bs dodévat elektrody piimo zminénym formam
cytochromu P450. To by cytochrom bs spolu s NADH:cytochrom bs reduktasou oznacilo
za samostatny donor elektrontli pro cely systém tak, jak bylo neddvno popsano pro oxidaci
benzo[a]pyrenu cytochromem P450 1A1 [93,94].

Nejprve byla stanovena aktivita CYB5R3 vici prirozené formé a mutantim cyt bs.
Aktivita zde vlastné ptfedstavuje mnozstvi redukovaného cyt bs za jednotku casu. Tyto

vysledky ukazuje obrazek 60.

umol redukovaného cyt b5/ pmol CYBER3 / min
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Obr. 60 Aktivita CYB5R3 viici prirozené formé a mutantim cyt bs
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Aktivita CYB5R3 oproti nékterym mutantim byla vétSinou niz$i. Jen oproti

v

sledovana proti mutantu D71N. To mtze ukazovat na vyznamnost aminokyseliny D71
v interakci cyt bs a CYB5RS.

Nésledné bylo pfikroceno ke stanoveni aktivity systému CYP1Al ve spojeni
s CYB5R3, cyt bs a NADH bez pritomnosti CPR a jejiho kofaktoru NADPH. Pro toto
stanoveni byl vyuzit Sudan I, ktery jako jediny poskytoval v systému CYP s CYB5R3
méfitelné mnozstvi produkti. Ostatni substraty ve spojeni s CYB5R3 a proteiny CYP1A1l
a CYP1A2 neposkytly analyticky pozorovatelné mnozstvi produktu.

Po sérii zcela orientanich pokust byl jako nejlep$i pomér proteintit CYP:cyt
b5:CYBSR3 vybran pomér 1:10:1. Zvyseni mnozstvi CYB5R3 vedlo ke zvySeni vytézku
reakce, ale poméry metabolitli vzhledem k pouzitym mutantim zlstaly zachovany. Také je
nutno poznamenat, ze v kontrolnich reakcich obsahujicich pouze CYB5R3 a CYP nedoslo

K tvorbé métitelného mnozstvi produkti. Vysledky ukazuje obrazek 61.
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Obr. 61 Aktivita CYP1A1 vidi Sudanu I s mutanty cyt bs ve spojeni

s CYB5R3

Molarni pomér CYP : cyt bs: CYB5R3 byl 1:10:1. V experimentech byl pouzit
NADH jako kofaktor CYB5R3. Signifikance byla stanovena proti pfirozené formé

cyt bs.

Obrazek 59 relativné pripomina stanoveni aktivity samotné CYBSR3 ukazaném na
obrazku 58. Rozdilné je ale poméru u dvojitého mutantu E42Q/E43Q, ktery i pfes nizsi

aktivitu CYB5R3 ve spojeni s jeho redukci byl schopen dodavat vice elektronti k reakci
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nez podobné postizeny mutant E43Q. Zajimavé se také jevi ,,prohozeni“ absolutnich
hodnot u mutantd E48Q a E49Q. Tato data je t¢z§i vyhodnotit, jelikoZ se zde projevuje

mozné oslabeni interakce mezi cyt bs a CYB5R3.

V dalsich experimentech byla ziskana i data pro mutantni formy CYP1A1l ve
spojeni s CYB5R3 a pfirozenou formou cyt bs. Vysledky tohoto stanoveni ukazuje obrazek

62.
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Obr. 62 Aktivita mutanti CYP1A1 rekonstituovanych s CYB5R3 a cyt bs vidi
Sudanu |

Molarni pomér CYP : cyt bs : CYB5R3 byl 1:10:1; v experimentech byl pouzit
NADH jako kofaktor CYB5R3.

Aktivita téméf vSech mutantnich forem CYPIA1 byla oproti pfirozené formé
sniZzenda, pouze mutant Q293R byl relativné stejné€ aktivni. Vyznamné snizend byla aktivita
mutantu K454Q.

Podobné vysledky se s vyuzitim velkého mnozstvi proteinu podafilo ziskat i pro

CYP1A2. Tato data ukazuje obrazek 63 na nasledujici stran¢.
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Obr. 63 Aktivita mutanti CYP1A2 rekonstituovanych s CYB5R3 a cyt bs vidi
Sudanu |

Molarni pomér CYP : cyt bs : CYB5R3 byl 1:10:1; v experimentech byl pouzit
NADH jako kofaktor CYB5R3.

Zde byly jako méné aktivni oznaCeny mutanti R137Q, QI139R a K455Q.
Piekvapenim byl opét mutant R296Q), ktery byl vyrazné aktivnéj$i nez pfirozena forma
proteinu.

Vyznamnym aspektem téchto experimentl je skute¢nost, ze v rekonstituovaném
systému CYP1A1 ¢i CYP1A2 nebyla ptitomna CPR a pfenos elektronti tedy mohl probihat
pouze ve sméru od CYB5R3 pies cyt bs K CYP za vyuziti donoru elektront CYB5SR3,
NADH. Pouziti pfirozené formy cyt bs zaroven zajistilo stejnou dostupnost elektronti pro
vSechny studované cytochromy P450. V takovém piipadé mohou tato data poukazovat na
mutantni proteiny s vy$§im vyznamem. V piipadé¢ CYP1A1 se jako zajimavé jevi mutace
R135Q a K454Q. Mutant Q139R sice vykazuje také snizenou aktivitu, ale v ramci chyby
se muze piiblizovat aktivité pfirozeného proteinu. V piipadé CYPIA2 se 1 se zvySenou
signifikanci jevi jako dulezité rezidua R137, Q139 a K455. Zde je viditelny také rozdil
oproti expresné velmi tézce ziskatelnému mutantu R137Q, ktery vykazoval vyssi aktivitu
oproti mutantu Q139R. V obou piipadech se mutanti Q293R (CYP1Al) a R293Q
(CYP1A2) nevyznacuji snizenou aktivitou.

Vysledky uvedené v kapitole 4.4 dosud nebyly publikovany a jsou v soucasnosti do

Casopisecké publikace zpracovavany.
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5.Zavér

Predkladand disertacni prace pfispiva k rozsifeni znalosti o vlastnostech
cytochromi P450 rodiny 1. Pfedevs§im o vlivu mutaci aktivniho mista na nitroreduktasovou
aktivitu téchto enzymti. Prace rovnéz piinasi informace o pisobeni cytochromu bs na
aktivitu cytochromii P450. Dale se zabyva moznosti redukce cytochromii P450 v

bakteridlnim systému pravdépodobné prostfednictvim flavodoxinu.

e 24

Cytochromy P450 mohou byt redukovany v bakterii Escherichia coli

Cytochromy P450 exprimované v Escherichia coli byly rozdéleny na dvé skupiny,
na ty které jsou snadno redukovany Vv bakterialnim systému, a na ty které jsou v ném
redukovany minimaln¢. Dle sledovanych korelaci vyuzivajicich vysledky molekularniho
modelovani sledovanych proteinil s bakteridlnim flavodoxinem muze byt pravé bakterialni

flavoprotein flavodoxin odpovédny za redukci nékterych cytochromu P450.

Aktivacni pfeména aristolochové kyseliny 1 cytochromy P450 rodiny 1 je ovlivhéna
aminokyselinami v jejich aktivnim centru

Mutace A133S v proteinu CYP1B1 vedla ke znatelnému zvySeni nitroredukce
aristolochové kyselina I vedouci k jeji aktivaci, zatimco opacny proces, tedy zmény S122A
a T124V v CYP1Al, respektive CYP1A2, vedly ke snizeni aktivity obou enzymu ve
sledované reakci. Tak byl experimentalné prokézan diive jen teoreticky predpovézeny
mechanisticky pozadavek vhodné umisténé hydroxyskupiny pro nitroreduktasovou aktivitu
cytochromii P450.

Cytochrom bs stimuluje aktivitu CYP1Al a CYP1A2

V praci bylo prokazano, ze ptitomnost pfirozené formy cytochromu bs stimuluje
aktivitu lidského rekombinantniho cytochromu P450 1A2 vici fenacetinu, acetanilidu a
lidokainu. Potvrzena byla diive stimulace oxidace Sudanu | enzymy CYP1Al a 1A2

zprostiedkovana cytochromem bs.
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Aminokyselina D65 cytochromu bs muZe byt zapojena do interakce tohoto proteinu
s CYP podrodiny 1A
Mutant cytochromu bs s mutaci D65N vykazoval za ur€itych podminek pokles ve

stimulaci sledovanych reakci cytochromt P450.

Aminokyseliny R135, Q139 a K454 cytochromu P450 1A1 mohou byt zapojena do
jeho interakce s cytochromem bs

Tendence mutantnich forem CYP1Al s mutacemi R135 a K455 k modulaci
cytochromem Dbs byla sniZzena v ptipadé reakce se Sudanem | a fenacetinem. Proteiny se
vSemi zminénymi mutacemi také vykazali sniZzenou aktivitu v systému s cytochromem bs a

NADH:cytochrom bs reduktasou bez pritomnosti NADPH:cytochrom P450 reduktasy.

Aminokyseliny R137, Q141 a K455 cytochromu P450 1A2 mohou byt zapojena do
interakce s cytochromem bs

Tendence mutantnich forem CYP1A2 s mutacemi R137 a K455 k modulaci
ptitomnosti cytochromu bs byla snizena v pfipadé reakce s fenacetinem a acetanilidem.
Mutant K455 vykézal tendenci modulace v ptipad¢ sledovani pfemény Sudanu I. Na
druhou stranu, proteiny se zminénymi mutacemi vykazaly snizenou aktivitu v systému
s cytochromem bs a NADH:cytochrom bs reduktasou 3 bez ptfitomnosti bézného

proteinového partnera cytochromu P450.

Cytochromy P450 rodiny 1 mohou byt pri oxidaci Sudanu I podporovany
cytochromem bs a NADH:cytochrom bs reduktasou 3 i bez piitomnosti
NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Systém cytochromu bs ve spojeni s NADH:cytochrom bs reduktasou 3 byl schopen
dodavat elektrony cytochromim P450 podrodiny 1A, a to i bez pfitomnosti
NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Vyssi schopnost pfijimat elektrony od tohoto systému
vykazal CYP1AL.

Cast téchto ziskanych vysledkd byla publikovana formou &asopiseckych piispévki ve

veédeckych periodikach. Dalsi ¢ast vysledkt se nyni do casopisecké formy zpracovava.
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