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Abstrakt

Cytochromy P450 jsou evolu¢né velmi starou skupinou enzymd, kterd zahrnuje celou
fadu isoforem a jeji zastupce lze najit u zivocCicha, rostlin, hub, bakterii i n¢kterych virt.
Patii mezi enzymy katalyzujici prvni fazi biotransformace 1é¢iv, polutanti a jinych
xenobiotik. Pravé z tohoto diivodu patii mezi jedny z nejvice zkoumanych enzymu a je

snahou zmapovat jeho t¢inky na xenobiotika a l1éky.

Cytochrom P450 potiebuje pro svou funkci donory elektronli, mezi hlavni patii
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa a cytochrom bs. Alternativni reduktasou ktera
v tomto procesu také participuje je NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa, ktery je schopna
redukovat cytochrom bs. VSechny tyto tfi enzymy nachdzime v membranach

endoplasmatického retikula, kde spolu pfirozen¢ interaguji.

Tato prace se zaméfuje na aktivitu lidského rekombinantniho cytochromu P450 1Al
vici karcinogennimu azobarvivu Sudan I, konkrétné mapuje tvorbu hlavnich metaboliti
v zévislosti na vzdjemném poméru cytochromu bs k NADPH:cytochrom P450

oxidoreduktase a také k NADH:cytochrom bs oxidoreduktase.

Klicova slova: cytochrom P450 1A1, NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa,
cytochrom bs, NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa, Sudan I, HPLC
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Abstrakt

Cytochromes P450 are an evolutionary very old group of enzymes. It spread into many
isoforms that can be found in animals, plants, fungi, bacteria, and some viruses. They play
a major role in the first phase of the biotransformation of drugs, environmental pollutants
and other xenobiotics. Also for this reason, they belong among the most researched

enzymes.

Cytochrome P450 for its function requires an electron donor, such as
NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase and cytochrome bs. The alternative reductase
involved in this process is NADH:cytochrome bs oxidoreductase, which is able to reduce
cytochrome bs. In a eukaryotic cell, all these membrane proteins are found in the

endoplasmic reticulum membrane, where they can naturally interact.

This work evaluates the activity of human recombinant cytochrome P450 1A1 against
the carcinogenic azo dye Sudan I, specifically it focuses on mapping the formation of
major metabolites in relation to the ratio of cytochrome bs to NADPH:cytochrome P450

oxidoreductase as well as to NADH:cytochrome bs oxidoreductase.

Keywords: cytochrome P450 1Al, NADPH:cytochrome P450 oxidoreductase,
cytochrome bs, NADH:cytochrome bs oxidoreductase, Sudan I, HPLC

[In Czech]
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Seznam pouzitych zkratek

APS
BIS
CPR
CYBSR
CYP
DLPC
FPLC

GSH
HPLC

IEX

MFO

MWCO

NAD"*
NADH
NADP*
NADPH
RPM
RZ

SDS-PAGE

SDS
Tris
viv

w/v

peroxosiran amonny

N,N-methylen-bis-akrylamid

NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADH:cytochrom bs reduktasa

cytochrom P450

1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholine

rychld kapalinové proteinovd chromatografie (z anglického: fast protein
liquid chromatography)

Glutathion

vysokotlaka kapalinovd chromatografie (z anglického: high-pressure
liquid chromatography)

iontové vyménnd chromatografie (z anglického: ion exchange
chromatography)

monooxygenasy se smiSenou funkci (z anglického: mixed function
oxidases)

mezni velikost proteind, kterda miize membranou projit (z anglického:
molecular weight cut-off)

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)

nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)

otaCky za minutu (z anglického: revolutions per minute)

z ném. slova Reinheitszahl pomér absorbance Soretova pasu
hemoproteinu v tomto ptipadé€ pii 413 nm a absorbance pii 280 nm
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného

dodecylsulfat sodny

tris(hydroxymethyl)aminomethan

,volume/volume*, objem latky v mililitrech ve 100 ml

,weight/volume®, poc€et gramil latky ve 100 ml roztoku
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1. Uvod

Cizorod¢ latky, takzvané xenobiotika, jsou v dnes$ni dobé ptfitomné vSude okolo nas.
Pfijem xenobiotik organismem neni zadouci, nejsou prospésné pro jeho dalsi vyvoj ani
funkci a za urcitych okolnosti mohou organismus i poskozovat. Pfeména xenobiotik
v organismu se nazyva biotransformace a jejim cilem je pfeménit xenobiotikum na polarni
produkty, které bude mozné vyloucit z organismu [1]. V rdmci biotransformace vétSinou
dojde k detoxikaci xenobiotika. U nekterych latek vSak muze naopak nastat bioaktivace,
pti které vznikaji produkty, které jsou vice toxické nez parentalni molekula. Produkty
vniku zhoubnych nadord. Existuji ale také xenobiotika, kterym se clovék vystavuje
dobrovolné, jsou pro né& do jisté miry prospéSnd, piikladem mohou byt Iéky [2].
Vyznamnymi enzymy katalyzujicimi prvni fazi biotransformace jsou cytochromy P450, ty
ke své funkci potfebuje vhodné donory elektrond. Na interakce vybranych cytochromil

P450 s proteiny, jez slouzi, jako jejich donory elektronti se zamé&fuje tato prace.

1.1. Xenobiotika

Xenobiotika je mozné délit podle zdroji nebo jejich chemické povahy. Jako primarnim
zdroj xenobiotik se oznacuje priimysl a jeho produkty. Ptiklady sekundarnich zdrojt jsou
pak zemédélstvi (pesticidy, herbicidy), farmacie (chemoterapeutika, psychotropni latky) a

potravinaistvi (barviva a ochucovadla) [3].

Podle chemické povahy délime xenobiotika na polarni a nepolarni. Mezi polarni
xenobiotika patfi napf.: ionty téZkych kovi a oxidy dusiku, uhliku a siry. Nepolarni
xenobiotika jsou velmi Sirokou skupinou, do které patii latky nazyvané jako primyslové a
environmentalni polutanty, naptiklad: aromatické uhlovodiky, polycyklické aromatické
uhlovodiky, alifatické uhlovodiky, azobarviva, nitroaromdty, aromatické aminy, a fada

dalSich [4]. Mezi nepolarni xenobiotika miizeme zatadit také 1€¢iva a aditiva potravin [5].



1.2. Biotransformace xenobiotik

Nepolarni xenobiotika je nutné transformovat na polarn€jsi derivaty, aby mohly byt
z organismu vylouceny. Tento proces se nazyva biotransformace. Biotransformace
xenobiotik probihd u zivocichii ve dvou fazich. U rostlin je tfeti faze nazyvand druhou

konjugaci [6]. Neni pravidlem, Ze xenobiotikum musi projit obéma fazemi.

Pti prvni, derivatizacni, fazi biotransformace probihaji reakce oxidac¢ni, redukéni a
v mensi mife reakce hydrolytické. Tyto reakce maji za cil zavedeni nebo odhaleni
hydrofilni skupiny, ktera obvykle zvySuje hydrofilitu jen nepatrné. Skupiny, které mohou
byt zavadéné nebo odkryté v prvni fazi biotransformace jsou -OH, -NH, -SH a -COOH
[7]. Oxida¢ni reakce katalyzuji oxygenasy se smiSenou funkci (cytochromy P450,
NADPH:cytochrom P450 reduktasa) a peroxidasy. Redukéni reakce katalyzuji
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (DT-diaforasa) a

xanthinoxidasa. Hydrolytické reakce katalyzuji esterasy a amidasy [8].

Pti druhé, konjugacni, fdzi biotransformace vznikaji v idedlnim pfipadé neaktivni
hydrofilni slouceniny, které mohou byt nasledné¢ z téla vylouceny. Konjugace probiha
stélu vlastnimi latkami, takzvanymi eobiotiky. Konjugity vznikaji s kyselinou
glukuronovou, aktivovanym sulfatem, acetdtem, glutathionem, cysteinem a dalSimi
aminokyselinami jako jsou napfiklad glycin, taurin a alanin. Pro rostliny je obvykla

konjugace se sacharidy [7].

Konjugaty jsou nasledné vylouceny z bunky a poté z téla bud’ v podobé Zluci stolici,
nebo moci. Jedna se o tzv. biotransformaci detoxikac¢ni. Muze vSak nastat biotransformace
bioaktivace u l1é€iv: poddvame prekurzor ucinné latky, ktery je enzymaticky pfeménén na

ucinnou latku [9].



1.3. Cytochrom P450 a mechanismus jeho tcinku

V prvni faze biotransformace katalyzuji oxida¢ni reakce oxygenasy (monooxygenasy)
se smiSenou funkci (MFO z anglického mixed function oxidases), v kterych jako
termindlni enzym funguje cytochrom P450, zkracené CYP. CYP je evolucné velmi stary
enzym s fadou isoforem, které miizeme nalézt u zivocicht, rostlin, hub, bakterii ale i viri

[10].

V lidském téle se nachéazi hlavné¢ v jatrech a v mensi mife v plicich, ledvinach, tenkém
stteve, kuzi, mozku a nadledvinkach [11]. V eukaryotickych bunkéch je integrovany do
membrany endoplasmatického retikula nebo do vnitini membrany mitochondrie, spole¢né
s dalSimi komponenty monooxygenasového systému se smiSenou funkci, kterymi jsou
NADPH:cytochrom P450 reduktasa (CPR), cytochrom bs a NADH:cytochrom bs reduktasa
(CYBS5R). U prokaryot jsou komponenty systému lokalizované v cytoplasmé [12].

Cytochrom P450 ma porfyrinovy skelet z ¢asti vazany hydrofobnimi silami, patym
ligandem porfyrinového Zeleza je sulthydrilova skupina cysteinu (Obrazek 1). Tato vazba
s cysteinem je zodpovédna za silnou absorpci pifi 450 nm po vzniku redukovaného
komplexu hemu s oxidem uhelnatym. Diky tomu také enzym ziskal sviij nazev. Sestym

ligandem v zékladnim stavu hemového Zeleza je atom kysliku z molekuly vody [13].

COOH COOH

Obrazek 1 Vazba hemu se sulfhydrilovou skupinou cysteinu v aktivnim centru cytochromu
P450. Prevzato a upraveno z [13].
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Oxidacni reakce, kterou katalyzuje CYP, je mozné popsat rovnici (1) celkovy pribéh

reakce viz Obrazek 2.

RH + 0, + NAD(P)H + H* - R — OH + NAD(P)* + H,0. (1)
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Obrazek 2 Mechanismus monooxygenace cytochromem P450. Prevzato a upraveno [14].

Navazani substratu na nizkospinovou ferri-formu enzymu (1), coz zpisobi odstoupeni
molekuly vody, ktera je Sestym ligandem hemu a zménu na vysokospinovou formu (2). Ta
je prvnim elektronem redukované na ferro-formu (3), v tomto kroku miize dojit k navazani
oxidu uhelnatého. Déle se na redukované Zelezo vaze molekula kysliku a vznik4 oxo-ferri
komplex (4), coz je posledni stabilni intermedidt v cyklu. Redukci dal$im elektronem
vznikne peroxo-ferri forma (5b), naslednou protonaci vznikne hydroxoperoxo-ferri forma
(5b). Redukce vzdalenéjsiho kysliku a hydrolyza vede ke vzniku oxo-ferryl intermediatu
(6) a vody. Zaveéreénym krokem je oxygenace produktu a jeho uvolnéni (7). Oxidasova
cesta vede od oxo-ferryl intermediatu (6) do zdkladniho vysokospinového stavu (2), bez
oxygenace substratu. Peroxidasova cesta vede pfes protonaci hydroxyperoxo-ferri formy
(5b) za uvolnéni vodiku do zakladniho vysokospinového stavu (2). Autooxidace oxo-ferri

formy (4) vede opét do zékladniho vysokospinového stavu (2) [15].
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1.3.1.Cytochrom 1A1 a 1A2

Nazvoslovi cytochromtt P450 (CYP) je tvofeno podle podobnosti aminokyselinové
sekvence. Jsou-li proteiny homologni do 40%, patii do stejné rodiny, tu oznacuje prvni
¢islice (CYP1). Pokud maji proteiny homologii frekvence aminokyselin vétsi nez 55%,
patii do stejné podrodiny, ktera je znaCena velkym tiskacim pismenem (CYP1A). Posledni

Cislice udava potadi v podrodiné (CYP1A1) [16].

CYPIAI a CYP1A2 (Obrazek 3) jsou si velmi podobné enzymy s vysokou homologii
primarni struktury. V lidském téle se CYP1Al a CYP1A2 lisi ve své lokalizaci. CYP1A1
je zastoupeny v jatrech v malé koncentraci, jeho koncentrace je vyssi hlavné v kazi,
mozku, ledvinach tenkém stfevé, placenté a plicich. CYP1A2 se vyskytuje hlavné

v jatrech. Oba enzymy hraji vyznamnou roli pii aktivaci prokarcinogenti [17].

Substratem pro CYP1A1 je naptiklad benzo[a]pyren a dalsi polycyklické uhlovodiky,
z 1éCiv napiiklad tamoxifen, ktery je vyuzivan k 1é¢bé rakoviné prsu. CYP1A2 katalyzuje
navic naptiklad oxygenaci heterocyklickych a aromatickych aminti, které vznikaji jako
pyrolytické produkty potravin pfi tepelné upravé. Participuje také na metabolismu steroidd.

Z 1&civ je pro CYP1A2 substratem napiiklad paracetamol. Oba enzymy katalyzuji aktivaci

genotoxickych latek z cigaretového koute [18].

Obrazek 3 CYPIAI lidsky vlevo a CYPI1A2 lidsky vpravo. Barevné vyznaceny a-helix
Cervene, skladany list zluté a hem fialove. Vytvoreno v programu PyMol ze struktury
PDB 418V pro CYPIAI podle [19] a 2HI4 pro CYPIA2 podle [20].
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1.4. Cytochrom bs

Cytochrom bs (Obrazek 4) je maly hemoprotein o molekulové hmotnosti okolo 17 kDa,
ktery se vyskytuje ve tiech isoformach. Jedna isoforma je solubilni a dvé jsou
membranové. Prvni membranovd forma se nalézd na membrané endoplasmatického
retikul, druhd na mitochondridlni membrané. Solubilni forma je pfitomna v ¢ervenych
krvinkach (erytocytech), kde se ucastni premény methemoglobinu zpét na hemoglobin. Pii
tomto procesu vystupuje cytochrom bs jako donor elektront [21]. Formy cytochromu bs
asociované s membranou, jak mitochondridlni, tak endoplasmatického retikula, slouzi jako
donory elektronii pro cytochrom P450. Cytochrom bs je tvofen ze dvou domén, hydrofilni
N-terminalni domény v cytosolu a hydrofobni C-terminalni doména, které je zanofend do
membrany. Hem je vazany v cytosolarni doméné v hydrofobni kapse, pomoci dvou

postrannich fetézct histidinu [22].

Obrazek 4 Struktura solubilniho praseciho cytochromu bs. Barevné vyznaceny a-helix
Cervené, skladany list zluté a hem fialové. Vytvoreno v programu PyMol ze struktury
PDB 3X35 podle [23].
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1.4.1.Funkce membranového cytochromu bs

Pro ptenos elektroni potfebnych pro CYP je cytochrom bs redukovan pomoci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR). Bylo zjisténo, Ze cytochrom bs mulze byt
redukovan i pomoci NADH:cytochrom bs reduktasy [24]. Schéma pfenosu viz Obrazek 5.

NADH

Cytochrom b,
H—p. —I'- Cytochrom b
NAD reduktasa y ’

Y‘
\ \
-
A - B Cytnchro
b 1 |
N ﬂ \\ P450 /,J
Y o ~—

NADPH
Cytochrom

NADPH—.’ P450
reduktasa

Obrazek 5 Prenos elektron potiebnych pro oxygenaci substratu cytochromem P450 na

membrané endoplasmatického retikula. Prevzato a upraveno z [24].

Horni vétev: NADH (redukovany nikotinamidadenindinukleotid) je oxidovdno na
NAD" (oxidovany nikotinamidadenindinukleotid) pomoci NADH:cytochrom bs reduktasy,
elektron je pfenesen na cytochrom bs a nasledné na cytochrom P450, ktery oxiduje

substrat.

Dolni vétev: NADPH (redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat) je oxidovano
za vzniku NADP' (oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat)  pomoci
NADPH:cytochrom P450 reduktasy, elektrony jsou nésledné pieneseny na cytochrom
P450, ktery oxygenuje substrat.

Cesta A: NADH muze n¢kdy vystupovat jako substrat pro NADPH:cytochrom P450

reduktasu.

Cesta B: Elektrony z NADPH:cytochrom P450 reduktasy mohou redukovat cytochrom
bs, ktery nasledné redukuje cytochrom P450.

14



1.5. NADPH:cytochrom P450 reduktasa

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (CPR) je flavoprotein asociovany
s membranou endoplasmatického retikula a slouzici jako donor elektront pro CYP. CRP
vaze ve své molekule oba flavinové kofaktory FAD (flavinadenindinukleotid) i FMN
(flavinmononukleoktid), které zprosttedkovavaji ptenos elektroni z NADPH na hemové

zelezo cytochromu P450 [25].

CPR se sklada z hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Hydrofilni ¢ast obsahuje dvé domény,
Jedna doména obsahuje koenzym FAD a vazebné misto pro NADPH, druh4a koenzym
FMN. Hydrofobni ¢ast vaze CPR na membranu. Struktura lidské CPR viz Obrazek 6.

Obrazek 6 Lidska CPR. Barevné vyznaceny o-helix cervené a skladany list zluté, modre
vyznaceno navdzané NADPH, fialové FAD a oranzové FMN. Vytvoreno v programu
PyMol ze struktury PDB 5FA6 podle [26].

1.5.1. Mechanismus funkce NADPH: cytochrom P450 reduktasy

CPR obsahuje dva flavinové koenzymy FAD a FMN, které jsou odpovédné za pienos
elektronil na cytochrom P450. Cytochrom P450 potiebuje pro svou aktivitu postupné dodat

dva elektrony. Postupny ptenos elektroni ziskanych oxidaci NADPH je zprostfedkovan
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FAD a FMN [27]. Pfi ptfenosu elektronti hraje hlavni roli isoalloxazinovy kruh, coz je
akceptor ¢i donor elektronii flavinovych koenzymu. Diky orientaci a vzajemné blizké
poloze je pienos elektronti flavinovymi koenzymy velmi rychly [28]. CPR prochazi
konformaénimi zménami pii prenosu elektronit z NADPH na CYP. Tyto zmény souvisi

s prenosem elektronti, mezi FAD a FMN [29]. Schéma viz Obrazek 7.

iy
@

MADIPH
CPR™ —» CPR™. NADPH —+CPR™ .
E— . — «MADE
5,
,
N - HADP*
P40 « &
% l
CPR* . CPR¥™
o
F -
v
P450

Obrazek 7 Schéma prenosu elektronit a konformacnich zmeén CPR. Na oxidované CPR se
navaze NADPH. Pienesenim vodikového kationtu vznikne CPR-NADP*, ktery je
kompaktni, aby mohl probéhnout pienos z FAD na FMN. Disociace NADP" vede
k rozsirené konformaci CPR?®, coz usnadiuje pienos na CYP. PFi pienosu prvniho
elektronu se enzym pravdépodobné vrati do kompaktni stavu, aby umoznil prenos
druhého elektronu. Prevzato z [29].

1.6. NADH:cytochrom bs reduktasa

NADH:cytochrom bs reduktasa (CYBSR) patfi mezi flavoproteiny (obsahuje FAD
kofaktor) mize byt pfitomna v rozpustné nebo membranové forme€. V genomu ¢loveka se

nachazi Ctyfi geny kodujici tuto reduktasu — CYB5R1, CYB5R2, CYB5R3 a CYB5R4.

CYBS5R1 a CYB5R2 se podili na elongaci a desaturaci mastnych kyselin, biosyntéze
cholesterolu, metabolismu 1&Civ. V erytrocytech je zodpovédna za regeneraci

methemoglobinu zpét na hemoglobin [30].
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CYBS5R3 varianta 1 (membranova forma, Obrazek 8) je soucésti syst¢ému MFO, kde
slouzi jako donor elektronu pro cytochrom bs, ktery nasledné pienasi elektron na CYP.
Varianta 2 (solubilni forma) se nachazi v erytrocytech a je zodpovédnd za redukci
solubilniho cytochromu bs ktery dale zajistuje redukci methemoglobinu zpét na

hemoglobin. Vznikla alternativnim sestifihem postradajici N-ternarni helix [31].

CYB5R4 je zapojena do drah stresové odpovédi endoplasmatického retikula a hraje
rozhodujici roli pfi ochrané pankreatickych B-bun¢k proti nahromadénym reaktivnim

formam kysliku [32].

Obrazek 8 Struktura CYBSR z prasecich jater. Barevné vyznaceny o-helix cervené a [-
skladany list zZlute, modre vyznaceno navdizané NADH a fialove FAD. Vytvoreno
v programu PyMol ze struktury PDB 3W2G podle [33].

Z hlediska metabolismu xenobiotik je nejvyznamngj$si CYB5R3 varianta 1, ta se sklada
z ¢asti hydrofilni, kterd obsahuje katalytickou ¢ast enzymu a z domény hydrofobni, ktera
vaze CYB5R na membranu. Katalytickou cast je mozné rozdélit na dvé mensi domény, N-
ternarni vaze flavinovy koenzym FAD a C-ternarni vdze NADH. Hydrofobni doména

zprostiedkovava vazbu mezi CYBSR a membranou [34].
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2. Cile

Cilem prace bylo zmapovani vlivu vzajemnych molérnich pomérG proteinovych
elektronovych pienaSecli na oxidaci Sudanu I zprostiedkovanou lidskym rekombinantnim
cytochromem P450 1A1. V ternarnich systémech obsahujicich kromé zminéného
cytochromu P450 jest€¢ cytochrom bs a jejich reduktasu, kterou byla bud
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa nebo NADH:cytochrom bs oxidoreduktasa.
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a chemikalie

Carl-Roth CHAPS, Bromfenolova modf
Lach—ner dihydrogen fosforecnan draselny, chlorid
sodny, hydroxid draselny, dichlormethan,

ethanol, kyselina octova, ethylacetat

Fuka dodecylsulfat sodny (SDS),

BIO-RAD Precision Plus Protein Unstained Standards,
peroxosiran amonny

Avanti polar lipids DLPC (1,2-dilauroyl-sn-glycero-3-
phosphocholine)

Serva akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid

(BIS), Tris(hydroxymethyl)aminomethan,

2-erkaptoethanol, Coomassie Brilliant Blue

R-250
Sigma HEPES, GSH (L-glutathion)
BDH laboratory reagent Sudan Yellow
Penta Methanol, glycin

3.2. Vychozi lidské rekombinantni proteiny pripravené Mgr. Janem

Milichovskym, PhD

Cytochrom bs

CYB3R

e (CPR

CYPIAI
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3.3. Pristroje

FPLC
Aparatura elektroforéza
Zdroj elektroforéza

Centrifugy

Spektrofotometr
Sonifikator
Vodni lazen
Termoblok
HPLC

Vakuova odparka

Kolony

Filtr

Koncentrator

AKTA prime plus se smyckou 2 ml, GE Healthcare
Mini-PROTEAN Tetra cell, BIO-RAD

PowerPac Basic, BIO-RAD

Hermle Z383K, Hermle

Centrifuge 5415 R, Eppendorf

EBA 270, Hettich

Cary 60 UV-Vis, Agilent

Elmasonic E30H, Elma

Julanbo TW2, Biotech

Termomixer compact, Eppendorf

Agilent 1200 Series s DAD detektorem
Acid-Resistant ~ CentriVap  Centrifugal ~ Concentrator,
Labconco

HiTrap™ 1 ml Q FF, GE Healthcare

Chromolith Performance RP-18e 100mM, zrnitost 4,6 mm
MILLIPORE Express PLUS velikost port 0,22 pm

Pro Purification System with Ultra-0.5 Device 10 kDa,

Amicon
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3.4. Metody

3.4.1. Purifikace cytochromu bs pomoci kapalinové chromatografie

Pivodni preparat cytochromu bs bylo nutné purifikovat. Jako prvni metoda byla
vybrana rychld proteinova chromatografie (FPLC, zangl. Fast Protein Liquid
Chromatography). Cytochrom bs ma isoelektricky bod pii pH 4,8. Pro purifikaci byl
vybran fosfatovy pufr o pH 6,0. Témto podminkdm odpovida pouziti kolony HiTrap™ 1
ml (Sepharose) Q FF.

Pro ekvilibraci kolony a naslednou gradientovou eluci byly pfipraveny dva pufry. Pufr
A (ekvilibra¢ni) o objemu 250 ml o slozeni: 30mM KH>POy4, 0,3% (w/v) CHAPS. Z pufru
A bylo odebrano 100 ml a pouzito pro piipravu pufru B (elu¢ni), u kterého bylo navic
pfidano NaCl tak aby jeho koncentraci byla 0,5M. Oba pufry byly nésledné piefiltrovany
ptes MILLIPORE Express PLUS o velikosti port 0,22 pm.

Vzorky pro néstfik na FPLC byly pfipraveny smichanim destilované vody a pufru A
vpoméru 1:1 a naslednym natfedénim zasobniho cytochromu bs o objemu 100 pl a

koncentraci 480uM na celkovy objem 1 ml.

Po zapnuti FPLC stanice byly hadic¢ky pfistroje promyty destilovanou vodou a obéma
pufry. Poté byla pfipojena kolona HiTrap™ 1 ml Q FF a promyta destilovanou vodou,
pufrem B a pufrem A. Po ustileni absorbance pfi 280 nm i1 konduktivity byl pritok
zastaven a pomoci jehly s tupym hrotem byl nastifiknut vzorek o objemu 1,0 ml. Do
sbérace frakci byly umistény mikrozkumavky a nastaveno sbirani frakci po 1 min a
pritokova rychlost 1 ml/min. Poté byl pritok obnoven, nastaven linearni gradient pufru B

do 100 % na 30 min a eluat sbiran do mikrozkumavek po 1 ml.

Po skonceni gradientu pufru B a klesnuti absorbance na pocatecni hodnotu byl zvySen
pritok na 1,3 ml/min, zastaveno sbirdni frakci a promyta kolona pufrem B a nasledné
reekvilibrovana pufrem A. Poté byla kolona promyta destilovanou vodou a skladovacim

roztokem 30% (v/v) ethanolem a odpojena.
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3.4.2.Vyhodnoceni frakci z FPLC

Podle chromatogramu z FPLC byly urceny frakce, kde se nachéazi cytochrom bs. Na
spektrofotometru Cary 60 bylo prométeno spektrum v oblasti UV-VIS a odecteny hodnoty

pii vinové délce 413, 280 a 500 nm. Pro korekci absorbance pozadi byl pouzit vztah:
AA413/280 = As13/280 — As00 > (2)

kde AA4q3/280 znaci korigovanou absorbanci pii vinove délce 413 nebo 280 nm. Dale byl
vypocitany tzv. RZ faktor podle vztahu:
_ A4z
RZ Moo’ 3)
kde AA 413 a AA,g, jsou korekce absorbanci podle vztahu (2). Podle podobnosti RZ faktori

byly vybrany frakce, které byly ndsledné ptfevedeny do jedné zkumavky, ¢imz vzniknul

smésny vzorek.

3.4.3.Zahusténi, vyména pufru a zjisténi aktualni koncentrace cytochromu bs smésného

vzorku frakci z FPLC

Vybrané frakce obsahujici cytochrom bs byly ptelity do koncentratoru o 10 000 MWCO
(mezni velikost molekul, které mohou membranou projit, z anglického: Molecular weight
cut-off). Vzorek byl zahustén centrifugaci po dobu 3 min na piiblizné¢ 1,5 ml. Poté bylo
pfidano 5,0 ml pufru A (30mM KH2POq4, 0,3% (w/v) CHAPS). Vzorek byl zahustén na 1,0
ml po dobu 3 min. Dal§i zahuSténi probéhlo s pfidavkem 5 ml fosfatového pufru (pH 7.4,
100mM KH2PO4) na objem 1 ml. Nakonec bylo pfidano 5 ml fosfatového pufru o stejném
sloZzeni a smésny vzorek byl zahuStén na objem 250 pl. Parametry centrifugace viz

Tabulka 1.
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Tabulka 1 Parametry centrifugace - zahusténi a vymena pufru.

centrifuga Hermle Z383K
typ rotoru vykyvny
otacek za minutu (RPM) 4000

teplota 4°C

Koncentrace cytochromu bs byla zjistovana pomoci spektrofotometru Cary 60. Nejdiive
bylo zméfeno spektrum v oblasti UV-VIS zédsobniho roztoku cytochromu bs o znamé
koncentraci 480uM. Smésny vzorek pfipraven zahusSténim frakei byl nafedén 300,5x. Poté
bylo zmétfeno spektrum a vypoctena korigovana absorbance pii 413 nm pro oba vzorky

podle vztahu (2) na strané 22. Vypocet koncentrace byl proveden podle vztahu:

Cz4 v v_ s
Cyz = —=x AA,, * Tedéni, ))
AAzss
kde cy, je koncentrace vzorku, c,4s je koncentrace zdsobniho cytochromu bs, AA,4s je
korigovand absorbance zasobniho cytochromu bs, AA,, je korigované absorbance vzorku a

fedéni je kolikrat byl vzorek pred mefenim absorbance ziedén.

Dale byla koncentrace ovéfena pomoci korigované absorbance pti 280 nm. Extink¢ni
koeficient lidského cytochromu bs (P00167) byl predikovan pomoci programu ProtParam.

Pro vypocet byl vyuZzit vztah odvozeny z Lambert-Beerova zékona:

AA N
c= % * Fedéni, (5)

kde c¢ je koncentrace cytochromu bs, 1 je Sitka kyvety a & je extinkéni koeficient

cytochromu bs pti vinové délce 280 nm.
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3.4.4.Elektroforéza SDS-PAGE

SDS-PAGE je zkratka pro elektroforézu v prostfedi polyakrylamidového gelu za
ptitomnosti dodecylsulfatu sodného. Tato metoda se pouziva pro dé€leni proteini podle

jejich molekulové hmotnosti.

Skla byla odmasténa lihem a umisténa do drzéka pro nalévani gelt. Spravnost slozeni
nalévaci aparatury byla zkontrolovana pomoci destilované vody. Voda byla ze skel vylita a
byl pfipraven 12% délici gel (sloZeni viz Tabulka 2). Ptipraveny gel byl opatrné pipetovan
mezi skla. Pro vyrovnani hladiny a urychleni tuhnuti byl pievrstven destilovanou vodou.
Po 20 minutach byla voda vylita a odsata filtraénim papirem. Béhem tuhnuti déliciho gelu
byl ptipraven 5% zaostfovaci gel (slozeni viz Tabulka 2) a nasledné pipetovan mezi skla.
Do zaostfovaciho gelu byl umistén plastovy hieben, ktery vytvofil jamky pro aplikaci
vzorkd. Po patnacti minutach bylo sklo vynddno z drzédku a umisténo do elektroforetické
aparatury a nasledn¢ do vani¢ky. Do vnitini ¢asti aparatury byl nalit elektrodovy pufr o
slozeni: 0,025M Tris-HCI (pufr tvoteny Tris, pH upraveném pomoci HCI), 0,192M glycin,
0,1% (w/v) SDS, pH 8,3). Poté byl vyndan hieben a dolit pufr az po okraj aparatury.
Vanicka byla naplnéna po rysku pro objem pufru pro 2 gely.

Tabulka 2 Slozeni gelii pro SDS-PAGE pro jedno sklo.

12% délici gel 5% zaostiovaci gel

Voda [ml] 1,6 1,4
Polymeracni roztok (30%w/v akrylamid, 2,0 0,33

0,8% w/v BIS) [ml]

1,5M Tris-HCI (pH 8,8) [ml] 1,3 0

1,5M Tris-HCI (pH 6,8) [ml] 0 0,25

10% (w/v) SDS [nl] 50 20

10% (w/v) peroxosiran amonny (APS) [ul] 50 20
TEMED [ul] 2 2
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Pro pfipravu vzorkll byl pouzit 4x koncentrovany vzorkovy pufr (0,25M Tris-HCL,
20% (v/v) 2-merkaptoethanol, 40% (v/v) glycerol, 8 (v/v) SDS, 0,012% (w/v)

bromfenolova modf, pH 6,8), slozeni vzorkti viz Tabulka 3.

Tabulka 3 Objemy pro pripravu vzorkit SDS-PAGE.

Vzorek [pl] | Vzorkovy pufr Destilovana Celkovy objem
[nd] voda [ul] [ml]
Frakce 10 13 27 50
Smésny vzorek 1 13 36 50

Ptipravené vzorky byly 20 min povateny a nasledné centrifugovany na stolni centrifuze.
Do jamek gelu byl mikrostfikackou Hamilton aplikovan nejdiive standard (Precision Plus
Protein Unstained Standards) a dale po 20 pl vzorkd vybranych frakci a 10 pl smésného
vzorku. Po aplikaci vzorkl byla elektroforetickd aparatura pfipojena ke zdroji, na kterém

byl nastaven konstantni proud 200 V po dobu 70 minut.

Po dobéhnuti elektroforézy byla aparatura odpojena od zdroje, skla s gelem vyjmuty a
opatrn¢ rozlepeny. Gel byl ze skel odlepen, zaostfovaci gel, byl odtiznut. Délici gel byl na
5 hodin vlozen do barvici 1azné slozené z: 0,25%(w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250,
46% (v/v) ethanol, 9,2% (v/v) kyseliny octové. Nasledné byl gel umistén na michacce
do odbarvovaci 1azné o sloZeni: 25% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova. Po 1 hodin¢
byla odbarvovaci lazen vyménéna a gel byl ponechan jizZ bez michdni v malém mnozstvi
odbarvovaci 1azné ptes noc. Nasledujici den byla odbarvovaci lazen slita a nahrazena

vodou.
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3.4.5.Inkorporace cytochromu bs do membrany

Pro ptipravu 150 pl liposomil bylo pipetovano 30 ul DLPC v CH2Cl; o koncentraci 5
mg/ml do cisté sklenéné lahvicky. CH2Cl> bylo odpafeno za laboratornich podminek.

Nasledné¢ bylo ptidano:

e 15 ul HEPES o koncentraci 500mM (pH 7,4)
e 105 pl destilované vody

e 15 ul CHAPS o koncentraci 0,5 mg/ml

e 15 ul GSH o koncentraci 30 mg/ml

Poté byla lahvicka s roztokem sonifikovdna 3x30 sekund na sonifikatoru Elmasonic

E30H.

Pro stanoveni vhodné délky inkubace byl zvolen molarni pomér cytochromu bs ku
DLPC 1:179. Nejdiive byl ptipraven premix liposomil s fosfatovym pufrem. Tento roztok
byl rozd€len do ¢ty mikrozkumavek a 10 minut preinkubovan pfi teplot¢ 36 °C na
michacce Termomixer compact. Poté bylo do tfech mikrozkumavek ptidano dané mnozstvi
cytochromu bs. Nasledné byly inkubace zastavovany po 5, 10 a 20 minutiach, 2 minut
schlazeny na ledu a centrifugovany po dobu 2 min. Supernatant byl prométen na Cary 60.
Roztok samotnych lipidl ve &tvrté zkumavce byl také inkubovan, centrifugovan a
supernatant proméefen na Cary 60. Parametry centrifugace viz Tabulka 5 na stran¢ 27.

wev

cytochromu bs ku DLPC.

K vyhodnoceni byla pouzita upravena korekce zakalu zpisobeného liposomy. Ta byla

odvozena na zékladé¢ méfeni bez cytochromu bs ve tvaru:

Azgs+A
BAgszcor = Agas — (FEE) ()

kde AA4q3cor j€ korigovand absorbance pii 413 nm (Agq3). AAsq3cor J€ ZMenSena o

prumér absorbanci pti 365 nm (Azgs) a pii 475 nm (Ay7s).
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Nasledovalo stanoveni vhodného molarniho poméru cytochromu bs:DLPC. Nejdiive byl
pfipraven premix cytochromu bs s fosfatovym pufrem a systém s liposomy. Tento roztok
byl proméfen na spektrofotometru Cary 60 a rozdélen do mikrozkumavek a nechan 10
minut preinkubovat na michacce Termomixer compact. Poté byl pfidan objem liposomu

odpovidajici molarnimu poméru. Slozeni vzorkt viz Tabulka 4.

Tabulka 4 Objemy vzorku pro stanoveni vhodného molarniho poméru cytochromu bs a
DLPC.

Molarni pomér Objem premixu Objem liposomi
cytochrom bs:DLPC (cytochrom bs a 100mM [pd]
fosfatovy pufr) [ul]
1:0 600 0
1:90 590,7 9,3
1:179 581,7 18,3
1:300 562,7 37,3

Vzorky s pfidanymi liposomy byly ponechiny inkubovat po dobu 5 min, 2 minut

schlazeny na ledu a nasledn¢ centrifugovany po dobu 2 min za podminek viz Tabulka 5.

Tabulka 5 Parametry centrifugace interakce cytochromu bs s membranou.

centrifuga Centrifuge 5415 R

typ rotoru uhlovy
otacek za minutu (RPM) 13200

¢as 2 min

teplota 4°C
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Po centrifugaci byly mikrozkumavky opatrné¢ vyndéany, byl odebran supernatant a

zméfena jeho absorbance na Cary 60.

3.4.6.Inkubace systémem CYP1A1, cytochromu bs a CPR se Sudanu |

Bylo pipetovano 52 ul DLPC v CH>Cl> o koncentraci 5 mg/ml do sklenéné lahvicky. Za
laboratorni teploty bylo CH>Clz odpafeno. Nasledné bylo pfidano:

e 26,0 ul HEPES o koncentraci 500mM (pH 7.,4)
e 172,1 pl destilované vody

e 26,0 ul CHAPS o koncentraci 0,5 mg/ml

e 26,0 ul GSH o koncentraci 30 mg/ml

e 99 ul CYPIAI o koncentraci 52,7uM

Pred pfidanim CYP1Al byla lahvicka sroztokem sonifikovana 3x30 sekund na

sonifikatoru Elmasonic E30H.

Byly pfipraveny premixy fosfatového pufru (100mM, pH 7.,4) s rekonstituovanym
systtmem CYP1Al. Premixy byly nechany preinkubovat 10 min v 36 °C ve vodnim
inkubatoru Julanbo TW2. Nasledn¢ byl pfidan cytochrom bs v daném poméru a premixy
nechany preinkubovat dalSich 5 min. Poté byl pfidan dany objem CPR a nechano
preinkubovat 2 min. Reakce byla startovana pfidanim koenzymu NADPH o koncentraci
10mM a roztoku Sudanu I v methanolu o koncentraci SmM. Inkubace probihala 20 min pfi
36 °C. Byla zastavena ptidanim 1 ml ethylacetitu a dikladnym promichdnim na vortexu.

Nasledné byly zkumavky centrifugovany za podminek viz Tabulka 6.

Tabulka 6 Parametry centrifugace extrakce Sudanu 1.

centrifuga EBA 270
typ rotoru vykyvny
otacek za minutu (RPM) 3000

¢as centrifugace 10 min
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Po centrifugaci bylo odebrano do mikrozkumavek 750 pl ethylacetitové faze.
Ethylacetat byl za 30 minut odpafen na vakuové odparce Acid-Resistant CentriVap

Centrifugal Concentrator pii 32 °C.

3.4.7.Inkubace systémem CYP1A1, cytochromu bs a CYB5R se Sudanu |

Bylo pipetovano 60 ul DLPC v CH>Cl> o koncentraci 5 mg/ml do sklenéné lahvicky. Za
laboratorni teploty bylo CH>Cl, odpafeno. Nasledn¢ bylo piidano:

e 30 ul HEPES o koncentraci 500mM (pH 7,4)
e 198,6 ul destilované vody

e 30 ul CHAPS o koncentraci 0,5mg/ml

e 30 ul GSH o koncentraci 30 mg/ml

e 11,39 ul CYP1ALI o koncentraci 52,7uM

Pied pfidanim CYP1Al byla lahvi¢ka sroztokem sonifikovdna 3x30 sekund na

sonifikatoru Elmasonic E30H.

Inkubace byly pfipraveny v riiznych moldrnich pomérech cytochromu bs a CYB5R
Nejdtive byly ptipraveny premixy fostatového pufru (100mM, pH 7,4) s rekonstituovanym
syst¢tmem CYP1A1 a nechan preinkubovat 12 min v 36 °C ve vodnim inkubatoru Julanbo
TW2. Poté byl pfidan dany objem cytochromu bs a ponechano preinkubovat 5 min.
Nasledné byly premixy rozdéleny do inkubacnich zkumavek a byl pfidan dany objem
solubilni CYBS5R. Reakce byla startovana pfidanim koenzymu NADH o koncentraci
10mM a roztoku Sudanu I v methanolu o koncentraci SmM. Inkubace probihala 20 min pfi
36 °C a byla zastavena pfidanim 1 ml ethylacetatu a dikladnym promichdnim na vortexu.

Nasledné byly zkumavky centrifugovany za podminek viz Tabulka 6 str. 28.

Po centrifugaci bylo odebrdno do mikrozkumavek 750 pl ethylacetatoveé faze.
Ethylacetat byl za 30 minut odpafen na vakuové odparce Acid-Resistant CentriVap

Centrifugal Concentrator pii 32 °C.
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3.4.8.Vysokotlaka kapalinova chromatografie

Po odpafeni na vakuové odparce bylo k vzorkim pifidano 100 pl methanolu,

mikrozkumavky byly dikladné zamichany pomoci vortexu a nasledné byly kratce stoceny

na stolni centrifuze, pfeneseny do sklenénych lahvic¢ek a proméfeny na HPLC (vysokotlaka

kapalinova chromatografie z anglického: high-pressure liquid chromatography). Metoda

méteni pomoci HPLC viz Tabulka 7.

Tabulka 7 Parametry chromatografie na HPLC.

HPLC

Agilent 1200 Series s DAD detektorem

kolona

Chromolith Performance RP-18¢ 100 mM, zrnitost 4,6 mm

mobilni faze

75% methanol

nastiik 40 pul
doba metody 10 min
pritokova rychlost 1,5 ml/min
teplota kolony 35°C
detekce 480 nm
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4. Vysledky

4.1. Purifikace cytochromu bs pomoci FPLC

Nez byly zahajeny pokusy o stanoveni aktivity CYPlAl v terndrnim systému
obsahujicim rtizné poméry CYP1AI1, cytochromu bs a jedné z reduktas, byl nejprve
ptecistén preparat lidského rekombinantniho cytochromu bs. VSechny tyto rekombinantni
proteiny byly jiz diive izolovany pomoci metalo-afinitni chromatografie. Cytochrom bs ma
vSak pomérn¢ nizkou afinitu k hemu tak je béhem rychlé exprese Casto pfitomen jako apo-
forma, tedy bez hemu [35]. Ten je sice pied izolaci pfidan dodatecné, pfesto nelze
pritomnost apoformy v takto ziskaném preparatu vyloucit. Proto byla provedena dodate¢na
purifikace pomoci iontové vyménné chromatografie (IEX), ktera je schopna apo- a holo-

formu oddélit.

Pro purifikaci bylo zvoleno provedeni IEX pomoci rychlé kapalinové proteinové
chromatografie, zkracen¢ nazyvané FPLC. Pro eluci cytochromu bs byl zvolen gradient
iontové sily. pH pufri bylo zvoleno nad isoelektrickym bodem, ¢imz byl proteinu udélen
zaporny naboj a jako staciondrni faze byl pouzit anex v podobé kolony naplnéné Q
Sepharosou. Typicky chromatogram viz Obrazek 9. Z chromatogramu je patrné, ze

zatazenim purifika¢niho kroku (IEX) bylo odstranéno nezanedbatelné mnozstvi necistot.
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Obrazek 9 Chromatogram purifikace cytochromu bs pomoci FPLC.

4.2. Vyhodnoceni frakci po purifikaci pomoci FPLC a stanoveni koncentrace

smésného vzorku

Bylo vybrano né¢kolik frakci podle chromatogramu (Obrazek 9), kde byla detekovana
vysokd absorbance pii vIlnové délce 280 nm. Vybrané frakce byly nasledné
spektroskopicky charakterizovany pomoci Cary 60. Tabulka 8 obsahuje hodnoty
absorbanci odpovidajicich proteinové (280 nm) a hemové sloZce (413 nm), s jejich pomoci
byl pro jednotlivé frakce podle vztahii (2) a (3) (oba vztahy na stran¢ 22) uren faktor RZ,
Holoforma by méla vykazovat hodnoty RZ nad 2,5.
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Tabulka 8 Vyhodnoceni frakci po purifikaci na FPLC.

frakce Azs0 Ays3 Asoo AAzgo AA413 RZ
24 0,00486 0,00951 0,00012 0,00474 0,00939 1,98
27 0,0172 0,0212 0,00128 0,0159 0,0199 1,25
30 0,0756 0,182 0,00737 0,0682 0,175 2,56
33 0,282 0,798 0,0359 0,246 0,762 3,10
36 0,167 0,483 0,0207 0,146 0,462 3,16
39 0,0492 0,153 0,00308 0,0461 0,150 3,25

Z hodnot korigovanych absorbanci a vypocteného RZ faktoru byl néasledné sestrojen

graf zéavislosti absorbance resp. RZ faktoru na elu¢nim objemu (Obrazek 10). Frakce

s hodnotou RZ faktoru nizs$i nez 2,5 obsahovaly nezanedbatelné mnozstvi holoformy

cytochromu bs a nebyly proto do findlniho preparatu zahrnuty.

Obrazek 10 Graf zavislosti absorbance na elucnim objemu pro jednotlivé vybrané frakce

Absorbance

./l

—.— RZ

—u— AAjg0
—=—AA413

z purifikace pomoci FPLC.

Eluéni objem [ml]
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Koncentrace cytochromu bs ve findlnim preparatu byla stanovena dle korigované

absorbance pfi 413 nm pomoci znamé koncentrace puvodniho zésobniho vzorku.

Nameétené hodnoty viz Tabulka 9.

Tabulka 9 Hodnoty absorbanci potiebné pro urceni koncentrace smésného vzorku.

Azg0 LVEE Asoo0 AAzgo AAyq3
Zasobni vzorek - 0,114 0,0386 - 0,0754
1mM
Smésny vzorek 0.00331 0,0124 -0.00059 0,0390 0,0124

Koncentrace byla vypoctena podle vztahu (4) na strané 23.

1
Cvz = gores * 00124 % 300,5 = 49,4uM .

Pro ovéteni byl paralelné pouzit nezavisly vypocet koncentrace proteinu z Lambert-
Beerova zédkona pomoci vztahu (5) na strané 23. Extink¢ni koeficient lidského cytochromu
bs (P00167) byl predikovan na zdklad€ jeho aminokyselinové sekvence pomoci programu
ProtParam: ¢ = 29450 M~ 1cm™1.

0,00390

c= AAz3 * Fredénl = —————
l-¢ 1-29450

* 300.5 = 39,8uM

Zmé&fené hodnoty se li§i zhruba o 20% a v dalSich experimentech byla pouzivana nizsi

hodnota tedy 39,8uM.

34




4.3. Elektroforéza SDS-PAGE

Pro ovéfeni Cistoty cytochromu bs ve vybranych frakcich a ve smésném vzorku byla
zvolena SDS-PAGE elektroforéza. Z gelu (Obrazek 11) je vidét, Ze ve vSech vzorcich se

nachazi prkticky jen protein o molekulové hmotnosti odpovidajici cytochromu bs.

E Standard

Obrazek 11 Gel -elektroforéza SDS-PAGE s vyznacenou molekulovymi hmotnostmi
standardu a molekulovou hmotnosti cytochromu bs (17 kDa) jsou oznaceny cislem
frakce. Smés je smésny vzorek.

4.4. Inkorporace cytochromu bs do membrany

Déle byla ovéfena schopnost cytochromu bs inkorporovat se za danych podminek do
liposomalni membrany. Ohledné inkorporace cytochromu bs do membrany byly provedeny
dva pokusy, jeden pro urceni nejkratsiho ¢asu potiebného pro inkorporaci cytochromu bs
do membrany a druhy pro zjisténi vhodného rozmezi z hlediska molarniho poméru

cytochromu bs k DLPC.
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Nejdiive byly nalezeny podminky, které umozni rychlé spektroskopické stanoveni
koncentrace cytochrom bs i v pfitomnosti proménlivého mnozstvi zékalu (liposomu),
zpusobujicitho rozptyl svétla v méfené oblasti. Byl nejprve zmeéfen zéasobni roztok
liposomu, podle kterého byla nalezena optimalni korekce zakalu v dané oblasti kolem 410
nm podle vztahu (6) na strané¢ 26. Spektra pro samotné liposomy a pro liposomy
s cytochromem bs po 5 minutdch inkubace s grafickym zobrazenim pouzité korekce je

zobrazeno na grafu (Obrazek 12).

o0& \
0,045 \ ~—  Lipidy
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'."
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b
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oA
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Obrazek 12 Namérené spektrum pro lipidy bez cytochromu bs (oranzové) a pro inkubaci
liposomui a cytochrom bs (modré s maximem pri 413 nm) a vyznacenou korekci zdakalu
(zelena primka) s vyznacenymi absorbancemi vyuzitymi k jejimu vypoctu.

Pro urceni ¢asu nezbytného pro inkorporaci byl zvolen molarni pomér cytochromu bs a
DLPC 1:179. Casy inkubace byly 5, 10 a 20 min. Graf zavislosti korigované absorbance
(podle vztahu (6) na stran¢€ 26) na Case je zobrazena v grafu (Obrazek 13). U vyssich Cast
se absorbance vyrazné¢ zvySila dasledkem pfibyvajicimu mnozstvi cytochromu bs
v supernatantu, pravdépodobné vlivem vyvazovani z membrany. Pti del§i dobé inkubace
pravdépodobné tedy cytochrom bs nezlstava inkorporovany v liposomech. Pro dalsi

pokusy byla zvolena doba inkubace s liposomy 5 min, jako dostacujici.
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Obrazek 13 Graf zavislosti korigované absorbance supernatantu na dobé inkorporace

cytochromu bs do membrany.

Po zjisténi optimalniho ¢asu pro inkubaci cytochromu bs s liposomy byl proveden

pokus s riznymi moldrnimi pomeéry cytochromu bs a DLPC (Obrazek 14).
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Obrazek 14 Graf zavislosti absorbance supernatantu na molarnim nadbytku DLPC.
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v

jiz cca 50% cytochromu bs, s dals$im pfidavkem lipidd pak mnozstvi cytochrom bs
v supernatantu klesa jen pozvolna. Mezi poméry 1:90 az 1:179 je zavislost piiblizné
konstantni. Pfi nejvys$§i koncentraci DLPC pak je v membrané vazano cca 66%
cytochromu bs. Nasledné experimenty byly provadény za podminek, kdy pomér dosahoval

hodnot 1:8,6 az 1:257.

4.5. Inkubace systémem CYP1A1l, cytochromu bs a CPR se Sudanu |

Pro stanoveni hydroxyla¢ni aktivity CYP1A1 pfi riznych pomérech CPR a cytochromu
bs bylo pouzito azobarvivo Sudan I. Analyza byla provedena pomoci HPLC. Typicky

chromatogram s oznacenymi piky jednotlivych metabolitli Sudanu I viz Obréazek 15.

25

20
oo
fommnt [ O

A g-diOH-Swdan 1 l Sudanl

&OH-Swdam 1 /
10 \ /

Absorbance pfi 480 nm [mAu]

Z Z 5 B 0
Eluéni objem [ml]

Obrazek 15 Typicky chromatogram eluce Sudanu I a jeho metabolitii, vzniklych oxygenaci
CYPIAI
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ProtoZe ternarni systém CYP1A1:CPR:cytochrom bs je vi¢i Sudanu I velmi aktivni, byl
zde detekovan kromé predpokladanych metaboliti 4’OH Sudanu I a 60H Sudanu I i
dihydroxyderivat 4’ +6diOH Sudan I. Zavislost mnozstvi tvofenych hydroxyderivata je
prezentovana prostiednictvim 3D grafu (Obrazek 16 — levy sloupec) a také po vyhlazeni
prostiednictvim konturového grafu, na némz je tfeti rozmér zobrazen formou barevného
gradientu (Obrazek 16 — pravy sloupec). Na téchto grafech je nejvyssi ucinnost systému
pii nulové koncentraci CPR. Nejvyssi je pak u primarnich derivati pti nejvyssi koncentraci
CPR a cytochrom bs. Na prvni pohled je vSak patrné, ze zavislost v prostoru mezi témito
extrémnimi hodnotami neni trividlni. Tvar zavislosti je u primarnich derivati dosti
podobny; vysoké hodnoty aktivity nachazime pifi poméru CYP1Al:cytochrom bs:CPR
1:5:5. Ptekvapivé bylo zjiSténi, Ze v horni ¢asti grafii pro celkovy soucet metabolit, 4’OH
Sudan I a 60H Sudan I je vidét lokalni minimum pfi molarnim poméru 1:5:25, to je
nejhlubsi u mnozstvi 60H Sudanu 1. Pravdépodobné se vSak nejedna o inhibici reakce pfi
tomto slozeni ternarniho systému, ale o disledek pfemény monohydroxy derivatli na
dihydroxyderivat 4°,6diOH Sudan I, ktery pravé za téchto podminek vznik4 nejrychleji
(Obrazek 16D). Vzhledem k vysSimu poklesu koncentraci 60H Sudanu I, za téchto

podminek lze predpokladat, ze dihydroxyderivat vznika pfedevsim z n¢;.
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Obrazek 16 Grafy premeny Sudanu I pro dané pomery cytochromu bs a CPR v poradi:
celkovy soucet metabolitit (4), 4 OH Sudan I (B), 60H Sudan I (C), 4"+6diOH Sudan 1
(D). Vlevo 3D grafy a vpravo konturovy grafy pro jednotlivé metabolity.
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Zajimavé jsou také mezni situace, kdy se mnozstvi jedné ¢i druhé proteinové slozky
blizi nule. Jelikoz CPR dokaze redukovat CYP i bez ptitomnosti cytochromu bs byly do
pokusu zarazeny i pomeéry, s nulovym zastoupenim cytochromu bs, vysledné hodnoty pro
tyto poméry jsou zobrazeny na grafu, viz Obrazek 17. Jak je vidét, bez pfitomnosti

cytochrom bs nema i velky nadbytek CPR na reakci prakticky, zadny vliv.
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Obrazek 17 Graf premeny Sudanu I pro nulovou koncentraci cytochromu bs a zvysujici se
koncentraci CPR.

Reakce bez piidani CPR v tomto systému nebézi, proto byla testovana jen situace, kdy
byla CPR zastoupena v pétkrat niZz§im mnozstvi, nez je mnozstvi CYP1A1 (Obrazek 18).
Z tohoto grafu je vidét, ze za téchto podminek cytochrom bs hydroxylaci Sudanu I silné

inhibuje, pti poméru 1:16,7:0,2 pak rekce témét nebeZzi.
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Obrazek 18 Graf premeény Sudanu I pro malou koncentraci CPR a ménici se koncentraci

poméru cytochromu bs,

4.6. Inkubace systémem CYP1A1, cytochromu bs a CYB5R se Sudanu |

Teprve pomérné nedavno byl vyvracen nazor, Ze CYP potiebuje ke své Cinnosti vzdy
CPR, kdyz byl popsan systém, v némz probihd oxidace benzo[a]pyrenu CYP1Al i jen za
pritomnosti cytochromu bs a CYB5SR [36]. Ukazuje se, ze podobné chovani vykazuje
tentyz enzymovy systém také vici Sudanu I. Studovana zéavislost mnozstvi tvofenych
hydroxyderivati systétmem CYP1Al, cytochrom bs a CYB5R je stejné jako v piedchozi
kapitole prezentovana prostiednictvim 3D grafu (Obrazek 19 — levy sloupec) a také po
vyhlazeni prostfednictvim konturovych grafl, na némz je teti rozmér zobrazen formou
barevného gradientu (Obrazek 19 — pravy sloupec). Podobné jako viSe je i na téchto
grafech nejvyssi ucinnost systému zobrazena Cervené a nejnizsi fialové. Ternarni systém
CYPI1AI, cytochrom bs a CYBS5R byl proti systému s CPR pfiiblizné¢ 8x méné aktivni.
Kvili pomalejsi pfeméné Sudanu I nebyl detekovan dihydroxyderivat 4+6diOH Sudan 1.
Nejnizs$i (nulovd) UCinnost systému je pii nulové koncentraci nulové koncentrace
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reduktasy, ale na rozdil od systému s CPR 1 u nulové koncentrace cytochromu bs. Nejvyssi
je pak u primarnich derivat pfi nejvyssi koncentraci CYB5SR a cytochrom bs. Na grafech
pro celkovy soucet metabolitii 1 pro jednotlivé hydroxiderivaty (Obrazek 19A, B a C) je
patrné ploché lokéalni maximum pii poméru CYP1Al:cytochrom bs:CYB5SR 1:3:10. Ale
aktivita CYP1A1 vici Sudanu I dale vyraznég roste s rostoucim mnoZzstvim cytochromu bs a

CYBS5R zhruba proporcionalné.
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Obrazek 19 Grafy premény Sudanu I pro dané pomery cytochromu bs a CYB5R v poradi:
celkovy soucet metabolitii (A), 4’ OH Sudan I (B), 60H Sudan I (C). Vlevo 3D grafy a
vpravo konturové grafy pro jednotlivé metabolity.
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5. Diskuse

Pred zacatkem pokusti uvedenych v této praci bylo provedeno nékolik zkuSebnich
inkubaci s CYP1A1, cytochromem bs, CPR a Sudanem I jako substratem. U téchto pokust
byla detekovana velmi mala pieména na hydroxyderivaty Sudanu 1. Jednalo se o problém
s liposomy (resp. DLPC), které byly ptivodné rozpoustény v chloroformu. Toto
rozpoustédlo navzdory deklaraci vyrobce obsahovalo cca 5% netékavé slozky
(pravdépodobné fosgenu vznikajiciho oxidaci rozpoustédla vzdusnym kyslikem). Problém
byl vyfeSen nahradou chloroformu dichlormethanem, ktery byl pouzit jako rozpoustédlo

pro DLPC ve vsSech naslednych pokusech.

Jesté pred provedenim pokust s inkorporaci cytochromu bs do liposomi bylo nutné
provést purifikaci zasobniho lidského rekombinantniho cytochromu bs (pfipraveného diive
Mgr. Janem Milichovskym, PhD). Jako vhodnd metoda byla pouzita iontové vyménna
chromatografie. Na chromatogramu (Obrazek 9 str. 32) se potvrdila pfitomnost necistot
v preparatu, a pravdépodobné i1 apoformy cytochromu bs. Zd4d se tedy, Ze samotna
purifikace pomoci afinitni chromatografie pro odstranéni apoformy nestaci, jelikoZz tato,

stejné jako holoforma, obsahuje HisTag a také se vaze na metalo-afinitni kolonu.

Dale byla sledovéna optimdlni doba inkorporace (cytochromu bs do liposomt Obrazek
13 str. 37), ukdzalo se, Ze pfesto, ze inkorporace nikdy nebyla Gplna, podstatné mnoZstvi

proteinu se za danych podminek navazalo jiZ za cca 5 minut.

Nasledné byl proveden pokus, v némz byla sledovana inkorporace cytochromu bs pro
rizné molarni poméry k DLPC (Obrazek 14 str. 37). Povedlo se stanovit poméry, u kterych
byl poloviny cytochromu bs inkorporovand do liposomi. Bylo zjisténo, ze mnozstvi
inkorporovaného proteinu je imérny mnozstvi lipidu. Pfi nejniz§im oveéfovaném poméru
1:100, byla vice nez polovina cytochromu bs inkorporovana. Nicméné v naslednych
experimentech byly neplanované pouzivany i jesté vyssi mnozstvi cytochromu bs, kdy bylo
dosaZeno aZ poméru cytochrom bs:DLPC 1:8,6. Pro tento pfipad nevime, jaké mnoZstvi
proteinu bylo inkorporovdno do membrany. Nicméné z vysledkll je patrné, Ze i tato

mnozstvi méla na aktivitu stimula¢ni vliv.
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Inkubace s riznymi poméry systému CYP1Al:cytochrom b5:CPR se Sudanem I jako
substratem (Obrazek 16 str. 40) ukazala, ze vliv cytochromu b5 a CPR na CYP1ALI je
komplikovangj$i, nez bylo oc¢ekdvano. Za v zavislosti na pomérech mize cytochrom b5
reakci stimulovat nemit vyznamny vliv nebo dokonce, za nizké koncentrace CPR, 1 reakci
inhibovat. V metabolickych studiich autofi vétSinou studuji chovani CYP systému jen pfi
nékolika molarnich pomérech cytochromu b5 ¢i CPR, vysledkem jsou nékdy protichiidné
zavery kdy u téhoz cytochromu P450 pro riizné substraty cytochrom b5 nékdy stimuluje,
nema vliv ¢i dokonce inhibuje rekci [37]. Zde prezentované vysledky vsak naznacuji, ze
toto je mozné i pro jeden a tyz substrat a ukazuje se tak, ze ve skutecnosti tedy zalezi na
vzajemném poméru cytochromu b5 a CPR. Idedlni podminky jsou v tomto ptipad¢ zhruba
v oblasti, kdy se molarni pomér téchto elektron donorti pohybuje kolem poméru 5:5 a pii
jeho rovnomérném zvySovani ma potencidl rust jesté dale. Je-li cytochromu b5 ptidavam
do systému s vysokou aktivitou CPR, pfidavky cytochromu b5 nemaji na reakci zpocatku
vyrazny vliv a naopak je-li metabolismus testovan za situace, kdy je aktivita CPR nizka,
muze pfidany cytochromu b5, pravdépodobné v disledku kompetice o vazbu na CPR ¢i na

CYP1ALl, celkovou reakci 1 znateln€ inhibovat (Obrazek 18 na str. 42).

Zajimavym vedlejSim poznatkem je zjisténi, ze pfeména na 4°'+6diOH Sudan I probiha
hlavné z monohydroxy derivatu 60H Sudan I, a to vyrazné vice nez z 4'diOH Sudan 1.
Tuto zjisténi potvrzuje zména poméru 4'OH Sudanu I ku 60H Sudanu I v zavislosti na
obsahu CPR a cytochromu bs (Obrazek 20 str. 47). Ten by mél byt konstantni, pokud se
neméni vzajemny pomér metabolitli. Na grafu je vSak vidét vyrazna zména pii poméru
CYP1A1:CPR:cytochromu bs 1:5:25, toto maximum se totizZ ndpadn¢ shoduje s maximem

tvorby 4’+6diOH Sudanu I v témze experimentu (Obrazek 16D str. 40).

Pfi inkubaci systému CYPI1Al:cytochrom bs:CYBS5R se Sudanem I bylo detekovano
vyrazné¢ menSi mnoZzstvi metabolitl, nez u predchoziho systému s CPR. Kvili tomu nebyl
také detekovan ani 4'+6diOH Sudan 1. Maximum aktivity nebylo v rozmezi studovanych
koncentraci zastizeno, vzhledem k pribéhu grafu je mozné, Ze aktivita s rostouci
koncentraci jeSté dale poroste (Obrazek 19 str. 44 Na rozdil od systému s CPR, se zde
aktivita projevuje pouze v pritomnosti obou donorii elektronli tedy samotny cytochrom bs

ale ani samotnd CYBS5R reakci viibec nekatalyzuji. Také pomér monohydroxyderivati
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4’0OH vs. 60H Sudanu I se ve sledovaném rozmezi koncentraci ménil jen minimalné

(Obrazek 21).
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Obrazek 20 Konturovy graf podilu koncentraci 4’ OH Sudanu I vici 60H Sudanu I pro
jednotlivé pomery CPR.
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Obrazek 21 Konturovy graf podilu koncentraci 4’ OH Sudanu I viici 60H Sudanu I pro
jednotlivé pomeéry CYBSR.
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6. Zavér

Povedlo se zmapovat vliv vybranych molarnich pomért NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy a NADH:cytochrom bs oxidoreduktasy na oxidaci Sudanu I
zprostiedkovanou lidskym cytochromem P450. Studie pfispiva k vysvétleni nékdy
protichtidnych tvrzeni o stimulacnim vlivu cytochromu bs na cytochromy P450. Déle bylo
zjisténo, ze preména na 4’+6diOH Sudan I probiha v systému s CPR hlavné z 60H Sudan
I. Dalsim vysledkem bylo ovéfeni podminek za jakych CYBS5SR v kombinaci

s cytochromem bs umoziuje oxidaci Sudanu I lidskym CYP1A1.
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