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Gen CYP51 kodira encim lanosterol 14a-demetilazo (CYP51). Spada
v naddruzino citokromov P450 in sodeluje v biosintezi holesterola. Je
eden najbolj ohranjenih genov C'YP in je razSirjen pri evkariontih in
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of the cytocrome P450 superfamily that participates in cholesterol bi-
osynthesis. CYP51 is one of most conserved C'YP genes that is found
in eukaryotes and prokaryotes. The aim of this graduation thesis was
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analysis and to determine the effect of phosphorylation on enzyme
activity. Site directed mutagenesis of the N-terminal part of CYP51
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

A adenozin

Amp ampicilin

bCPR goveja citokrom P450 reduktaza

bdH,0O bidestilirana voda

bp bazni par

C citozin

CRE od cAMP odvisni regulatorni element

CpG podroc¢je DNA bogato s CG baznimi pari

BSA (angl. bovine serum albumin) goveji serumski albumin
cDNA (angl. complementary DNA) komplementarna DNA
CO ogljikov monoksid

CPR citokrom-P450-reduktaza

CYP (angl. cytochrome P450) citokrom P450

hCYP51 cloveska lanosterol 14a demetilaza

DMEM (angl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) medij za celi¢ne linije
DNA deoksiribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

dNTP deoksinukleotidi

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

ER endoplazmatski retikulum

Et-OH etanol

FF-MAS (angl. follicular meiosis activating sterol) folikularni mejozo aktivirajo¢i

sterol
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G gvanin

GFP (angl. Green fluorescent protein) zeleni fluorescirajo¢i protein
EGFP (angl. enhanced GFP) ojacan GFP

HepG2 cloveska jetrna nesmrtna celi¢na linija

kb kilobaza

kDa kilo Dalton

LB Luria-Bertanijevo gojisce

LBamp Luria-Bertanijevo gojisc¢e z ampicilinom

min minuta

mRNA (angl. messenger ribonucleic acid) obves¢evalna RNA
P450 citoktom P450

PBS fosfatni pufer

PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza

PCR verizna reakcija s polimerazo

PKA protein kinaza A

PVDF poliviniliden difluorid

RNA ribonukleinska kislina

rpm (angl. revolutions per minute) obratov na minuto

SDS natrijev dodecilsulfat

SRE (angl. sterol regulating element) od sterolov odvisni DNA-regulatorni element
SREBP (angl. sterol regulating element binding protein) SRE-vezavni protein
T timidin

TAE pufer s Trisom, EDTA, ocetno kislino

TM transmembranska regija

TRIS tris-hidroksimetil-aminometan



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007 XIV

tRNA (angl. transfer RNA) prenasalna RNA

UV ultravijoli¢no
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1 UVOD

Lanosterol 14a-demetilaza (CYP51) je encim naddruzine citokromov P450, ki sodeluje
v poskvalenskem delu biosinteze holesterola pri zivalih, sitosterola pri rastlinah in er-
gosterola pri glivah. Reakcija, ki jo katalizira, je oksidativna odstranitev 14a-metilne
skupine lanosterola, 24,25-dihidrolanosterola ali obtusifoliola. Donor elektronov en-
cimu CYP51 v reakciji demetilacije je NADPH:citokrom-P450-reduktaza. CYP51 je
izrazen v membrani ER vseh sesalskih tkiv. Najve¢ ga je prisotnega v testisih, ovari-

jih, nadledvi¢ni zlezi, prostati, ledvicah, jetrih in pljucih.

Edina do danes znana kristalna struktura proteina CYP51 je iz bakterije
Mycobacterium tuberculosis. RazreSitev kristalne strukture sesalskega CYP51 bi pri-
pomogla k lazjemu molekulskemu modeliranju ostalih CYP51 v sesalcih in evkariontih,
saj je podobnost aminokislinskega zaporedja CYP51 med razlicnimi sesalskimi vr-
stami velika. Poleg tega bi znana struktura pripomogla k uspe$nejSemu nacrtovanju
inhibitorjev, specificnih za glivno izoformo encima, ki so Siroko uporabljana azolna
protiglivna zdravila, kot je npr. fluconazol. Zaradi kljuéne vloge pri biosintezi hole-
sterola je CYP51 tudi mozna tarca za hipolipemike.

Raziskave uravnavanja izrazanja gena CYP51 so pomembne zaradi njegove vloge pri
biosintezi holesterola in zorenju spolnih celic. Promotorska regija CYP51 je zelo
ohranjena. Mesta in zaporedja glavnih regulatornih elementov v promotorju so skoraj
identi¢na v vseh do zdaj preiskanih sesalskih vrstah. Primarno je prepisovanje gena
CYP51 v somatskih celicah uravnavano preko od SRE-vezavnih proteinov odvisne
poti. Predvideva se, da na aktivnost proteina CYP51 vpliva tudi fosforilacija in de-
fosforilacija, kar pa do zdaj ni neposredno dokazano.

Cilj diplomske naloge je bil pripraviti ekspresijski plazmid c¢loveskega CYP51, ki bi
omogocal visoko ekspresijo v E. coli, ter preveriti stopnjo fosforiliranosti CYP51 v
HepG2 celi¢ni liniji oziroma jetrnemu tkivu. Ekspresijski plazmid bi omogo¢al namno-
zitev in izolacijo zadostne koli¢ine hCYP51 za nadaljnjo kristalizacijo ter rentgensko
difrakcijo. Stopnja fosforiliranosti CYP51 pa bi pokazala, ali je aktivnost encima v
tkivu regulirana tudi s to posttranslacijsko modifikacijo. Vzporedno smo Zzeleli v ek-
spresijski vektor klonirati tudi govejo citokrom-P450-reduktazo, ki bi nam omogocila
studij interakcije CYP51 in bCPR.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 CITOKROMI P450

1 2

Citokrom P450 je generi¢no ime za veliko naddruzino hemoproteinov', monooksigenaz-,
ki metabolizirajo strukturno razli¢no skupino eksogenih in endogenih organskih sub-
stratov. Ime izvira iz izrazitega absorpcijskega vrha pri 450 nm, kot posledice predho-
dnje redukcije in koordinativne vezave ogljikovega monoksida (CO) z Zelezovim ionom

v hemu [Meyers, 1996].

K odkritju citokromov P450 so pripomogle raziskave na treh podroc¢jih. Elizabeth in
Jim Miller sta v poznih 40. letih 20 st. proucevala metabolizem barvila aminoazo
(N-N-dimetil-4-aminoazobenzene) ter njegovo kovalentno vezavo na celi¢ne proteine.
Ugotovila sta, da je za metabolizem barvila poleg NADPH in kisika potrebna Se
dolocena frakcija homogenata zaj¢jih jetrnih celic, ki sta jo dobila po predhodnem
centrifugiranju [Estabrook, 2003|. Istocasno sta se Axelrod in Brodie ukvarjala z ra-
zvojem metod za merjenje metabolitov psihoaktivnih substanc, kot so amfetamini
in ephedrini. V svojih raziskavah sta dokazala, da so mikrosomalni encimi v jetrih,
ki kazejo specificno zahtevo po kisiku in reduciranem NAD, izredno pomembni pri
detoksifikaciji Stevilnih zdravil in tujih organskih substanc [Axelrod, 1954]. Tretje
pomembno podroéje, ki je pripomoglo k odkritju citokromov P450, pa so bile raz-
iskave s podroc¢ja metabolizma steroidnih hormonov. Leta 1956 sta Ryan in Engel
dokazala, da so za hidroksilacijo steroidov (progesterona) na C-21 odgovorni mikro-
somalni encimi govejih jeter. Kisik v hidroksilni skupini pa izvira iz atmosferskega
kisika [Ryan and Engel, 1956].

Prisotnost neznanega CO-vezavnega pigmenta, ki ga danes imenujemo citokrom P450,
je prvi odkril Martin Klingenberg, leta 1958 pri prouc¢evanju vsebnosti hemina v mikro-
somih podganjih jeter. Celotna vsebnost hemina je bila 2,15-krat ve¢ja od vsebnosti
citokroma bs, ki je bil takrat edini znani pigment v jetrih. Le majhen del odveéne
koli¢ine hemina pa je lahko pripisal hemoglobinu. Hkrati je ugotovil, da se ob do-
datku ogljikovega monoksida k z NADPH ali ditionitom reduciranim mikrosomom
pojavi izrazit absorpcijski vrh pri 450 nm (slika 2.1), ki ni kazal nobene podobnosti s
katerimkoli takrat znanim proteinom |[Klingenberg, 1958].

Leta 1962 sta hemoproteinsko naravo CO-vezavnega mikrosomalnega pigmenta dokon-

Lrazred proteinov, ki ima kot prosteti¢no skupino hem (tetrapirolov obro¢ z vezanim Fe ionom)

2skupina encimov, ki katalizira vgraditev enega atoma molekule O, v substrat in redukcijo drugega
atoma kisika do HoO



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007 3
450
- 20
L 10
3 5
£ £
X ———— 0 X
= E
2 2
w w
t-10
--20

400 440 480 520 550 600
A (myp)

Slika 2.1: CO-diferen¢ni spekter podganjih jetrnih mikrosomov. (—) CO z redukcijo z
NADPH; (- - -) CO z redukcijo z ditionitom (Klingenberg 1958).

¢no dokazala Omura in Sato in mu dala ime P450 (P-pigment) oziroma citokrom
P450. Dokazala sta, da lahko CO veze le reducirana oblika P450. Popolna redukcija
z NADPH in NADH pa se doseze le v anaerobnih pogojih, medtem ko se v oksic-
nih pogojih pigment hitro reoksidira z molekularnim kisikom. Vezava etil-izocianida
povzroc¢i absorpcijski vrh pri 430 nm, ki je enak in znacilen za hemoproteine z ve-
zanim etil-izocianidom. Vrh pri 450 nm pa v primeru solubilizacije P450 izgine in
ga nadomestijo vrhovi pri 420 nm, 530 nm in 560 nm (Sorent, «, ). Ti vrhovi so
tipi¢ni za hemoproteine kot sta hemogolobin in citokrom bs [Omura and Sato, 1962]
[Omura and Sato, 1964|. Skoraj istocasno z Japoncema so leta 1963 ugotovili, kaksna
je funkcija citokromov P450 Estabrook, Cooper in Rosenthal pri proucevanju C21-
hidroksilacije 17-hidroksi-progesterona mikrosomov adrenalnega korteksa [Omura, 1999|.

2.1.1 RazsSirjenost in funkcija citokromov P450

Zacetna predvidevanja, da se citokromi P450 nahajajo zgolj v mikrosomih Zivalskega
tkiva, so se potrdila kot napa¢na. Kmalu zatem so njihovo prisotnost odkrili v mito-
hondrijih razli¢nih zivalskih tkiv, kot so nadledvi¢na Zleza, rumeno telesce, placenta,

testisi, itd. V 60. letih so sledila odkritja citokromov P450 v mikroorganizmih, rastli-
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nah, glivah, vretencarjih in nevretencarjih. Tako je postalo znano, da so le-ti razsirjeni
pri vseh oblikah Zivljenja, kjer sodelujejo pri razlicnih metabolnih reakcijah kot kisik-
aktivirajoCa komponenta monooksigenaznega sistema. Pri evkariontskih organizmih
so citokromi P450 esencialni encimi, potrebni v biosintezi in metabolizmu razli¢nih

endogenih substratov, medtem ko za prokarionte to ne velja [Omura et al., 1993|.

Citokrome P450 lahko razdelimo v 4 razrede, odvisno od tega, kako se elektroni iz
NAD(P)H prenesejo na kataliticno mesto:

razred I - proteini potrebujejo tako FAD-vsebujoco reduktazo kot Fe-S-redoksin
razred II - potrebujejo zgolj FAD /FMN-vsebujoco P450-reduktazo
razred III - ne potrebuejo nobenega donorja elektronov

razred IV - prejmejo elektrone neposredno od NAD(P)H

Prokariontski citokromi P450 so citoplazemski proteini, ki bakterijam omogocajo raz-
gradnjo kompleksnih organskih spojin, detoksifikacijo ksenobiotikov, sintezo antibi-
otikov, sodelujejo pa tudi pri metabolizmu mascobnih kislin. Evkariontske proteine
razreda I najdemo v notranji membrani mitohondrijev, kjer sodelujejo pri sintezi stero-
idnih hormonov in vitamina D3. Najpogosteje zastopani proteini so proteini razreda II.
Ti se skupaj z NADPH-reduktazo nahajajo na zunanji membrani endoplazmatskega
retikuluma, kamor so pritrjeni z N-terminalnim hidrofobnim sidrom. Funkcije encimov
razreda II so razlicne. Pri glivah sodelujejo pri sintezi membranskih sterolov in miko-
toksinov, detoksifikaciji fitoaleksinov in metabolizmu lipidnih virov ogljika. Pri zivalih
sodelujejo v biosintezi in anabolizmu signalnih molekul (levkotrieni, prostaglandini),
steroidnih hormonov, mascobnih kislin, oksilipinov itd. Rastlinski enicimi so udelezeni
pri katabolizmu in biosintezi vseh tipov hormonov, oksigenaciji masc¢obnih kislin za
sintezo kutinov ter v vseh poteh sekundarnega metabolizma - lignifikacija, sinteza pi-
gmentov, obrambnih kemikalij, arom, antioksidantov, zdravil, itd. Encimi razreda III
z razlicno subcelularno lokacijo katalizirajo preureditve in dehidracije alkil-hidroksi-
peroksidov ter alkil-peroksidov pri sintezi prostaglandinov pri sesalcih in jasmonske
kisline pri rastlinah. V razred IV pa trenutno spada zgolj en encim, ki pri glivah
reducira NO v NoO [Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000].

Cloveska CYP-naddruzina je sestavljena iz 57 genov in 58 psevdogenov, ki so razvr-
S¢eni v 18 druzin in 43 poddruzin. Le majhen del teh encimov (15 encimov iz druzin
CYP1 do CYP4) je pri cloveku primarno udelezen v presnovi ksenobiotikov, vendar
imajo le-ti izredno velik klini¢ni pomen. Zaradi zelo velike substratne specifi¢nosti
so pomembni pri metabolizmu in inaktivaciji zdravil, ter pospesevanju detoksifikacije
in eliminacije ksenobiotikov iz telesa |[Gonzales, 2005|. Znotraj teh druzin obstaja
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veliko alelnih razli¢ic posameznih genov, kar vodi v farmakogenetsko heterogenost po-
sameznikov. Ta ima za posledico razli¢ne odzive posameznikov na zdravila (uspesnost
zdravljenja in toksi¢nost zdravil) ter na hitrosti detoksifikacije in eliminacije ksenobi-
otikov. Mutacije znotraj vseh genov C'YP vodijo v prirojene napake metabolizma, ki

se izrazajo v Stevilnih boleznih [Nebert and Russell, 2002].

2.1.2 Nomenklatura

Zaradi vedno vecjega Stevila proteinov P450 so leta 1987 uvedli komisijo za poime-
novanje citokromov P450. Nomenklatura temelji na evoluciji proteinskega zaporedja,
pri ¢emer se jih uvrs¢a v druzine in poddruzine. Encime, katerih podobnost amino-
kislinskega zaporedja znaSa ve¢ kot 40 %, uvrséamo v isto druzino, medtem ko tiste,
katerih podobnost je veéja od 55 %, v isto poddruzino. Tako za gene kot za proteine
se uporablja oznaka CYP (Cytochome P450), ki ji sledi arabska Stevilka druzine ter
¢rka poddruzine (¢e obstaja). Za gene uporabljamo poSevno pisavo oznake (CYP51),
medtem ko za proteine, cDNA in mRNA pokonéno (CYP51) [Nelson et al., 1996].
Stevilo druzin in poddruzin je prikazano v tabeli 2.1.

Preglednica 2.1: Stevilo druzin in poddruzin citokromov P450 pri razli¢nih skupinah Zivali
[Nelson, 2007].

Stevilo

nuk. zaporeedij druzin poddruzin
zivali 2279 99 233
rastline 2311 94 201
glive 1001 282 113
protisti 210 51
bakterije 621 177
arheje 8 ) 267
SKUPAJ 6422 708 814

2.1.3 Mehanizem delovanja

Aktivno mesto citokromov P450 vsebuje v protoporfirin IX s 4 koordinativnimi vezmi
vezan zelezov atom. Peti ligand je tiolatni anion cisteinskega ostanka, odgovoren za

vrh pri 450 nm, Sesti ligand pa zaseda molekula vode [Porter and Coon, 1999|.

Citokromi katalizirajo regiospecificno in sterospecificno vgraditev molekule kisika v
sicer stabilen hidrofoben ogljikovodik. Proces potece v 5 glavnih potezah: (1) ve-
zava substrata, (2) vezava kisika, (3) cepitev kisika, (4) vrinjenje kisika
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Slika 2.2: Kataliticni mehanizem encimov P450. Najpogostejsa reakcija je hidroksila-
cija (insercija kisika), z uporabo reaktivne Fe-okso zvrsti (C). Hidroperokso oblika en-
cima (B) katalizira insercijo hidroksilne (-OH) skupine na specificno mesto v substratu
[Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000].

v substrat ter (5) sprostitev produkta, pri ¢emer se realizira spodaj navedena
enacba |Coleman, 2006]:

oglikovodik (-RH) + O, + 2e~ + 2 Ht = alkohol (R-OH) + H,0

Dobro okarakteriziran del kataliticnega zaporedja vkljuc¢uje 4 korake, prikazane na
sliki 2.2. V neaktivni obliki je P450 v feri¢ni (Fe*T) obliki in ima vezano mole-
kulo topila (obi¢ajno molekulo vode). Prvi korak je vezava substrata ter kot posle-
dica sprememba maksimuma absorbance, redoks potenciala in spinskega stanja hem-
proteinskega sistema. Znizanje redoks potenciala z -300 mV na -170 mV vodi v re-
dukcijo Zeleza iz Fe*™ v Fe?T (2. korak) s sprejemom enega izmed dveh elektronov
NADPH. Sledi vezava molekule kisika preko 6. koordinacijske vezi (trans glede na
tiolatni anion) (3. korak) in tvorba superoksidnega kompleksa. Tak kompleks je
izjemno nestabilen in se, ¢e se hitro ne zgodi druga redukcija, avtooksidira z odcepi-
tvijo Oy . Druga redukcija (4. korak) vodi v tvorbo aktivirane kisikove oblike, ki naj
bi bila po najnovejsih mnenjih mesanica dveh elektrofilnih oksidantov (Fe-perokso
in Fe-okso). Sledi cepitev molekule kisika. En atom kisika sprejme dva protona
in se izlo¢i kot voda, medtem ko drugi atom kisika nekaj Casa ostane vezan na Ze-
lezo. V tej obliki lahko aktivira substrat z odstranitvijo vodika ali elektrona iz dela
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substratne molekule. Po reakciji se substrat spremeni tako strukturno kot kemijsko
in kot tak ne more ostati vezan na aktivnem mestu CYP-proteina, zato se odcepi
[Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000].

2.1.4 Struktura citokromov P450

Dolocitev terciarne strukture citokromov P450 z rentgensko difrakcijo je za sesalske
encime otezena, ker so ti integralni membranski proteini. Novejsi napredki v modifi-
kaciji, izrazanju in kristalizaciji proteinov omogodcili dolocitev strukture nekaterih se-
salskih citokromov P450, kot so CYP3A4, 2C9, 2C8 in 2A6 [Johnson and Stout, 2005].

Tako za topne prokariontske, kot tudi za membranske evkariontske citokrome P450,
je znacilna ohranjenost sekundarne strukture in procesa zvijanja proteina. Ponavadi so
zgrajeni iz dvanajstih  a-vija¢nic (A-L) in  Stirth  G-ploskev  (1-4)
[Johnson and Stout, 2005].

Najvecjo strukturno ohranjenost najdemo v okolici hema, kar nakazuje podoben me-
hanizem prenosa elektronov in aktivacije kisika. Na tem podroc¢ju se nahajajo znacilna

ohranjena zaporedja [Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000], kot so:

e zanka za vezavo hema (Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly), ki vsebuje pri vseh
citokromih P450 ohranjen cistein

e motiv Glu-X-X-Arg za stabilizacijo aktivnega mesta in
e motiv Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser, ki sodeluje pri prenosu protonov.

Najbolj spreminjajoce se regije se nahajajo na N-terminalnem membranskem delu in
na delu, kjer poteka prepoznavanje in vezava substrata

[Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000]

Za sesalske citokrome P450 je znacilna moc¢no hidrofobna regija na N-terminalnem
delu, ki sodeluje pri vezavi v . membrano ER in pravilnem zvijanju proteina. Odstra-
nitev le-te pa obic¢ajno ne vodi v tvorbo topne oblike proteina, ampak v tvorbo ne-
funkcionalne oblike, ki je Se vedno povezana z membrano. Te ugotovitve nakazujejo
prisotnost drugih hidrofobnih predelov, ki sodelujejo pri vezavi v membrano (slika 2.3)
[Meyers, 1996].

Pri evkariontskih citokromih P450 se med vija¢nicama F in G nahaja velik insert, ki
ga pri topnih prokariontskih citokromih ni. Ta insert gradita dve vija¢nici (F’ in G?),
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katerih hidrofobna stran je obrnjena proti zunanjosti proteina in nakazuje mogoce
mesto vezave z membrano [Johnson and Stout, 2005].

CITOSOL

2084

STRAN PROKSIMALNI POGLED STRAN DISTALNI POGLED

MEMBRANA

<1 (il -
hidrofobnost

Slika 2.3: Povr&ina citokroma P450 2C5, obarvana glede na hidrofilnost. Hidrofobni del
membrane lezi pod belo ¢rto, hidrofilne glave se nahajajo nad njo. Hidrofobni deli na dnu
molekule (belo in rumeno) omogocajo vezavo z membrano [Williams et al., 2000].

2.2 HETEROLOGNO IZRAZANJE CITOKROMOV P450

Tradicionalno so za in vitro proucevanje metabolizma zdravil pri ¢loveku uporabljali
¢loveske jetrne mikrosome, jetrne homogenate ali hepatocitne celi¢ne linije. Vendar
je interpretacija podatkov takih raziskav tezavna zaradi velikega Stevila razli¢nih en-
cimov P450, razli¢ne koli¢ine posameznih encimov, prispevka prouc¢evanega encima k
celotni metabolni poti itd. Izolacija in ¢iScenje encimov iz tkiv sta tezavna zaradi po-
dobnosti med razli¢nimi sorodnimi encimi ter zaradi omejenih koli¢in izvornega tkiva.
Tudi ob uspesni izolaciji in ¢is¢enju se pojavi tezava pri ponovni vzpostavitvi aktivno-
sti citokroma P450. Za obsirno raziskavo metabolizma zdravil, predvsem bioaktivacije
zdravil v toksicne, kancerogene, mutagene ali teratogene produkte, je treba preveriti
tudi vplive izven jetrnih in zarodnih oblik citokromov P450 |Gillam, 1998].

Z razvojem molekularne biologije (cDNA tehnik) je nastala moznost lo¢itve sorodnih
oblik kot tudi odkritja redkih oblik citokromov P450. Cilj heterolognih ekspresijskih
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Preglednica 2.2: Prednosti in slabosti razli¢nih heterolognih ekspresijskih sistemov (Gillam

1998)

Ekspresijski sistem

sesalske celi¢ne kul-  kvasovke insektne celice bakterije
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0-ALA
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enostavna
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sistemov je dolocitev encimskega profila specificnih oblik P450, proucevanje vpliva
posameznih aminokislin na encimske in strukturne lastnosti, interakcija z reducira-
jo¢imi encimi, subcelularna lokacija, moznost sinteze velikih koli¢in proteinov itd.
[Waterman, 1994].

Uspesni sistemi za heterologno izrazanje so sesalske celi¢ne linije (COS, V79, HepG2,
limfoblastoidna celi¢na linija), kvasovke, insektne celice in bakterije, vsaka s svojimi
prednostmi oziroma slabostmi (Preglednica 2.2)|Gillam, 1998].

2.2.1 Heterologno izrazanje v bakterijah

Bakterije se uporabljajo kot heterologni sistemi predvsem zaradi enostavnosti izva-
janja mestno specificne mutageneze ter hitre in visoke stopnje izrazanja rekombi-
nantnih proteinov. Slaba stran bakterij je nezmoznost potranslacijskih modifikacij
proteinov, kar pa pri citokromih P450 nima odlocilne vloge pri kataliti¢ni aktivnosti
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Gillam, 1998].

Osnovni princip izrazanja kateregakoli proteina v E. coli se zacne z vkljucitvijo zZelje-
nega gena v ekspresijski vektor, obicajno plazmid. Ta med drugim vsebuje inducibilni
promotor, ki zagotavlja produkcijo velikih koli¢in rekombinantne mRNA ob dodatku
induktorja (npr. IPTG). Tako sestavljen konstrukt s transformacijo vnesemo v Zeljeni
sev E. coli [Ausubel et al., 1991|. Na taksen nacin so v zadnjem desetletju izrazili
veé kot 50 citokromov P450 [Kagawa et al., 2002].

V preteklosti so ugotovili, da je tezko dose¢i visoke stopnje izrazanja nemodifici-
rane cDNA mikrosomalnih citokromov P450. Vsa uspeSna izrazanja so zahtevala
spremembe 5’-konca ¢cDNA, v obliki spreminjanja kodonov, ki jih FE. coli predno-
stno uporablja, in znizanja tvorb potencialnih sekundarnih struktur v mRNA, kar se
je odrazalo v spremembi aminokislinskega zaporedja N-terminalnega dela citokroma
[Pritchard et al., 1997].

Glavni strategiji povec¢anja izrazanja citokromov P450 sta tako bili: (1) modifikacija
N-terminalne transmembranske regije ali (2) njena odstranitev. Slednja poveca to-
pnost citokromov v citosolu ter hkrati poveca koli¢ino encimsko aktivnih citokromov
|[Kagawa et al., 2002].

Prvo uspesno spremenjeno cDNA za izrazanje P450 17a-hidroksilaze v FE. coli so leta
1991 naredili Barnes in sod. (zaporedje spremenjene cDNA: ATGGCTCTGTTATTA-
GCAGTTTTT). Z modifikacijo N-terminalnega dela obstojecega zaporedja govejega
P450c17 (Slika 2.4) so dosegli izrazanje 400 nmolov/L bakterijske kulture. Enake mo-
difikacije (oktapeptid MALLLAVF) so naknadno uvedli v ¢lovesko 17-a-hidroksilazo
in s tem povecali tudi njeno izrazanje [Waterman, 1994].

Nativna: ATG TGG CTG CTC CTG GCT GTC TTT
Met Trp Leu Leu Leu Ala Val Phe

Modificirana: ATG GCT CTG TTA TTA GCA GTT TTT
Met Ala I.eu Leu Leu Ala Val Phe

Slika 2.4: Primerjava nukleotidnega in aminokislinskega zaporedja nativne in modificirane
17a-hidroksilaze. Spremembe nukleotidov so oznacene z rdeco barvo. Sprememba druge
aminokisline je posledica spremembe kodona TGG v GCT, ki favorizira vecje izrazanje v
bakterijah [Waterman, 1994].
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N-terminalna regija citokroma P450 se lahko zamenja z N-terminalnimi regijami dru-
gih P450 citokromov. Kagava in sod. so z uvedbo N-terminalne regije govejega
CYP17 (MALLLAVFLLTLAYLFWPKTKHSGAKYPRSL) in podganjega CYP2C11
(MARQSFGRGKL) povecali izrazanje ¢loveske aromataze (CYP19). Hkrati so ugo-
tovili, da se heterologna ekspresija v E. coli poveca ob temperaturnem in osmotskem

stresu ter stresu, povzrocenem z glicerolom in s kloramfenikolom [Kagawa et al., 2002].

Modifikacija N-terminalnih delov v¢asih ni zadostna za izrazanje aktivnih oblik cito-
kromov P450 v FE. coli. Zamenjava membranske regije goveje 21-hidroksilaze z
MAKKTSSKGK-zaporedjem CYP2C3 ni povecala izrazanja proteina, Ceprav je zapo-
redje povecalo izrazanje drugih citokromov. Sele izrazanje Saperona
GroES/GroEL skupaj z encim je omogodila izrazanje aktivnega proteina P450c21

(1200 nmol/L) [Arase et al., 2006].

Optimizacija kodonov se je izkazala kot eden najpomembnejsih dejavnikov, ki vplivjo
na izrazanje genov v prokariontih. Frekvence, s katerimi se uporabljajo razli¢ni ko-
doni, se moc¢no spreminjajo, tako med razlicnimi organizmi, kot tudi znotraj enega
organizma. Vzrok za variacije med organizmi je predvsem razpolozljivost posame-
znih tRNA-molekul. Pri  E. coli je tRNAL™, ki prepozna kodona AGG in AGA,
prisotna v zelo nizki koncentraciji, za razliko od drugih tRNA$™ ki prepoznajo
preostale stiri kodone. Na raven izrazanja Se posebej moc¢no vplivajo kodoni N-
terminalnega dela gena |Gustafsson et al., 2004]. Z optimizacijo vseh kodonov ter
modifikacijo N-terminalnega dela ¢loveskega proteina P450 27C1 so leta 2005 Wu
in sod. uspeli dose¢i raven izrazanja 1350 nmol/L. Tudi v tem primeru je bilo po-
trebno soizraZanje molekulskih Saperonov GroES/GroEL, kar je izrazanje povecalo
za 15-krat [Wu et al., 2005]. Ker zahteva optimizacija kodonov celotne ¢cDNA 7Ze-
ljenega gena ogromno dela in hkrati povec¢a moznost tvorbe sekundarnih struktur v
mRNA ter nastanka repetitivnih elementov, ki lahko vplivajo na stabilnost gena,
se veCina ragziskovalcev odloCa za povecanje izrazanja proteinov v E. coli preko
modifikacij N-terminalnih delov |[Gustafsson et al., 2004], [Cheesman et al., 2003],
[Fisher et al., 1992] in
[Hanna et al., 1999].

2.3 BIOSINTEZA HOLESTEROLA

Holesterol je v sodobni druzbi najveckrat prikazan kot sovraznik ¢loveku, zaradi po-
vezave z boleznimi srca in ozilja. Vendar je hkrati kot esencialna komponenta celi¢ne
membrane nujno potreben za normalno celicno delovanje. Pomanjkanje holesterola v

embrionalnem razvoju vodi v deformiranost ali celo smrt novorojenckov [Mason, 2004].



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007 12

Dnevno s prehrano v telo vnesemo priblizno 1000 mg holesterola, od katerega se ga
priblizno 30 do 50 % absorbira v prebavnem traktu. Kljub temu telo $e vedno potre-
buje vsaj 1000 mg dodatnega holesterola, ki se sintetizira de novo pretezno v jetrih
(70 %) [Mason, 2004].

Holesterol je leta 1815 odkril francoski kemik M. E. Chevreul kot eno izmed sestavin
zol¢nih kamnov. Najprej so to belo kristalno snov, topno v alkoholu in etru, poime-
novali cholesterine. Leta 1859 pa so dokazali, da je po svoji kemijski strukturi alkohol,
in  upostevajo¢  to  spoznanje, spremenili ~ kon¢nico  imena  spojine
[Vance and den Bosch, 2000].

V prvi cetrtini 20. stoletja so se mnogi znanstveniki trudili razvozlati njegovo struk-
turo (slika 2.5), kar jim je uspelo leta 1932. Holesterol je derivat ciklopentanoperhidro-
fenantrena s 27 ogljikovimi atomi in spada med nepolarne sterole. Zanj je znacilna
OH-skupina na mestu 3, ki ga uvrséa med alkohole, in razvejana alifatska stranska
veriga na atomu C17. Vsi §tirje obro¢i sterolnega jedra (A, B, C, D) so v trans
konformaciji, kar mu omogoca zelo ucinkovito stabilizacijo fosfolipidnih membran
[Vance and den Bosch, 2000].

CH;—CO0O~ C C C
Acetat 8 | 20 3

Slika 2.5: Struktura holesterola. Oznaceni so §tirje sterolovi obro¢i (A, B, C, D) ter izvor
ogljikovih atomov v obroc¢ih. Izvor se ugotavlja s pomocjo radioaktivno oznacenih ogljikov
v acetatu, ki je izvorna molekula za sintezo [Nelson and Cox, 2004].

Po eni strani je holesterol kon¢ni produkt izoprenoidnega biosinteznega sistema, po
drugi pa le substrat za sintezo drugih zelo razli¢nih skupin metaboli¢no aktivnih spo-
jin, kot so steroidni hormoni, Zol¢ne kisline in mnoge signalne spojine (slika 2.6).
Intermediati v njegovi sintezi so pomembni za sintezo mnogih esencialnih metabo-
litov, kot so doliholi, koencim Q10, izopentanil adenin in izoprenoidi, vkljuceni v

potranslacijsko modifikacijo regulatornih proteinov [Nelson and Cox, 2004].
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Slika 2.6: Slika prikazuje esencialne metabolite organizmov, katerih izvorne spojine so in-
termediati sinteze holesterola. [Nelson and Cox, 2004].

Biosintezo holesterola lahko razdelimo na predskvalenski del, v katerem iz Ac-CoA
nastane skvalen, in na poskvalenski del, kjer iz skvalena najprej nastane prvi ci-
kliéni indermediat lanosterol, od katerega vodita dve alternativni poti preko posto-
pnih dehidrogenacij, redukcij in demetilacij do nastanka holesterola. Zadnja prekur-
zorja holesterola, ki izvirata iz razlicnih poti, sta 7-dehidroholesterol in dezmosterol
[Nelson and Cox, 2004].

2.4 POTRANSLACIJSKE MODIFIKACIJE

Potranslacijske modifikacije so kemijske spremembe polipeptidne verige, do katerih
pride po translaciji proteina in jih lahko razdelimo na nekovalentne in kovalentne
modifikacije. Kovalentne modifikacije vkljucujejo odcepitev signalnih peptidov, tvorbo
disulfidnih vezi in cel sklop sprememb aminokislinskih ostankov, kot so fosforilacija,
nitracija, glikozilacija, metilacija, acetilacija in prenilacija [Aguiar et al., 2005].

2.4.1 Fosforilacija

Fosforilacija proteinov ima osrednjo vlogo v signalnih poteh, saj omogoca prenos

ekstracelularnega signala v notranjost celice in koordinacijo intracelularnih proce-
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sov. Preko uravnavanja izrazanja genov in sinteze proteinov uravnava celi¢no rast,

diferenciacijo in delitev [Yan et al., 1998].

Protein kinaze so encimi, ki fosforilirajo proteine s prenosom terminalne fosfa-
tne skupine ATP (PO}") na hidroksilno skupino (OH) serina, treonina ali tirozina
(slika 5.16). Nekatere protein kinaze imajo za tarco tudi stranske verige histidinskih,
argininskih, lizinskih in aspartatnih ostankov [Murray, 2003|. Vezava fosfatne skupine
povzroc¢i spremembo konformacije proteina, kar vodi v znizano ali zvisano encimsko
aktivnost [Lodish, 2004].

Nasproten proces fosforilacije je defosforilacija, ki ga katalizirajo encimi fosfataze.

Ti z odstranitvijo fosfatne skupine proteine povrnejo v prvotno stanje [Murray, 2003].

ATP
B
” protein
protein kinaza
fosfataza
ADP

H,0O

Slika 2.7: Cikli¢na fosforilacija in defosforilacija je pogost celicni mehanizem regulacije
aktivnosti proteinov. V tem primeru je fosforiliran protein (zelen) aktiven, defosforiliran
(rde¢) pa neaktiven.

2.4.1.1 Fosforilacija citokromov P450

Najpomembnejsi protein, ki katalizira fosforilacijo citokromov P450, je protein ki-
naza A (PKA). PKA v polipeptidni verigi prepozna motiv Arg-Arg-Xaa-Ser in kata-
lizira fosforilacijo serina. Motiv je sicer prisoten pri razli¢nih citokromih P450, vendar
le pri dolocenih deluje kot mesto fosforilacije proteina. Aktivnost PKA je odvisna
od znotrajceli¢nih koncentracij cAMP. Te pa so odvisne od koncentracije hormonov,
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kot sta adrenalin in glukagon, ter prisotnosti drugih substratov, ki neposredno ali
posredno povzroc¢ijo dvig koncentracij cAMP. Fosforilacija deluje na citokrome P450

kot stikalo, ki povzroé¢i vklop ali izklop encima [Oesch-Bartlomowicz and Oesch, 2005].

2.5 LANOSTEROL 14a-DEMETILAZA - CYP51

Lanosterol 14a-demetilaza spada v naddruzino citokromov P450 in je bila prvi¢ okara-
kterizirana v kvasovki, Sacharomyces cerevisiae. Sodeluje pri odstranitvi 14a-metilne
skupine lanosterola in cikloartenola v biosintezi steroidov. Gen za C'YP51 najdemo
tako pri evkariontih (zivali, glive, rastline) kot tudi pri nekaterih prokariontih (Myco-
bacteria,

Methylococus capsulatus, Streptomyces coelicolor), kar je izjema znotraj naddruzine
citokromov P450, saj se vse preostale druzine C'YP nahajajo ve¢inoma le znotraj
enega kraljestva [Rezen et al., 2004].

2.5.1 Znacilnosti in posebnosti gena C'YP51

Za gene druzine C'YP51 so znacilne Stevilne posebnosti, ki naj bi bile posledica pred-
vsem esencialne metabolne funkcije [Debeljak et al., 2002].

Cloveski funkcionalni gen obsega 22 kb dolgo podroc¢je na kromosomu 7, oznaceno s
7q21.2-q21.3. Razdeljen je na 9 intronov in 10 razli¢no dolgih eksonov, ki kodirajo 1527
bp dolg bralni okvir. Izmed stirih ATG startnih kodonov, ki se nahajajo v bralnem
okviru, sta ATG2 in ATG3 najverjetnejsi mesti zacetka translacije. CYP51 mRNA
se izraza v vseh sesalskih tkivih z najvec¢jo mero izrazanja v modih. Moda pri vseh
vrstah vsebujejo tudi dodatno krajso obliko CYP51 mRNA, ki je prisotna izklju¢no
v moski kli¢ni liniji (preglednica 5.1). Krajsi mRNA prepis je posledica uporabe
bolj navzgor lezecega poliadenilacijskega mesta kot pri somatskih prepisih. Cloveski
gen C'YP51 ima prisotna tri razlicna poliadenilacijska mesta [Stromstedt et al., 1996],
[Rozman et al., 1996].

Nekateri sesalski genomi vsebujejo tudi gene, podobne C'YP51, ki ne vsebujejo intro-
nov. Ugotovili so, da so to nefunkcionalni, procesirani psevdogeni. Clovek ima dva, ki
se nahajata na 3. in 13. kromosomu. Identi¢nost psevdogena C'YP51P1 s kodirajodim
zaporedjem CYP51 je 96,5 %. Ni prekinjen z introni, vendar ima v svojem bralnem
okviru Sest stop kodonov zaradi tockastih mutacij. CYP51P2 je ravno tako brez in-
tronov, njegova identi¢nost s kodirajoco regijo CYP51 je 97,2 %. Zaradi vstavljenega

dodatnega baznega para po kodonu 9 ima spremenjen bralni okvir. Vsebuje se dodaten
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Preglednica 2.3: Znacilnosti sesalskih CYP51 genov in mRNA [Debeljak et al., 2002].

CYP51 lokacija ~ dolzina St. proc.* Somatska mRNA Testis specificna

vrsta [kb| psevdogenov kb mRNA [kb]
Clovek  7q21.2-3 >22 2 38 2.0
Podgana  n.d. >18 1 3,1, 2,7, 2,3 1,9
Mig 5A2 >23 0 Two-(n.d.) Two-(n.d.)
Prasic n.d. >91 0 2.4 1,8

* - procesiranih

stop kodon ter 131 baznih parov dolg LINE1-element po nukleotidu 606. Psevdogena
CYP51 sta nastala z dvema neodvisnima obratnima prepisovanjema CYP51 mRNA v
zarodnih celicah. Glede na $tevilo mutacij v kodirajoc¢i regiji je C'YP51P1 nastal pred
priblizno 9,5 milijona let ter C'YP51P2 pred priblizno 11,7 milijona. Inaktivirana sta
bila kmalu po vkljucitvi v genom [Rozman et al., 1996].

2.5.2 Regulacija CYP51

Promotorska regija CYP51 je zelo ohranjena. Mesta in zaporedja glavnih regulator-
nih elementov v promotorju so skoraj identi¢na v vseh do zdaj preiskanih sesalskih
vrstah. Promotor je brez TATA-zaporedja in z visoko vsebnostjo GC-parov, kar je
poleg velike ohranjenosti v aminokislinskem zaporedju znacilnost hisnih genov. Ve-
zavna mesta transkripcijskih faktorjev so: element, ki veze predstavnike Sp-druzine
transkripcijskih faktorjev (GC-blok), od cAMP odvisni regulatorni element, regula-
torni element, ki veze od sterolov odvisne transkripcijske faktorje (SRE) in nizje lezeci
promotorski element (DPE). Primarno je prepisovanje gena CYP51 v somatskih ce-
licah uravnavano preko od SRE-vezavnih proteinov odvisne poti [Debeljak et al., 2002],
[Tacer et al., 2003|, [Halder et al., 2002].

2.5.3 Protein CYP51

Sesalski CYP51 je 55 kDa velik protein, ki je vezan v membrano endoplazmatskega
retikuluma. Podobnost aminokislinskega zaporedja med razli¢nimi sesalskimi vrstami
je velika (Preglednica 2.4), Se posebej na podro¢ju mest, ki prepoznavajo substrat
(SRS).

Visoka ohranjenost vseh Sestih SRS-mest potrjuje kljuéno funkcijo proteina CYP51
v biosintezi sterolov pri vseh evkariontih. Reakcija, katalizirana s CYP51 je klju¢ni
korak sinteze ergosterolov pri glivah, fitosterolov pri rastlinah in holesterola pri Zivalih
(slika 2.8)[Debeljak et al., 2002]. Demetilacija substratov poteka preko treh zapore-
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Preglednica 2.4: Podobnost v aminokislinskem zaporedju CYP51 med razli¢nimi sesalci.
Prirejeno po [Debeljak et al., 2000].

prasi¢ podgana miS
¢lovek 9%5%  93% 91%
prasicé 94% 92%
podgana 96%

dnih monooksigenacij, pri ¢emer se intermediati ne sprostijo. Metilna skupina se
najprej pretvori v alkohol, nato v aldehid in se v zadnjem koraku odstrani kot me-
tanojska kislina (slika 2.9). Vsaka monooksigenacija zahteva eno molekulo NAPDH
in eno molekulo kisika (O,). Lanosterol 14a-demetilaza za svoje delovanje potrebuje
redoks partnerja, to je NADPH:citokrom-P450-reduktazo.

<
poe s LT

24,25-Di hidrolanosterol A holesterol
f o~ (zivali)
A~ -
:< -
—
"«@\A cvest (17 e
WA i ergosterol
Lanosterol X
+ e 4 (glive)
IR <
S 0 — -
o CYP51 W

24-Metilene-24,25-
Dihidrolanosterol

e < X ‘E ’F< _______ p fitosterol
. OJ:]:\ S CH . m* (rastline)

Obtusifoliol

Slika 2.8: CYP51-katalizirana reakcija demetilacije sterolov pri Zzivalih, glivah in rastli-
nah. Holesterol, ergosterol in fitosterol so glavni steroli pri teh skupinah organizmov.
[Debeljak et al., 2002]

CYP51 iz Mycobacterium tuberculosis po aminokislinski sestavi najbolj odstopa od
ostalih, vendar so zanj pozneje ugotovili, da ima podobne katalitske sposobnosti kot
ostali encimi iz te druzine. Prav tako veze azolne inhibitorje CYP51, kot je na primer
ketokonazol. Ker je topen, nima za evkarionte znacilnega N-terminalnega zaporedja,
ki je odgovorno za vsidranje proteina v membrano [Podust et al., 2001].

Najboljsa metoda za dolo¢anje terciarne strukture proteinov je rentgenska krista-
lografska analiza. Ta nam omogoca dolocitev koordinat atomov proteina in s tem

njegove tridimenzionalne strukture. Obicajno je najvecja tezava pri doloCevanju kri-
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Slika 2.9: Prikaz CYP51 katalizirane pretvorbe lanosterola v 4,4-dimetilholesta-8,14,24-
trienol (FF-MAS). Oksidativni intermediati matilne skupine C14 so prikazani s krepkimi
¢rkami. [Debeljak et al., 2002]

stalne strukture proteina njegova kristalizacija. Se posebej zahtevna je kristalizacija
membransko vezanih proteinov. Edina do danes znana kristalna struktura proteina
CYP51 je iz bakterije Mycobacterium tuberculosis. Pred doloditvijo te strukture je
bilo mogoce predvideti strukturo CYP51 le s pomocjo primerjave z zaporedji cito-
kromov z znanimi kristalnimi strukturami ter molekulskim modeliranjem na osnovi
njihove homologije in poznavanja strukture substrata. Razresitev kristalne strukture
topnega CYP51 je pripomogla k lazjemu molekulskemu modeliranju membransko ve-
zanega CYP51 v sesalcih in drugih evkariontih [Podust et al., 2001].

2.5.4 Fosforilacija/defosforilacija CYP51

Predvideva se, da na aktivnost proteina CYP51 vplivata tudi fosforilacija in defosfo-
rilacija. Raziskava Sonode s sodelavci kaze na uravnavanje aktivnosti CYP51 preko
fosforilacije, vendar to ni nedvoumno in neposredno dokazano. Primerjali so lano-
sterol 14a-demetilazno aktivnost mikrosomalnih frakcij iz podganjih jeter, ki so vse-
bovale CYP51. Aktivnost je bila visja v primeru defosforilacije proteinov s fosfa-
tazo. Njihovi rezultati nakazujejo, da je aktivnost CYP51 zmanjSana s fosforilacijo
[Sonoda et al., 1995].

Hitrost biosinteze holesterola v celoti je uravnavana preko encima 3-hidroksi-3-metil-
glutaril-CoA-reduktaze (HMGR), ki nastopa v zgodnji fazi biosinteze ter pretvarja
3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA v mevalonat. Aktivnost encima je med drugim re-

gulirana s fosforilacijo z AMP-aktivirano protein kinazo (AMPK), ki zmanjsa nje-
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govo aktivnost. AMPK fosforilira HMGR na serinu 872, kadar je koli¢ina celi¢nega
AMP velika. To prepreci sintezo holesterola, ki je energijsko potratna anabolna pot
[Nelson and Cox, 2004].

S fosforilacijo je regulirana tudi aktivnost 17a-hidroksilaze (CYPTA1), katere ak-
tivnost se s fosforilacijo poveca. CYPTAL je hitrost dolo¢ujoc¢i encim pri biosin-
tezi zol¢nih kislin, s ¢imer sodeluje pri uravnavanju koli¢ine holesterola v organizmu.
Stroup in Ramsaran sta na o€iS¢enem encimu pokazala, da je CYP7A1 substrat za
AMPK. Predvidevata, da je delovanje HMGR ter CYP7A1 usklajeno preko AMPK
[Stroup and Ramsaran, 2005].
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3 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen dela:

1. Spremeniti N-terminalni del ¢loveskega CYP51 in tako povecati njegovo topnost
(za dolo¢itev strukture proteina)

2. Preveriti stopnjo fosforiliranosti CYP51 v jetrnih celicah.

Hipoteza:

1. Sprememba N-terminalnega dela cloveskega CYP51 poveca topnost tega prote-

ma.

2. Aktivnost CYP51 je regulirana s fosforilacijo/defosforilacijo
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4 METODE IN MATERIALI

4.1 DELO Z BAKTERIJSKIMI CELICAMI

Med diplomskim delom smo uporabljali naslednje bakterijske seve:

e FE. coli One Shot TOP10F’ Competent cells(Invtrogen Cat.No.C3030-03)
Genotip: F{laclq Tnl0 (TetR)} merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZAM15 ®lacX74
recAl araD139 A(ara-lew)7697 galU galK rpsL endAl nupG,

e F. coli Library efficiency DH5a Competent cells (Invitrogen Cat.No.18263-
012)
Genotip: F- ¢80lacZAM15 A(AlacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(ry ,m;") phoA
supEd4 thi-1 gyrA96 relAl \-,

e F. coli HMS174(DE3) Competent cells (Novagene Cat.No. 69452-3)
Genotip: F- recAl hsdR (rg1omizys) Tif.

4.1.1 Priprava bakterijskih gojisc¢

4.1.1.1 Tekoce in trdo LB-gojis¢e (Luria-Bertani)

Reagenti:
e tripton (10 g)
e kvasni ekstrakt (5 g)
e natrijev klorid (NaCl) (10 g)
e bdH,O (do 1000 ml)
Za trdno LB-gojis¢e dodamo Se:
e agarozo (20 g)

Postopek:

Za pripravo 1 L LB-gojisca v steklenico dodamo 10 g triptona, 5 g kvasnega ekstrakta
in 10 g NaCl ter dopolnimo z bdH,O do 1 L (za trdo gojisée dodamo Se 20 g agaroze).
Tako pripravljeno zmes avtoklaviramo. Za pripravo LB plos¢ zmes po avtoklaviranju
razlijemo v petrijeve plosce (25 ml/100 mm petrijevko). LB z ampicilinom pripravimo
tako, da avtoklavirano zmes ohladimo na priblizno 55°C, nato dodamo ampicilin do

koné¢ne koncentracije 100 mg ampicilina/100 ml gojisca.
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4.1.1.2 Tekoce TB gojisce

Reagenti:

Raztopina I

tripton, 12 g
kvasni ekstrakt, 24 g
glicerol, 4 ml(8 g)

bdH>0, do 900 ml

Raztopina II

KH,PO,, 2,31 g
K,HPO,, 12,54 g

bdHs, do 100 ml

IM Tiamin (Vitamin B1)
ampicilin (100 mg/ml)

redke soli (za 100 ml; 2.7 g FeCl; x 6 H50, 0.2 g ZnCly, x 4 Hy0, 0.2 g CoCl,
x 6 H50, 0.2 g NayMoO, x 2 H50, 0.1 g CaCl, x 2 H50, 0.186 g CuSO4 x 5
HQO, 0.05 g H3B03)

Postopek:

Raztopini I in IT smo pripravili v lo¢enih steklenicah in jih vsako posebej avtoklavirali.

Pred inokulacijo z bakterijami in inkubacijo smo raztopini I in II zmesali v razmerju

10:1 ter jima dodali steriliziran tiamin (vitamin B1) do 1 mM koncentracije, ampicilin
do koncentracije 100 pul/ml in 250 ul redkih soli.

4.1.2 Transformacija bakterijskih celic

Reagenti:

kompetentne bakterijske celice
plazmidna DNA

S.0.C. medij (2 % tripton, 0.5 % kvasni ekstrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI,
10 mM MgCly, 10 mM MgSOy, 20 mM glukoza)
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e LLBamp-gojisce

Postopek:

Kompetentne celice, shranjene na -70 °C, smo odtajali na ledu ter naredili alikvote po
50 ul v predhodno ohlajene centrifugirke. Bakterijam smo dodali plazmidno DNA in
inkubirali na ledu 30 min. Nato smo bakterije v termobloku za 30-45 s izpostavili 42
°C. Povisana temperatura naredi bakterije dovzetnejse za sprejem plazmidne DNA.
Po 2 min inkubaciji na ledu, smo dodali 0,5 ml na 37 °C ogretega S.O.C medija ter
vse skupaj 1h inkubirali na 37 °C v stresalniku pri 225 rpm. Tako transformirane
bakterije smo prenesli na LBamp plosée (250 ul na plosco) ter inkubirali na 37 °C
preko no¢i. Plazmidna DNA nosi zapis za rezistenco na ampicilin, zaradi ¢esar na

ploscah zrastejo le bakterijske celice, ki so sprejele plazmid.

4.1.3 Namnozitev plazmidne DNA za izolacijo

Reagenti:
e transformirane bakterijske celice
e tekoce LBamp-gojisce

Postopek:
Plazmidi, ki smo jih uporabljali, se razlikujejo v stevilu kopij plazmida na bakterijsko
celico.

Namnozitev plazmidov z visokim Stevilom kopij na celico:

V laminariju smo v sterilne centrifugirke (15 ml) odpipetirali 5 ml tekoc¢ega LBamp-
gojisca ter inokulirali s transformiranimi celicami. V posamezne centrifugirke (15 ml)
smo nacepili eno samo kolonijo transformiranih bakterij iz LBamp-plosée. Epruvete

smo postavili v stresalnik na 37 °C in stresali pri 250 rpm preko no¢i (okoli 16 h).

Namnozitev plazmidov z nizkim Stevilom kopij na celico:
Postopek je enak, le da smo inokulirali 20 ml tekocega LBamp gojisca.

4.1.4 Izolacija plazmidne DNA

4.1.4.1 Izolacija manjsih koli¢in plazmidne DNA

Reagenti:

e QIAprep Spin Miniprep Kit
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Postopek:
QIAprep Miniprep Kit deluje na osnovi alkalne lize bakterijskih celic, ki ji sledi ad-
sorbcija DNA na silika-gel membrano v prisotnosti visoke koncentracije soli. Postopek

je sestavljen iz treh osnovnih korakov:
1. priprava in ¢iscenje bakterijskega lizata,
2. adsorbcija DNA na QIAprep-membrano,

3. spiranje in eluiranje plazmidne DNA.

centrifugirane
bakterije

l

resuspendiraj . e
liziraj vezava spiranje elucija Cista plazmidna
MR DNA
nevtraliziraj

Slika 4.1: Postopek izolacije plazmidne DNA [QIAGEN, 2005].

Prekono¢no kulturo bakterijskih celic smo najprej centrifugirali 10 min pri 2000-2500
g. Supernatant (gojisce) smo odlili, pelet, ki ga sestavljajo bakterijske celice, pa smo
resuspendirali v 250 ul pufra P1 z RNase A ter dekantirali v centrifugirke. Dodali
smo 250 pl pufra P2 (pufer za lizo), ki vsebuje NaOH in NaDS. NaDS je mocan
ionski detergent in povzroci razpad bakterijskih membran, kar vodi v lizo in spro-
stitev celi¢ne vsebine. NaOH pa povzrodi denaturacijo plazmidne in kromosomske
DNA ter proteinov. Reakcijo smo po 3 min prekinili z dodatkom 350 ul pufra N3
(nevtralizacijski pufer). Ce pustimo reakcijo ve¢ kot 5 min, se lahko zgodi ireverzi-
bilna denaturacija plazmidne DNA. Pufer N3 poleg nevtralizacije povzro¢i vzpostavi-
tev pogojev za adsorbcijo DNA (visoka koncentracija soli). Visoka koncentracija soli
povzroci precipitacijo denaturiranih proteinov, kromosomske DNA, celi¢nih ostankov
in NaDS, medtem ko manjsa plazmidna DNA renaturira in ostane topna. Zmes rahlo
premesamo, da zagotovimo popolno precipitacijo. Kontaminacijo plazmidne DNA s
kromosomsko DNA preprec¢imo tako, da centrifugirke ne vorteksiramo oziroma moc¢no
meSamo. Locevanje kromosomske in plazmidne DNA temelji na koprecipitaciji kro-
mosomske DNA skupaj z netopnimi kompleksi celicne stene. Po dodatku pufra N3
smo centrifugirke centrifugirali 10 min pri 13.500 rpm (17.900 g). Supernatant, ki
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vsebuje plazmidno DNA, smo dekantirali v QIAprep-spin kolono ter centrifugirali 30
do 60 s pri 13.500 rpm. Na kolono smo nanesli 500 ul pufra PB, s ¢imer smo odstranili
ostanke nukleazne aktivnosti, ter centrifugirali 30-60 s pri 13.500 rpm. Nato smo na
kolono nanesli 700 ul pufra PE, s ¢imer smo odstranili odve¢no koncentracijo soli, ter
centrifugirali dvakrat po 1 min pri 13.500 rpm. Plazmidno DNA smo eluirali s bdH5O.
In sicer smo na membrano kolone nanesli 50 ul na 65 °C ogrete bdH20 ter pustili
stati 5 min pri 37 °C, nato smo centrifugirali pri 13.500 rpm 1 min. Vsi uporabljeni
pufri (P1, P3, N3, PB in PE) so sestavni del kompleta QIAprep Miniprep.

4.1.4.2 Izolacija vecjih koli¢in plazmidne DNA

Reagenti:
e QIAGEN Megaprep Plasmid Kit

Postopek:

QIAGEN Megaprep Kit deluje na isti osnovi kot QIAprep Spin Miniprep Kit, le da
omogoca izolacijo vedje koli¢ine plazmidne DNA (do 2,5 mg). Delali smo po navodilih
proizvajalca (QIAGEN).

4.1.5 Etanolna precipitacija DNA

Reagenti:
e EtOH (95 %)
e EtOH (70 %)
e amonijev acetat CH3COONH, (7,5 M)

Postopek:

Etanolno precipitacijo smo uporabljali za koncentracijo in ¢iS¢enje plazmidne DNA,
ki smo jo potrebovali za transfekcijo ¢loveske celi¢ne linije HepG2. Izolirani plazmi-
dni DNA smo dodali 1/2 volumna 7,5 M amonijevega acetata ter 2,5-kratni volumen
95-odst. EtOH ohlajenega na -20 °C in postavili za 1 h na -20 °C. Ti pogoji pov-
zro¢ijo precipitacijo plazmidne DNA. Po 20 min centrifugiranju pri 4 °C na 15.000
g smo supernatant odlili, pelet pa resuspendirali s 70-odst. EtOH. Nato smo znova
centrifugirali 10 min pri 15.000 g, 70-odst. EtOH odpipetirali ter za 5-10 min postavili
v inkubator na 37 °C, da je EtOH v celoti izparel. Pelet smo nato resuspendirali v

bdH,0.



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007 26

4.1.6 Merjenje koncentracije plazmidne DNA

Reagenti:
e bdH,O
e izolirana plazmidna DNA

Postopek:

Koncentracijo in ¢istost vzorcev DNA smo merili s pomoc¢jo UV spektrofotometra.
Tako DNA kot RNA absorbirata UV svetlobo valovne dolzine 260 nm, zaradi ab-
sorbeijskega vrha dusikovih organskih baz (A, T, G, C, U) pri tej valovni dolzini.

L'em™! L, kadar je pot

Ekstinkcijski koeficient (¢) nukleotidov pri 260 nm je 20 g~
svetlobnega zarka skozi kiveto enaka 1 cm. Na podlagi tega ekstinkcijskega koefici-
enta, znasa absorbcija raztopine dsDNA, koncentracije 50 pg/ml, pri 260 nm, v kiveti
dolzine 1 cm, natanko 1. Koncentracijo nasih vzorcev smo izracunali s pomocjo na-

slednje enacbe:
Koncentracija DNA(ng/ul) = A260 nm - 50 ng/ul - razred¢itev(50)

Vzorce smo najprej redcili 50-krat: 10 pl plazmidne DNA na 500 ml bdH,O. Najprej
smo spektrofotometer umerili na bdH,O, ker smo v njej imeli raztopljeno DNA. Nato
smo v kiveto dodajali posamezne raztopine plazmidne DNA in merili absorbanco. Ci-
stost izolirane plazmidne DNA smo dolocili na podlagi razmerja med absorbcijo pri
260 nm (absorbcija nukleinskih kislin) in 280 nm (absorbcija aminokislin - triptofanski
ostanki). Razmerje naj bi bilo med 1,65 in 2.

4.1.7 Priprava trajne bakterijske kulture

Reagenti:
e bakterijska kultura
e tekoce LBamp-gojisce
e glicerol

Postopek:

Pripravili smo zmes tekoc¢ega LBamp gojisca, ki vsebuje 40 % V/V glicerola. Nato
smo v sterilne centrifugirke dodali 500 ul zmesi LBamp z glicerolom in 500 ul preko
noc¢i namnozene tekoce bakterijske kulture. Centrifugirke smo nekajkrat obrnili, da
se je zmes dobro premesala ter shranili v skrinjo na -70 °C.
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4.2 ELEKTROFOREZA DNA NA AGAROZNEM GELU

Reagenti:

® agaroza

1 x TAE-pufer (0,4 M Tris, 0,02 M ocetna kislina, 1 mM EDTA)

etidijev bromid (10 mg/ml)

barvilo (Fermentas: 6 x Orange Loading Dye Solution, #R0631)

1 kb DNA standard (Fermentas: O’geneRulerTM 1kb DNA Ladder, #SM1163)

Postopek:

Koncentracijo agaroznega gela smo izbrali na podlagi dolzine fragmentov, ki smo jih
analizirali. V erlenmajerico smo natehtali agarozo, dodali 1 x TAE-pufer in vse
skupaj stehtali. Agarozo smo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pecici, dolili
vodo do izmerjene mase pred segrevanjem ter dodali etidijev bromid. Raztopino smo
vlili v pripravljen nosilec z glavni¢kom, ter pustili, da se je gel strdil. Strjen gel smo
z nosilcem prenesli v aparat za elektroforezo (Biorad), ki je bil napolnjen z 1 x TAE-
elektroforetskim pufrom. Preden smo nanesli DNA v jamice v gelu, smo vzorcem
dodali 1 pl barvila (6 x nanaSalni pufer). Barvilo ima dvojno funkcijo. Vsebuje
glicerol, ki poveca gostoto zmesi, kar olajsa nanaSanje DNA-vzorca na gel, hkrati pa
vsebuje dve barvili (orange G in xylene cyanol FF), ki potujeta razli¢no hitro, glede na
njiju lahko sklepamo, kako dale¢ je prepotovala DNA v nasem vzorcu. Elektrofreza
je potekala pri 80-100 V od 20 min do 1 h, odvisno od velikosti fragmentov. Po
konc¢ani elektroforezi smo gel pogledali pod DNR Minibis (DNR Bio-imaging systems)
s pomoc¢jo programa GelCapture ver. 3.0 (DNR Bio-imaging Systems). Etidijev
bromid se interkalira med dvoverizno DNA in moc¢no absorbira UV-svetlobo, zaradi

Cesar v gelu vidimo svetlo liso.

4.3 CISCENJE DNA 1Z GELA

Reagenti:
e Montage DNA Gel Extraction Kit (Millipore, Cat. No. LSKG ELO 50)

Postopek:

Kit deluje na podlagi lo¢itve DNA-fragmentov s pomocjo elektroforeze na agaroznem
gelu ter naknadne izolacije Zelenega fragmenta iz agaroznega gela. S kitom lahko
izoliramo fragmente med 100 in 10,000 bp. Kit vsebuje modificiran TAE-pufer, ki se
od normalnega razlikuje v nizji koncentraciji EDTA. S tem se zmanjsa vpliv EDTA
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gel, ki vsebuje DNA
—— Gel Nebulizer
fL

posodica za
{ filtriranje vzorca

Slika 4.2: Slika prikazuje zgradbo naprave za ekstrakcijo DNA iz gela [Millipore, 2002]

na aktivnost encimov pri nadaljnjih postopkih. Zmes (=20 pl DNA + 4 ul pufra za
nanaSanje) smo nanesli na 1.2-odst. agarozni gel (60 ml bdH50, 12 ml modificiranega
50x TAE-pufera, 0,72 g agaroze in 2 ul EtBr) skupaj z 5 ul 1 kb lestvice ter izvedli
elektroforezo 30 min pri 90 V. Zeljen fragment smo iz gela izrezali pod UV lucjo.
Fragment izrezemo ¢imbolj natan¢no. Izrezan gel smo polozili v Gel Nebulizer, tega v
Cisto centrifugirko, zaprli in centrifugirali 10 min pri 5000 g. Centrifugalna sila potisne
gel skozi Gel Nebulizer in ga pri tem spremeni v fino zmes, ki se ujame v mikroporozni
membrani (v sample filter cup). Zeljena DNA preide skozi membrano in se nabere v

centrifugirki, raztopljena v modificiranem TAE-pufru.

4.4 MUTAGENEZA EKSPRESIJSKEGA VEKTORJA pET17b hCYP51 a3A4

Ekspresijski vektor pET17b a3A4 vsebuje skrajsano obliko ¢loveskega encima CYP51,
brez transmembranske regije N-terminalnega dela proteina. Nas cilj je bil spremeniti
3 aminokisline N-terminalnega konca skrajsanega proteina, kar bi povecalo topnost le-
tega v citoplazmi bakterijskih celic. Mutagenezo smo uvedli s pomocjo QuickChange
IT site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Kit lahko uporabljamo za izvedbo me-
stno specificne mutageneze, za zamenjavo aminokislin ter za delecijo oziroma insercijo
posameznih ali ve¢ skupaj leze¢ih aminokislin. Deluje na podlagi PCR reakcije, kjer
tarcno zaporedje mutiramo s pomocjo sinteti¢nih zacetnih oligonukleotidov, ki vsebu-
jejo zeleno mutacijo. Zacetna oligonukleotida sta komplementarna nasprotnim veri-
gam plazmida in se podaljSujeta med termalnimi cikli s PfuUltraTM DNA-polimerazo
ter tvorita mutiran plazmid. PfuUltraTM DNA-polimeraza ima 18-krat ve¢jo natanc-
nost sinteze DNA kot Taq DNA-polimeraza, zaradi Cesar so skorajda odstranjene
nezelene mutacije plazmidne DNA. Po termalnih ciklih PCR-produkt izpostavimo
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Sinteza mutirane verige
lzvedba termalnih ciklov za:
1) denaturacijo nativne DNA

2) aneling mutagenih primerjev
3) poddalisanje primerjev s Pfullira DNA poly

4

< oS Dpnl razgradnja nemutirane DNA
: \ Dpnl' razgradi ne metilirano in
‘oo hemimetilrano DNA

Transformacija v TOP10 F' One Shot
kompetentne celice

O-0-0-©

Slika 4.3: Pregled metode mestno specificne mutageneze s QuickChange II site-directed

mutagenesis kit [Stratagene, 2004].

delovanju Dpnl endonukleaze (tar¢no zaporedje 5 - GmSATC - 3’). Dpnl razreze

metilirano (nemutirano) in hemimetilirano DNA medtem ko mutirane ne. Prvotni

plazmid mora biti zato namnozen v dam™’ FE.coli, sicer se plazmidna DNA ne raz-

gradi. Mutirano plazmidno DNA nato transformiramo v bakterijske celice (slika 4.3).

4.4.1 Redcenje oligonukleotidnih zacetnikov

Oligonukleotidne zac¢etnike (PROLIGO (SIGMA)) smo razred¢ili na 5uM koncentra-

cijo z dodatkom bdH50O (Preglednica 1).
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Preglednica 4.1: Shema redc¢enja oligonukleotidnih zacetnikov na 5 M koncentracijo.

Oligonukleotidni Prvotna koncentracija Redcitev
zacetnik [eM] olig.zacetnik |pl] bdH2O [ul]
ATV-hCYP51-f 62 1,61 18,39
A7TV-hCYP5H1-r 72 1,39 18,61
VQ11APP-hCYP51-f 29 3,45 16,55
VQ11APP-hCYP51-r 24 4,17 15,83
A7V-hCYP51m-f 33 3,03 16,97
A7V-hCYP51lm-r 32 3,13 16,87
pcDNA-CYP51-f 40 2,50 17,5
pcDNA-CYP51-His-r 16 6,25 13,75
pcDNA-CYP51-GFP-r 25 4 16

4.4.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR) s Pfu-polimerazo

Reagenti:

plazmid pET17b hCYP51 a3A4 1b

bd HyO

10 x Pfu-polimerazni pufer

smiselni oligonukleotidni zacetniki:

— A7V-hCYP51: 5 - GCTCGTCGTAAAGCCGTTGGCCACCTGGTCCAGCTG - 3’

— VQ11APP-hCYP51: 5 - GTAAAGCCGCCGGCCACCTGGCCCCACCACTGCC-
CGCAGGGGTGAAAAGTC - 3

protismiselni oligonukleotidni zacetniki:

— A7V-hCYP51: 5 - CAGCTGGACCAGGTGGCCAACGGCTTTACGACGAGC - 3’

— VQ11APP-hCYP51: 5 - GACTTTTCACCCCTGCGGGCAGTGGTGGGGCCAG-
GTGGCCGGCGGCTTTAC - 3

deoksiribonukleotidi (ANTPmix)

PfuUltra DNA-polimeraza
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Postopek:

V centrifugirki za PCR smo pripravili reakcijsko zmes, ki je vsebovala 5 ul polime-
raznega pufra, 0,5 ul plazmidne DNA, 1,25 pl smiselnega ter 1,25 ul protismiselnega
oligonukleotidnega zacetnika, 0,5 pul ANTPmix, 0,5 ul Pfu-polimeraze ter 16 ul bdH,O
(kon¢ni volumen 25 ul). Nastavili smo 2 reakcijski zmesi. Prva je vsebovala smiselni in
protismiselni oligonukleotidni zac¢etnik A7V-hCYP51, druga pa VQ11APP-hCYP51.
PCR-reakcijo smo izvedli v GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) pri
naslednjih pogojih:

zaCetna denaturacija 95 °C  45s

18 ciklov: 95°C 30s
55°C 1 min
68 °C 6 min

koné¢ni korak: 72 °C 10 min
4°C 00

Pomembno je, da je zadnji korak pri 72 °C dovolj dolg, da se v tem ¢asu PCR-produkti

v celoti podvojijo. PCR produkte smo izpostavili delovanju Dpnl-endonukleaze.

4.4.3 Restrikcija nemutirane plazmidne DNA

Reagenti:
e PCR-produkti
e Dpnl-restrikcijski encim

Postopek:

Vsakemu PCR produktu smo dodali 0,5 p Dpnl restrikcijskega encima. Zmes smo
rahlo premesali s pipetiranjem ter inkubirali 1 h na 37 °C. V tem casu restrikcijski
encim razreze metilirano in hemimetilirano plazmidno DNA, ostane pa le na novo
namnozena plazmidna DNA. Tako pripravljeno plazmidno DNA smo transformirali v
bakterijske celice, namnozili in izolirali ter poslali na dolo¢anje nukleotidnega zapo-

redja, da smo ugotovili ¢e je mutageneza uspela.

4.4.4 Izrazanje pET17b hCYP51 a3A4 v E. coli

pET-sistem je bil razvit za kloniranje in izrazanje rekombinantnih proteinov v E. coli.
Izrazanje tarénih genov kloniranih v pET-plazmidu je pod kontrolo bakteriofagnega
T7 promotorja in se inducira ob prisotnosti T7 RNA-polimeraze v gostiteljski celici.
Aktivnost le te je ob popolni indukciji tako velika, da se ve¢ina celi¢nih virov preu-

smeri v sintezo tarénega proteina. Tarc¢ne gene prvotno spreminjamo v sevih, ki ne
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vsebujejo T7 RNA-polimeraze, s ¢imer preprec¢imo sintezo tar¢nih proteinov in mo-
rebitno njihovo citotoksi¢nih. Izrazanje tarc¢nih proteinov lahko induciramo na dva
nacina:

1. infekcija gostiteljskega seva s ACE6-bakteriofagom, ki nosi zapis za T7 RNA-
polimerazo, pod kontrolo Apy, in p; promotorjev,

2. transformacija pET-plazmida v ekspresijski sev, ki na kromosomski DNA nosi
zapis za T7 RNA-polimerazo, pod kontrolo lacUV5.

V drugem primeru je izrazanje inducirano s dodatkom IPTG (Slika 4.4).

INDUKCUA s IPTG

E.coli RNA v T7 RNA
polimeraza polimeraza

| T7 gen |
(3 T7 RNA polimeraza |
v |
| | laco |
|
|
|

taréni gen

T7 promotor

m—

kromosomska DNA E.coli

Slika 4.4: Shemati¢ni prikaz mehanizma indukcije izraZanja rekombinantnega proteina v E.
coli z IPTG (izopropil-3-D-tiogalaktopiranozide). IPTG inaktivira lac-represor, kar omo-
goCi vezavo RNA-polimeraze E. coli na lac-promotor in prepis T7 RNA-polimeraze. Sle-

dnja omogoca prepis tarénega proteina na plazmidu pET, ki je pod kontrolo T7-promotorja
[Novagen, 2006].

Reagenti:
e gojisce TB
e 0,5 M IPTG

e 1 M d-aminolevulinsko kislino
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Postopek:

Dan pred indukcijo izrazanja plazmida pET17b smo HMS174-celice nacepili v 10
ml LBamp-gojisca ter preko noci inkubirali na stresalniku pri 37 °C in 200 rpm.
Naslednje jutro smo 100 ml TBamp-medija inokulirali z 1 ml prekonoc¢ne LBamp-
kulture in inkubirali v stresalniku pri 37 °C in 200 rpm 5 h. Po 5 h smo dodali IPTG
in d-aminolevulinsko kislino do 1 mM koncentracije. Inkubacijo smo nadaljevali v
stresalniku pri 28 °C in 180 rpm nadaljnjih 67 h. Po konc¢ani inkubaciji smo gojisce
centrifugirali 10 min na 4 °C pri 3000 g. Supernatant smo odlili, pelet (celice) pa
shranili na -70 °C.

4.4.5 Izolacija in ¢is¢enje pET17b hCYP51 a3A4 iz E.coli

Reagenti:

e fosfatni pufer (20 mM K-PO,, pH 8.0, 0,1 mM EDTA, 500 mM NaCl, 0,4 %
Triton X-100, 20 % glicerol)

e 1 mM DTT

10 pg/ml DNAze I

0,5 mM PMSF

0,5 mg/ml lizocima

Postopek:

HMS174 celice smo odtalili na sobni temperaturi in jih resuspendirali v 10 ml fosfa-
tnega pufra, ki smo mu pred tem dodali 0,1 ml DDT, 0,1 ml DNAze I, 0,5 ml PMSF
in 2 ml lizocima (volumni so prepra¢unani na 100 ml fosfatnega pufra). Celice smo
po 45 min inkubaciji na ledu sonificirali (3 krat po 20 s) in 45 min centrifugirali pri
4 °C na 100.000 g. Supernatant smo prelili v centrifugirke (15 ml), odvzeli vzorec 1

ml, zamrznili v teko¢em dusiku ter shranili na -80 °C.

4.4.6 Merjenje koncentracije mutiranih proteinov CYP51

Merjenje koncentracije citokromov P450 temelji na njihovih spektroskopskih lastno-
stih ob redukciji in vezavi CO. Koncentracijo izracunamo na podlagi ekstinkcijskega

koeficienta po naslednji enacbi:

A=c-c-l (4.1)

_ Auso — Augo

C_—
g1
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Reagenti:
e vzorci hCYP51
e ogljikov monoksid (CO)
e natrijev ditionit (NagS,0y)
e UV-VIS dual spektrofotometer

Postopek:

V posamezne vzorce hCPY51 smo priblizno 30 s uvajali CO (hitrost 1 mehuréek na
s). Po 500 ul vzorca smo odpipetirali v dve kiveti in na UV-VIS spektrofotometru
izmerili bazno linijo. V eno kiveto smo nato dodali zelo majhno koli¢ino NayS,Oy,
premesali ter merili diferen¢ni spekter pri 400-500 nm. Meritev smo ustavili, ko vrh
pri 450 nm ni ve¢ narascal oziroma je zacel padati. Koncentracijo smo izra¢unali po
enachbi (4.2). Ekstinkcijski koeficient znaga (91 mM~' em™). Razlika absorbanc se

uporablja zato, da se izni¢i vpliv drugih dejavnikov, na jakost abosrbcije pri 450 nm.

4.5 PRIPRAVA PLAZMIDNE DNA ZA IZRAZANJE CITOKROM P450 REDUK-
TAZE V E. cols

Citokromi P450 za delovanje potrebujejo donorja elektronov, ki je v primeru CYP51
citokrom P450 reduktaza (CPR). S pomocjo PCR-reakcije smo iz goveje jetrne cDNA
namnozili goveji gen za CPR (bCPR) in ga klonirali v ekspresijski vektor pET17b.
Uspesnost kloniranja smo preverjali z restrikcijo in z dolo¢anjem nukleotidnega zapo-
redja insertov.

Namnozitev gena bCPR iz ¢cDNA smo najprej izvedli s oligonukleotidnimi zacetniki,
ki so se povsem prilegali zacetnemu in kon¢nemu delu gena. Na dobljenem PCR-
produktu smo nato izvedli vgnezden-PCR, z oligonukleotidnimi zacetniki, ki so na 3’
koncih vsebovali restrikcijska mesta (Ndel in Sall).

4.5.1 Polimerazna verizna reakcija (PCR) za namnozitev bCPR iz cDNA

Reagenti:
e plazmid pET17b
e bdH,O
e 2x Master Mix-polimerazni pufer

e PfuTurbo DNA-polimeraza
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e smiselni oligonukleotidni zacetniki:

— bCPR-fw: 5 - CATGGCAGACTCCAACATGGATGCCGGCACCAC - 3

e protismiselni oligonukleotidni zacetniki:

— bCPR-a-rv: 5 - CTAGCTCCATACGTCCAGGGAGTAGCGGCCCTTG - 3’
— bCPR~b-rv: 5 - GCTCCATACGTCCAGGGAGTAGCGGCCCTTG - 3’

Postopek:

V centrifugirki za PCR smo pripravili reakcijsko zmes, ki je vsebovala 12,5 ul Ma-
ster Mix-pufra, 1,5 ul cDNA, 2,5 ul smiselnega (CPR-b-fw) ter 2,5 ul protismiselnega
(CPR-a-rv ali CPR-b-rv) oligonukleotidnega zacetnika, 0,3 ul Pfu-polimeraze ter 5,7
pl bdHyO (koné¢ni volumen 25 pl). Nastavili smo 2 reakeijski zmesi. PCR-reakcijo
smo izvedli v.GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) pri naslednjih po-
gojih:

zaCetna denaturacija 95 °C 5 min
10 ciklov: 95 °C 45 s
60 °C 30 s
72°C 1min 15s
15 ciklov: 95°C 45 s
55 °C 30 s
72°C 1min 15s
kon¢ni korak: 72 °C 10 min
4 °C 00

4.5.2 Vgnezdena polimerazna veriZna reakcija (PCR)

Reagenti:
e PCR-produkt

e bdH,O

2x Master Mix-polimerazni pufer

PfuTurbo DNA-polimeraza

smiselni oligonukleotidni zacetniki:

— N-CPR: 5 - GGAATTCCATATGGCAGACTCCAACATGGATGCCGGCACCACCAC
-3

protismiselni oligonukleotidni zacetniki:
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— His-CPR: 5 - CTGCTTCTAGATCAGTGATGGTGATGGTGATGTTTTGATCTTCG-
TTTGTAACGGATAACTGGGTTCTCAGGGGTGTG - 3’

Postopek:

V centrifugirki za PCR smo pripravili reakcijsko zmes, ki je vsebovala 12,5 ul Master
Mix pufra, 5 ul PCR, 2,5 ul smiselnega (N-CPR) ter 2,5 ul protismiselnega (His-
CPR) oligonukleotidnega zacetnika, 0,3 ul Pfu-polimeraze ter 2,2 ul bdH,O (konéni
volumen 25 pl). PCR-reakcijo smo izvedli v GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems) pri naslednjih pogojih:

zaCetna denaturacija 95 °C 4 min
10 ciklov: 95 °C 30 s
57 °C 45 s
72°C 2min 20 s
25 ciklov: 95 °C 30 s
52 °C 45 s
72°C 2min 20 s
konéni korak: 72 °C 10 min
10 °C o0

4.5.3 Kloniranje bCPR PCR v pET17b ekspresijski vektor

Na PCR-produktu in vektorju pET17b smo naredili restrikcijo z Ndel in Sall, o¢istili iz
gela, izvedli ligacijo ter z ligacijsko meSanico transformirali XL1-Blue celice. 1z zraslih

kolonij smo namnozili plazmide in jih poslali na doloc¢anje nukleotidnega zaporedja.

4.5.3.1 Ligacija

Reagenti:
e PCR-produkt
e vektor pET17b
e T4 DNA-ligaza
e 5 x ligacijski pufer

Postopek:

V centrifugirki smo pripravili reakcijsko zmes, ki je vsebovala 7 ul oc¢is¢enega PCR-
produkta, 2 pl 5x ligacijskega pufra, 0,5 pl T4 DNA-ligaze ter 0,5 pl ocis¢enega
vektorja pET17b. Zmes smo inkubirali na 16 °C preko no¢i, ter naslednji dan izvedli

transformacijo.
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4.6 PRIPRAVA PLAZMIDNE DNA ZA IZRAZANJE hCYP51-His V SESALSKIH
CELICAH

Plazmid hCYP51-His smo pripravili s pomoc¢jo CT-GFP Fusion TOPO TA Expres-
sion Kita (Invitrogen). Kit omogoca hitro in u¢inkovito kloniranje PCR-produktov,
namnoZenih s Tag-polimerazo, v linearizirani plazmidni vektor pcDNA3.1/CT-GFP-
TOPO, in moznost fuzije GFP proteina (green florescent protein) na C-terminalni
konec produkta. Zapis za GFP-protein se nahaja v plazmidu pcDNA3.1, vendar je
treba insert za kloniranje pripraviti tako, da na 3’-koncu ne vsebuje STOP-kodona in
da se GFP prepisuje v pravilnem bralnem okviru. GFP, ki se uporablja v teh vek-
torjih, je spremenjena oblika nativnega GFP, z izboljsanim izrazanjem in fluorescenco
v sesalskih celicah. Tag polimeraza se uporablja zaradi terminalne transferazne ak-
tivnosti, ki PCR produktom na 3’-koncu doda posamezne deoksiadenozine. Vektor
pcDNA3.1 ima namrec¢ na 3’-koncih dodan deoksitimidinski ostanek, ki omogoca pri-
leganje vektorja in PCR-produktov ter ligacijo s topoizomerazo 1. Ce ne uporabljamo

Tag-polimeraze, moramo PCR-produktom naknadno dodati deoksiadenozine.

4.6.1 Priprava PCR produktov

Reagenti:
e plazmidna DNA
e bdH,O

e smiselni oligonukleotidni zacetnik:

— pcDNA-Cyp51: 5 - GGAATTCGGTACCATGGCGGCGGCGGCTGGGATGCTG
-3

e protismiselni oligonukleotidni zacetnik:

— pcDNA-Cyp51-His: 5°- CTGCTTCTAGATCAGTGATGGTGATGGTGATGTTTT-
GATCTTCGTTTGTAACG GATAACTGGGTTCTCAGGGGTGTG - 3

— pcDNA-Cyp51-GFP: 5’ - CTGCTGATATCTGCAGAATTGCCCTTTTGATCTTCGTTT-
GTAACGGATAACTGG GTTCTCAGGGGTGTG - &

e 10x Pfu-polimerazni pufer
e dNTPmix

e PfulUltra DNA-polimeraza
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Postopek:

V centrifugirki za PCR smo pripravili reakcijsko zmes, ki je vsebovala 2,5 ul 10x Pfu-
polimeraznega pufra, 2 pul dNTPmix, 2 ul plazmida, 2,5 ul smiselnega oligonukle-
otidnega zacetnika, 2,5 ul protismiselnega oligonukleotidnega zacetnika, 0,5 ul Pfu,
polimeraze ter 13 pl bdH20 (konéni volumen 25 pul).

Nastavili smo dve reakcijski zmesi, z naslednjimi oligonukleotidnimi pari:

a) pcDNA-hCYP51 + pcDNAhCYP51-His

b) pcDNA-hCYP51 + pcDNAhCYP51-GFP

PCR-reakcijo smo izvedli v GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) pri
naslednjih pogojih:

zaCetna denaturacija 95 °C 4 min
10 ciklov: 95 °C 30 s
57 °C 45 s
72°C 2min 20 s
25 ciklov: 95 °C 30 s
52 °C 45 s
72°C 2min 20 s
konéni korak: 72 °C 10 min
4 °C o0

Pfu-polimeraza ima nizjo hitrost vgrajevanja nukleotidov kot Tag-polimeraza, zaradi
Cesar smo Cas podvajanja pri 72 °C nastavili na 2 min 20 s in kon¢ni korak na 10
min. UspeSnost PCR reakcije smo preverili na agaroznem gelu, nato smo dobljene
produkte odcistili in izolirali s pomoc¢jo DNA Gel exstraction kita. Tako dobljene
oCis¢ene produkte smo s pomocjo kita TOPO TA cloning (Invitrogen) klonirali v
plazmidni vektor pCR4-TOPO (3956 bp). Ker je kit prirejen za kloniranje s Tag-
polimerazo namnozenih PCR-produktov, smo nasim produktom na 3’-konec dodali Se
deoksiadenozine.

4.6.2 Dodatek deoksiadenozina na 3’ konec PCR produktov

Reagenti:
e PCR-produkt
e Master mix (ANTPmix, Tag-polimeraza, pufer)

Postopek:

5 pl ociscenih PCR produktov, hCYP51-His in hCYP51-GFP, smo dodali 5 p] master
mixa ter 10 min inkubirali pri 72 °C. Nato smo reakcijsko zmes postavili na led in
nadaljevali s kloniranjem v pCR4-TOPO.
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4.6.3 Kloniranje v pCR4-TOPO

Reagenti:
e PCR-produkt (s 3’ deoksiadenozinom)
e raztopina soli (1,2M NaCl, 0,06M MgCl,)

e TOPO-vektor (pCR4-TOPO)

Postopek:

Za kloniranje smo uporabili TOPO TA cloning kit (Invitrogen). Pripravili smo dve
reakcijski zmesi, ki sta vsebovali 2 pul PCR produkta, 0,5 ul raztopine soli ter 0.5
pul TOPO-vektorja (konéni volumen reakcijske zmesi je 3 pl). Zmesi smo 10 min
inkubirali na sobni temperaturi, nato pa plazmidne vektorje transformirali v DH5a-
kompetentne celice. Uspesnost kloniranja smo preverili z namnozitvijo plazmidne

DNA v tekoci kulturi, izolacijo ter restrikcijo le-te z EcoRI.

4.6.4 Restrikcija z FcoRI1

Reagenti:
e plazmidna DNA
e 10 x BSA
e restrikcijska endonukleaza EcoRI "
e NEBuffer 4
e bdH,O

Postopek:

V reakcijsko zmes smo dodali 5 ul plazmidne DNA, 1 ul 10 x BSA, 0,3 ul EcoRI, 1
pl NEBuffer in 2,7 pul bdHyO (konéni volumen 10 ul) ter vse skupaj inkubirali 2 h
na 37 °C. Zatem smo restrikcijsko zmes nanesli na agarozni gel. Uspesno klonirane
fragmente smo poslali na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja.

4.6.5 Restrikcija s Kpnl in Noil

Plazmidni vektor pCR4 TOPO TA s fragmentom hCYP51-His smo rezali s restrik-
cijskima endonukleazama Kpnl in Notl. Kpnl-restrikcijsko mesto smo v vektor vnesli
s pomocjo zacetnega oligonukleotidnega zacetnika, medtem ko je bilo Notl-mesto ze
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vsebovano v plazmidnem vektorju. Na enak na¢in smo razrezali tudi plazmidni vektor
pcDNA3.1 TOPO TA, s ¢imer smo omogocili uspesno ligacijo hCYP51-His fragmenta.
Reagenti:

e plazmidna DNA

e restrikcijski endonukleazi (Kpnl in Notl)
e bdH,0O

e 10 x BSA

e 10 x Multicore-pufer (250 mM tris-acetat, pH 7,5, 1 M natrijev acetat, 100 mM
magnezijev acetat, 10 mM DTT)

e Buffer D (60 mM Tris-HCI, pH 7.9, 60 mM, MgCl12, 1,5 mM NaCl, 10 mM DTT)

Postopek: V centrifugirki smo zmesali 30,4 ul pCR4 plazmidnega vektorja s hCYP51-
His 1 insertom, 4 pl 10xBSA, 4 ul 10xNEBuffer 4, 1 pul Notl in 0,6 pul Kpnl. Zmes
smo inkubirali pri 37 °C priblizno 24 h, ter uspesnost restrikcije preverili na agaroznem
gelu.

4.7 DELO z NESMRTNIMI CELICNIMI KULTURAMI
Delo z nesmrtnimi celi¢nimi kulturami zahteva visoko stopnjo sterilnosti, da ne pride
do virusnih, bakterijskih ali glivi¢nih okuzb. Pri HepG2-celi¢ni liniji smo izvedli pre-

hodno transfekcijo s plazmidnim vektorjem pcDNA3.1/CT-GFP TOPO, ki je vseboval
insert hCYP51-His.

4.7.1 Gojenje HepG2-celi¢ne linije
Lastnosti HepG2-celi¢ne linije so prikazane v preglednici 4.2.

Preglednica 4.2: Lastnosti HepG2-nesmrtne celice linije

Ime organizem tkivo fenotip upraba v znanosti
stabilne celi¢ne transfekcije
prehodne celi¢ne transfekcije

HepG2 ¢lovek jetra  adherentne
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Reagenti:

e gojisce: 89 % DMEM (koncentracija glukoze 4,5 g/1), 10 % serum mlade govedi,
1 % L-glutamin, pH 7,05 — 7,15,

e PBS-pufer (0,137 M NaCl, 2,7 mM KCl, 4,8 mM Nay,HPOy, 1,9 mM KHy,POy,),
e raztopina tripsina (0,25-odst. tripsin-EDTA-raztopina)

Postopek:

HepG2-celice smo gojili v steklenickah za celi¢ne kulture (povrsine 75 cm?) v inkuba-
torju pri 37 °C, 100 % vlaznosti in 5 % CO,. Ko so celice preragéale 90-100 % povrsine
steklenicke smo jih precepili v razmerju 1:3. Precepljali smo jih tako, da smo najprej
aspirirali gojisce, celice sprali z 10 ml PBS pufra, jim nato dodali 3ml tripsina ter
inkubirali pri 37 °C, 5-10 min, dokler niso odstopile od podlage. Tripsin razgrajuje
ekstracelularne proteine, s katerimi so celice pritrjene na podlago steklenicke. Delova-
nje tripsina smo inhibirali z dodatkom svezega gojisca, ki je vsebovalo serum, in celice
centrifugirali (sobna temperatura, 5 min, 1000 g). Supernatant smo odlili, celice pa
raztopili v 12 ml gojisca ter v alikvotih po 4 ml prenesli v sveze steklenicke za celicne
kulture.

Celice so bile shranjene v tekoc¢em dusiku pri -196 °C. Odtajanje in ponovno ozivljanje
je za celice 8ok, zaradi Cesar smo pred nacrtovano transfekcijo naredili nekaj pasaz,

da se je delovanje celic normaliziralo.

4.7.2 Transfekcija HepG2-celi¢ne linije

Ker uspesnosti transfekcije HepG2-celic s plazmidom pcDNA3.1 hCYP51-His ni mo-
goCe enostavno preveriti, smo uspesnost transfekcije optimizirali s pomocjo plazmidov
pcDNA3.1 GFP in pEGFP-N1. V tem primeru je uspesnost transfekcije celic HepG2
premosorazmerna s flourescenco le-teh. Plazmida sta med seboj identi¢na in se razli-
kujeta zgolj v spektralnih lastnostih proteina GFP.

Transfekcije smo izvajali v plos¢icah z 12 vdolbinami (povrsina vdolbine je 3,66
cm?)(Slika 4.5). Posamezni nadini transfekcije zahtevajo razlicno stopnjo konfluen-
tne rasti celic. Tako smo dan pred nacrtovano transfekcijo v vdolbine ploscic nacepili
razli¢ne volumne tripsiniziranih celic in s tem dosegli Zeleno konfluentnost (preglednica
4.3).

V primeru, ko se tuja DNA vneSena v celico pri transfekciji pred mitozo celic izgubi,
govorimo o prehodni transfekeiji. Ce pa se le-ta vgradi v genomsko DNA celice in se

med mitozo ne izgubi, govorimo o stabilni transfekciji.
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Preglednica 4.3: V preglednici so podane prostornine tripsiniziranih celic, ki smo jih nanesli
v vdolbine, da smo dosegli Zeleno konfluentnost celic na dan transfekcije.

Tip Zahtevana  Nacepitveni Volumen dodanega

transfekcije konfluentnost ~ volumen' gojisca Proizvajalec
CaCl, 70 % 0,29 ml 1 ml
FuGene HD 80-90 % 0,39 ml 1 ml Roche
Lipofectamine 2000 90-95 % 0,44 ml 1 ml Invitrogen

1_Volumni so ustrezni v primeru, ko je konfluentnost celic v steklenickah za celi¢ne kulture, ki smo
jih tripsinizirali (75 cm?) znagala 100 %.

4.7.2.1 Transfekcija s CaCly

Transfekcija s CaCl, je klasi¢en nacin vnosa plazmidne DNA v taréno celico. CaCl, z
DNA tvori precipitat, ki se veze na povrsino sesalskih celic in po do zdaj Se neznanem
mehanizmu omogo¢i da do 10 % celic sprejme DNA.

Reagenti:

e bdH,O

e 2 x HBS-pufer (280 mM NaCl, 10 mM KCI, 1,5 mM NayHPO,4, 12 mM glukoza,
50 mM HEPES, pH 7,05

e plazmidna DNA (pcDNA3.1-GFP in pEGFP-N1)
e 2 M CaCIQ

Postopek:

Za transfekcijo celic smo v centrifugirki pripravili zmes 30 ul sterilne bdH,0O, 33 ul 2
x HBS-pufra in 2 pg plazmidne DNA (1,4 u pcDNA3.1-GFP ter 6,7 p pEGFP-N1),
dobro premesali in med meSanjem po kapljicah dodali 4,3 pl CaCl,. Sledila je 30 min
inkubacija na sobni temperaturi, nato smo zmes znova premesali s pipetiranjem ter
dodali v vdolbine s celi¢nimi kulturami. Celice smo vrnili v inkubator in uspes$nost

transfekcije preverili po 48 h pod invertnim mikroskopom.
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4.7.2.2 Transfekcija s FuGene HD Transfection Reagent

FuGene HD transfekcijski reagent je meSanica lipidov in drugih komponent v 80-odst.
etanolu, ki z DNA tvori kompleks in ga prenese v zivalske celice. Ima nizko stopnjo
citotoksi¢nosti in ne vpliva na morfologijo celic.

Reagenti:
e FuGene HD-transfekcijski reagent
e diluent (DMEM)

e plazmidna DNA (pcDNA3.1-GFP in pEGFP-N1)

Postopek:

V centrifugirkah smo najprej pripravili transfekcijski kompleks, ki vsebuje razli¢na
razmerja DNA : FuGene HD (preglednica 4.4). V centrifugirki smo najprej zmesali
diluent in plazmidno DNA, nato dodali FuGene HD in moc¢no premesali. Po 15 min
inkubacije smo meSanico po kapljicah dodali celi¢nim kulturam. Celice smo po 48 h
inkubacije pogledali pod invertnim mikroskopom.

Preglednica 4.4: Transfekcijski kompleks za transfekcijo s FuGene HD. Koli¢ine dodanih
reagentov so preracunane na povrsino vdolbin (3,66 cm?)

Razmerje Diluent plazmidna DNA FuGene HD

(DNA : FuGene) [1]] (1] [11]
2:3 51 3,7 [I.1 pg 1,5

pEGEP-N1 2:5 51 3,7 [1.1 pg] 2
2:3 51 0,8 [1.1 pg] 1,5

pcDNAS.1-GFP 2:5 51 0,8 [1.1 pg] 2

4.7.2.3 Transfekcija z Lipofectamin 2000-transfekcijskim reagentom

Reagenti:
o transfekcijski reagent Lipofectamine 2000
e diluent: Opti-MEM I Reduced serum medium

e plazmidna DNA (pcDNA3.1-GFP in pEGFP-NI)
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Postopek:

V centrifugirkah smo lo¢eno zmesali diluent in DNA ter diluent in Lipofectamin (Pre-
glednica 4.5). Diluent z lipofektaminom smo po 5 min inkubaciji dodali k plazmidni
DNA ter inkubirali 20 min pri sobni temperaturi (nastanek kompleksov z DNA). Za-
tem smo zmes dodali celicam, rahlo premesali in po 48 h inkubaciji pogledlali pod

invertnim mikroskopom.

Preglednica 4.5: Koli¢ine reagentov za transfekcijo celic z Lipofectaminom 2000. Koli¢ine
dodanih reagentov so prepracunane na povriino vdolbine (3,66 cm?).

Razmerje Prva centrifugirka Druga centrifugirka
DNA : Lipofec. diluent [ul] DNA [pl]  diluent [pl] Lipofec. |ul]
1:2 100 11,4 pgl 100 2.8
peDNA3.1-GFP 1:3 100 114 pgl 100 4,2
1:25 100 51,5 gl 100 3.75
pEGFP-N1 1:3 100 25 [0,5 ug] 100 15
peDNA3.1-GFP peDNA3.1-GFP pEGFP-N1 pEGFP-N1 / kontrola
DNA:CaCly DNA:CaCly DNA:CaCly
cah 1:2 =2 12
FuGene HD DNA:Fugene DNA:Fugene DNA:Fugene DNA:Fugene

23 Zed 2:3 2:5

Lipofectamine

Slika 4.5: Razporeditev posameznih nac¢inov transfekcij, ki smo jih izvedli na plos¢ici z 12
vdolbinami.

4.8 NaDS-PAGE ELEKTROFOREZA

NaDS-PAGE je elektroforezna tehnika, ki se uporablja za lo¢evanje proteinov na
osnovi njihove velikosti (dolzine polipeptidne verige). Lo¢evanje proteinov poteka na
poliakrilamidnih gelih pri pogojih, ki zagotavljajo disociacijo posameznih polipepti-
dnih podenot in preprecujejo agregacijo le-teh. Za disociacijo proteinov pred nanosom
na gel se najveckrat uporablja mocen anionski detergent NaDS skupaj z reducentom
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in s temperaturo. Denaturirane polipeptidne verige vezejo NaDS in tako postanejo ne-
gativno nabite. Ker je koli¢ina vezanega NaDS premosorazmerna z velikostjo peptida
in je neodvisna od aminokislinskega zaporedja, migrirajo NaDS-peptidni kompleksi v
poliakrilamidnem gelu skladno z njihovo molekulsko maso.

NaDS-PAGE elektroforezo lahko izvajamo v dveh oblikah. Enodimenzionalna gel-
ska elektroforeza nam omogoca dolocanje velikosti in ¢istosti proteina. Poleg tega
lahko z njo ugotovimo $tevilo in velikost polipeptidnih podenot multimernega prote-
ina. Dvodimenzionalna gelska elektroforeza v prvi dimenziji locuje proteine na
osnovi izoelektri¢nega fokusiranja, medtem ko v drugi dimenziji proteine locuje na

osnovi velikosti v prisotnosti NaDS.

Reagenti:

e celicni homogenat

NuPAGE Novex Bis-Tris Gel (Invitrogen)

NuPAGE LDS Sample Buffer 4 x

NuPAGE Reducing Agent 10 x

XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen)

Postopek:
NaDS-PAGE-elektroforezo smo izvedli po navodilih XCell SureLock Mini-Cell kom-
pleta Invitrogena (Cat. number: EI0001) (slika 4.6).

Slika 4.6: NaDS-PAGE-elektroforeza XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen).
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4.8.1 Vizualizacija proteinov v NaDS-PAGE-gelih

4.8.1.1 Barvanje z barvilom Coomassie

Barvilo Coomassie se uporablja za detekcijo in kvantifikacijo proteinov na gelu ali v
raztopini. V kislem okolju se reagent veze na aromatske in bazi¢ne stranske verige
aminokislin, predvsem arginina, lizina in histidina, v proteinu. Pri vezavi se barvilu

spremeni absorbcijski vrh iz 465 nm na 610 nm. Proteini se na gelu obarvajo modro.
Reagenti:

e SimplyBlue SafeStain (Invitrogen, Cat. number: LC6060)

Postopek:

Gel smo po NaDS-PAGE elektroforezi 3-krat po 5 min spirali v 100 ml bdH,O, nato
smo dodali 20 ml SimplyBlue reagenta in inkubirali 1 do 2 h. Po inkubaciji smo gel
spirali 1 do 3 h v 100 ml bdH>O.

4.8.1.2 Barvanje s SYPRO Ruby

SYPRO Rubi-barvilo ni motece za nadalje analize proteinov, kot sta dolo¢anje amino-
kislinskega zaporedja po Edmanu ali masna spektroskopija, in se uporablja za barvanje
glikoproteinov in lipoproteinov, ki se sicer tezko obarvajo.

Reagenti:

e SYPRO Rubi-barvilo (Invitrogen prod. number: S12001)
e UV-transiluminator s CCD-kamero

Postopek:
Barvanje smo izvedli po navodilih SYPRO Rubi (Invitrogen). Gel smo slikali s po-
mocjo sistema za slikanje gela UVITEC (Platinum).

4.8.1.3 Barvanje s Pro-QQ Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitrogen)

Pro-Q Diamond Phosphoprotein (Invitrogen) je barvilo, ki selektivno obarva fosforili-
rane proteine na poliakrilamidnih gelih. Omogoca detekcijo fosfatnih skupin, vezanih
na serinske, tirozinske ali treoninske ostanke.

Reagenti:

e barvilo Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitrogen)
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o TECAN skener LS200

Postopek:
Barvanje smo izvedli po navodilih Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitro-
gen). Gel smo slikali s pomo¢jo TECAN skenerja, ki uporablja ekscitacijsko valovno

dolzino 535 nm, kar se sklada z ekscitacijsko dolzino barvila (555 nm).

4.9 PRENOS PO WESTERNU

Prenos po Westernu se uporablja za specificno identifikacijo proteinov, ki jih prepo-
znajo monoklonska ali poliklonska protitelesa. Proteine po NaDS-PAGE elektroforezi
prenesemo na nitrocelulozno, PVDF' ali najlonsko membrano. Prenos temelji na mi-
graciji negativno nabitih proteinov v elektricnem polju iz gela na membrano. Po
prenosu se proteini nahajajo na povrsini membrane in so tako dostopni primarnim
protitelesom. Po vezavi primarnih protiteles membrano speremo in inkubiramo Se
s sekundarnimi protitelesi (IgG). Komplekse antigen - primarno protitelo - sekun-
darno protitelo zaznamo na podlagi encimov, konjugiranih s sekundarnim protitele-

som (slika 4.7). Po navadi so to hrenova peroksidaza ali alkalna fosfataza.

peroksidaza —p

i 4— sckundarno protitelo

primarno protitelo

PVDF membrana

protein

Slika 4.7: Nacin zaznave specificnega proteina pri prenosu po Westernu. Imunske komplekse
(antigen — primarno — sekundarno protitelo), ki nastanejo, zaznamo s pomocjo peroksidaze
vezane na sekundarno protitelo, ob dodatku substrata.

Reagenti:
e PVDF-membrana

e XCell II Blot Module
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e primarna protitelesa (anti-hCYP51)

e sekundarna protitelesa s peroksidazo (anti-mis)

e mleko

e PBST-pufer (138 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 0,05 % Tween 20, 10 mM PBS)

Postopek:

Postopek prenosa proteinov na membrano smo izvedli po navodilih XCell II Blot
Module (Invitrogen, Cat.number. EI9051). Shematski prikaz prenosa je prikazan na
sliki 4.8.

gobica

anoda (+)

gobica

filter papir
membrana
gel

filter papir

gobica

gobica

katoda (-)

Slika 4.8: Zgradba XCell IT Blot Module za prenos proteinov na membrano. Vsi elementi so
predhodno namoceni v prenasalnem pufru. Prenos poteka v prenaSalnem pufru, 1 h in 30 min
pri konstantni napetosti 30 V. Rdeca pus¢ica kaze smer potovanja proteinov v elektri¢nem
polju.

Po prenosu proteinov na membrano smo membrano preko no¢i namocili v 50 ml PBST
s 5 % mleka, kar je blokiralo ostala vezavna mesta za proteine na membrani. Sledila
je 1 h inkubacija z mi§jimi primarnimi protitelesi proti ¢loveskemu CYP51 (proti-
telesa smo redcili 1000-krat v PBST). Po inkubaciji smo membrano sprali v ¢istem
PBST, in sicer 3-krat po 15 min. Sledila je 2 h inkubacija s sekundarnimi protitelesi
anti-mouse—IgG (protitelesa smo redé¢ili 2000-krat v PBST). Membrano smo sprali v
¢istem PBST 2-krat po 15 min, ter Se enkrat od 2 do 12 h. Sledila je vizualizacija

proteinov s kemiluminiscenco.

4.9.1 Vizualizacija imunskih kompleksov

Reagenti:

e SuperSignal West Pico-kemiluminiscentni substrat (Pierce prod. number. 34080)



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007 49

e PVDF-membrana
e fotografski papir

Postopek:
Postopek smo izvedli po navodilih SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
(Pierce).

4.10 IMUNOPRECIPITACIJA

Imunoprecipitacija je tehnika, pri kateri izoliramo Zeljeni antigen iz vzorca s pomocjo
njegove vezave na protitelo. Uporabljajo se lahko tako poliklonska kot tudi mono-

klonska protitelesa, ki so kovalentno ali nekovalentno vezana na matriks.

4.10.1 Homogenizacija misjih jeter

Reagenti:
e 2 g migjih jeter

e pufer za homogenizacijo (10 ul fosfataznih inhibitorjev (Sigma: P2850), 150
ul proteaznih inhibitorjev (Invitrogen), 10 mM NaF, 1 mM NazVO,, 2 mM
B-glicero fosfat ter 4.3 ml M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent,
Pierce Cat. number: 78501)

e homogenator (Potter Elvehjem homogenator)

Postopek:

Takoj po evtanaziji smo odvzeli 2 g migjih jeter in jih shranili v homogenacijskem pu-
fru pri 0 °C. Jetra, ki so ostala, smo zmrznili v teko¢em dusiku in shranili na -82 °C.
Homogenacijski pufer je vseboval 10 ul fosfataznih inhibitorjev (Sigma: P2850), 150 pul
proteaznih inhibitorjev (Invitrogen), 10 mM NaF, 1 mM Na3VOy,, 2 mM g-glicero fos-
fata ter 4,3 ml M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent, Pierce Cat. number:
78501). Homogenatu smo dodali 200 pl 10-odst. NaDS in 250 pl 20-odst. TritonX-
100. Po 4 h inkubaciji pri 4 °C smo dodali Se protitelesa vezana na AminoLink Plus
Gel (Pierce, Cat. number 20501) ter inkubacijo nadaljevali preko no¢i.

4.10.2 Imunoprecipitacija

Imunoprecipitacijo smo uporabili za izolacijo proteina CYP51 iz misjih jeter in smo

jo izvedli po navodilih Seize Primary Mammalian Immunoprecipitation Kit (Pierce,
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Cat. number 45332).

Reagenti:
e Seize Primary Mammalian Immunoprecipitation Kit
e homogenat misjih jeter

Postopek:
Po navodilih kita (Pierce, Cat. number 45332). Med imunoprecipitacijo smo odvzeli
vzorce posameznih korakov ter na NaDS-PAGE in prenosu po Westernu preverili

uspesnost postopka.
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5 REZULTATI

5.1 MODIFIKACIJA N-TERMINALNEGA DELA hCYP51

Priprava topnega c¢loveskega proteina CYP51 je v prvi stopnji zahtevala odstranitev
N-terminalne transmembranske regije, s pomocjo katere je le-ta vsidran v membrano
ER. Polozaj in velikost TM-regije je mogoce napovedati s pomocjo razli¢nih progra-
mov, dostopnih preko spleta (TSEG, TMHMM, TMpred, SOSUI, DAS). Ena izmed
napovedi teh programov je prikazana na sliki 5.1, sicer pa so vse napovedi TM-regij
posameznih programov povzete v preglednici 5.1.

Plazmid, ki smo ga uporabljali za mestno specificno mutagenezo, je pripravil Matej
Seliskar. Vseboval je hCYP51 z odstranjeno transmembransko regijo ter spremenje-
nimi prvimi Sestimi aminokislinami. Sprememba prvih Sestih aminokislin je bila enaka
spremembam uvedenim v goveji CYP51, kjer smo dosegli izrazanje pravilno zvitega

in neagregiranega proteina v topni obliki (slika 5.2).

Preglednica 5.1: Transmembranske regije, ki so jih napovedali razli¢ni programi

I TM regija IT TM regija
program  N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal
DAS 7 16 31 56
SOSUI 1 24 35 57
TMpred 3 30 31 50
TMHMM 4 21 28 50
TSEG 2 23 28 58

V N-terminalni del skrajsanega cloveskega proteina CYP51 (CYP51-1b) smo uvedli
pet toc¢kovnih mutacij in eno insercijo (kodon CCA). Spremenili smo aminokisline
sedem (Ala = Val), enajst (Val = Ala) dvanajst 12 (Gln = Pro) ter za dvanajsto
aminokislino dodali 8e en Pro (slika 5.2). Zaradi sprememb, ki smo jih uvedli, sta
aminokislinski zaporedji prvih 15 aminokislin pri skrajsanem bCYP51 in modificira-
nem hCYP51-1b enaki. Proteina bCYP51 in hCYP51-1b se sicer razlikujeta Se na 15
drugih mestih v aminokislinkem zaporedju, vendar smo predvidevali, da na topnost
proteina najbolj vpliva N-terminalni del.

Poleg sprememb Zeljenih aminokislin smo v mutagenezi dobili tudi klon, ki je imel

sedmo aminokislino spremenjeno iz Ala v Ile (GTT = ATT).
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Slika 5.1: Grafi¢ni prikaz transmembranskih regij hCYP51 na podlagi programa TMpred.
vir: http : //www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html

A v o Q
hCYP51 ATG GCT CGT CGT AAA GCC GCC GGC CAC CTG GTIC CAG ——— CTG cccC
N4 A P B

Mod. hCYP51 ATG GCT CGT CGT AAA GCC GIT GGC CAC CTG GCC CCA CCA CTG ccc

Slika 5.2: Poravnava nukleotidnega zaporedja N-terminalnega dela hCYP51 pred (zgoraj)
in po (spodaj) mestno specificni mutagenezi. Z rdec¢o so prikazani spremenjeni nukleotidi, z
modro pa aminokisline, ki jih kodirajo.



Kosir R., Heterologno izrazanje in encimska aktivnost lanosterol 14a-demetilaze pri sesalcih.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

53

nodificiran_bCYP51
_ hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
_ hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
_ hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
hCYP51
ohranjeno zaporedje

nodificiran_bCYP51
_ hCYP51
ohranjeno zaporedje

1 10 20 30 40 L1 B0 70
1 I I } ' I i |
HARRKAYGHLAPPLPTGAKSPPYIYSPIPFLGHAIAFGKSPIEFLEDAYEKYGPYFSFTHYGKTFTYLLG
HARRKAAGHLYO-LPAGYKSPPYIFSPIPFLGHAIAFGKSPIEFLENAYEKYGPYFSFTHYGKTFTYLLG
HARRKAaGHLaq,LPaGakSPPYIf SPIPFLGHAIAFGKSPIEFLE#AYEKYGPYFSFTHYGKTFTYLLG

1 80 90 140
| + $ + $ + : |
SEARALLFHSKHEDLHAEEYYSRLTTPYFGKGYAYDYPHTYFLEOKKHLKSGLHIAHFROHYSIIEKETE
SDARALLFHSKHEDLHAEDYYSRLTTPYFGKGYAYDYPHPYFLEOKKHLESGLHIAHFKOHYSTIIEKETE
S#ARALLFHSKHEDLHAE $YYSRLTTPYFGKGYAYDYPHpYFLEOKKHLESGLNIAHF rOHYSIIEKETE

100 110 120 130

141 210
1 ' i + # ' i |
EYFKSHGESGEKHLFEALSELIIL TASHCLHGKETIRSOLHEKYAQLYADLDGGF SHAARHLLPGHLPLPSF
EYFESHGESGEKHYFEALSELIIL TASHCLHGKETIRSOLHEKYAQLYADLDGGF SHAARHLLPGHLPLPSF
EYFeSHGESGEKH1FEALSELIIL TASHCLHGKETRSOLHEKYAOQLYADLDGGF SHAARHLLPGHLPLPSF

150 160 170 180 190 200

211 280
| + $ + $ + 7 |
RRRORAHREIKHIFYKAIOKRRESGEKIDDILOTLLESTYKDGRPLTDDEYAGHLIGLLLAGAHTSSTTS
RRRDEAHRETKDIFYKATOKRROSAEKIDDTLATLLDATYKDGRPLTDDEYAGHLIGLLLAGAOHTSSTTS
RRRDEAHREIK #IFYKAIOKRR #5qEKIDDILOTLL #aTYKDGRPLTDDEYAGHLIGLLLAGOHTSSTTS

220 230 240 250 260 270

281 350
1 I I } ' I i |
AHHGFFLARDKTLOEKCFLEOKTYCGEHLPPLTYDOLKDLHLLORCIKETLRLEPPIHTHHRELAKTPLTY
AHHGFFLARDKTLOKKCYLEOKTYCGEHLPPLTYDOLKDLHLLORCIKETLRLEPPIHIHHEHARTPATY
AHAGFFLARDKTLOeKCXLEOKTYCGEHLPPLTYDOLKDLHLLDRCIKETLRLEPPINiNAREArTPqTY

290 300 310 320 330 340

351 420
| + $ + $ + . |
AGY TIPPGHOYCYSPTYHORLKDSHYERLDFHPDRYLEDSPASGEKFAYYPFGAGRHRCIGENFAYYOIE
AGY TIPPGHOYCYSPTYHORLKDSHYERLDFHPDRYLODHPASGEKFAYYPFGAGRHRCIGENFAYYOIK
AGY TIPPGHOYCYSPTYHORLEDSHYERLDFHPDRYL #DnPASGEKFAYYPFGAGRHRCIGENFAYYOIE

360 370 380 390 400 410

421
| £ i + #
TIHSTHLRLYEFDLIDGYFPTYHYTTHIHTPEKPIIRYKRRSK
TIHSTHLRLYEFDLIDGYFPTYHYTTHIHTPENPYIRYKRRSKHHHHHH
TIHSTHLRLYEFDLIDGYFPTYNYTTHIHTPENnP ! IRYKRRSK, .....

430 440 450 469

460
+ 1

Slika 5.3: Poravnava aminokislinskega zaporedja modificiranega govejega CYP51, brez N-
terminalnega dela, z visoko stopnjo izrazanja ter ¢loveskega CYP51. Spremenili smo amino-
kislino na sedmem mestu iz Ala v Val ter aminokislini na enajstem in dvanajstem mestu iz
Val-GIn v Ala-Pro-Pro. Na slike se vidi, da se proteina razlikujeta Se na 15 drugih mestih
(16, 18, 25, 110, 129, 144, 154, 235, 248, 295, 339, 345, 348, 390 in 453).
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5.2 IZRAZANJE MODIFICIRANEGA hCYP51

V E. coli smo izrazili Sest ekspresijskih plazmidov pET17b, ki so vsebovali razlicne
vkljucke modificiranega hCYP51-1b (preglednica 5.2). Iz slike 5.4 je videti, da spre-
membe N-terminalnega dela hCYP51-1b niso povecale izrazanja. Najvecje izrazanje
je bilo izrazanje vektorja pET17b-5 (169 nmol/L), ki je vseboval nemutiran protein.
Vsi drugi vektorji, ki so vsebovali mutacije na sedmem, enajstem in dvanajstem me-

stu, pa so imeli slabse izrazanje (preglednica 5.2).

Koli¢ino proteina v homogenatu bakterijskih celic smo izrac¢unali na podlagi enac¢be 4.2
(stran 34). Vrednosti absorbcije pri valovnih dolzinah 450 nm in 490 nm smo dobili

z merjenjem CO-diferen¢nega spektra reduciranega in nereduciranega ekstrakta celic,

ki je vseboval CYP51.(Slika 5.5).

Preglednica 5.2: Ekspresijski plazmidi izrazeni v E. coli. Kot kontrolo smo uporabili goveji
modificiran CYP51 ter nemodificiran ¢loveski CYP51.

plazmid mutacija aminokislinska sekvenca izrazanje [nmol/L)|
pET17b-1 Ala = Val MARRKAVGHLVQLPA 89,0
pET17b-2 Ala=Ile MARRKAIGHLVQLPA 85,7
pET17b-3 Val-Gln = Ala-Pro-Pro MARRKAAGHLAPPLPA 82,4
pET17b-4 Ala = Val in MARRKAVGHLAPPLPA 125,3
Val-Gln = Ala-Pro-Pro
pET17b-5 ne mod. hCYP51 MARRKAAGHLVQLPA 169,2
pET17b-6 mod. goveji CYP51 MARRKAVGHLAPPLP 4549

Uspesnost izrazanja smo preverili Se s pomoc¢jo NaDS-PAGE elektroforeze in pre-
nosa po Westernu. Iz slike 5.6 je videti, da se najmoc¢nejsa lisa pojavi pri vzorcu 2
(pET17b-5), kar je skladno s podatki iz slike 5.4. Siroka lisa pri vzorcu 1 (pET17b-6)
je posledica nanosa prevelike koli¢ine proteina bCYP51 na gel.

5.2.0.1 Gelska filtracija

Gelska filtracija je kromatografska metoda, ki proteine lo¢uje na osnovi velikosti. Sta-
cionarno fazo predstavlja porozni material s to¢no dolo¢eno velikostjo por, ki doloca,
v katerem velikostnem razredu (kDa) lo¢ujemo proteine. Rezultati gelske filtracije,
ki jo je izvedel Matej Seliskar, so pokazali, da protein bCYP51 z modificiranim N-
terminalnim delom ne tvori agregatov, medtem ko se pri hCYP51-1b agregati po-
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Slika 5.4: Graf prikazuje uspesnost izrazanja posameznih ekspresijskih vektorjev. Podatki
o koli¢ini CYP51-proteinov v posameznih vzorcih so bili dobljeni s pomoé&jo CO-diferen¢nih

spektrov.
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Slika 5.5: CO-diferen¢ni spekter bCYP51 (modro) in hCYP51 (rdece) brez mutacij. Vecja
kot je koli¢ina funkcionalnega citokroma P450 v vzorcu, vedji je absorbcijski vrh pri 450 nm.
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Slika 5.6: Prenos po Westernu. Vzorec: 1-pET17b-6; 2-pET17b-5; 3-pET17b-2; 4-pET17b-
1; 5-pET17b-3; 6-pET17b-4; 7-pozitivna kontrola
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javljajo. Zaradi $e nizjega izrazanja hCYP51-1b z uvedenimi modifikacijami v N-
terminalnem delu se agregati po vsej verjetnosti pojavljajo tudi tam.

5.3 EKSPRESIJSKI PLAZMID pET17b Z GOVEJO CITOKROM-P450-REDU-
KTAZO (bCPR)

Citokrom-P450-reduktaza je donor elektronov stevilnim citokromom P450, ki se na-
hajajo v ER, med drugim tudi CYP51. Izolirali smo $tiri ekspresijske plazmide
pET17b (bCPR-1, bCPR-2, bCPR-3 in bCPR-4), ki so vsebovali govejo citokrom
P450-reduktazo s histidinskim repkom. Analiza nukleotidnega zaporedja je pokazala,
da vsi ekspresijski plazmidi vsebujejo dolo¢ene mutacije. Mutacije, ki jih vsebujejo so
zbrane v preglednici 5.3.

Preglednica 5.3: Analiza nukleotidnega zaporedja $tirih ekspresijskih plazmidov, ki vsebu-
jejo insert bCPR

plazmid mutacija
nukleotidno mesto* sprememba posledica
bCPR-1 4 A=C Asn = His
11 C=A Ala = Glu
17 C=A Ser = Tyr
1812 G=A tiha mutacija
bCPR-2 4 A=C Asn = His
15 C=A Asp = Ala
1683 G=A tiha mutacija
bCPR-3 4 A=C Asn = His
29 C=A tiha mutacija
35 C=A Thr = Lys
36 C=A Thr = Lys
691 G=A Glu = Asn
729 insercija 33bp
bCPR-4 4 A=C Asn = His
17 C=A Ser = Tyr
1480 A= G Ser = Gly
1683 G=A tiha mutacija
1839 G=A tiha mutacija
2012 delecija premik bralnega okvirja

*Nukleotidno mesto se nanasa na zaporedje native bCPR, (gi:78369373) in se zac¢ne s prvim ATG.

Najprimernejsi plazmid za nadaljnje delo je bCPR-1. Vseboval je tri mutacije na
N-terminalnem delu, ki so povzrocile spremembo treh aminokislin, sicer pa je amino-

kislinsko zaporedje, ki je kodirano v vklju¢ku, povsem ohranjeno. Podobno je s pla-
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zmidom bCPR-2, ki ima poleg mutacij na N-terminalnem delu Se eno mutacijo, ki

povzroc¢i spremembo drugega His v Lys v histidinskem repku. Na sliki 5.7 je pri-
kazana aminokislinska poravnava proteinov bCPR-1 in bCPR-2 z bCPR reduktazo
(sekvenca, vzeta iz NCBI: gi:78369373).
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Slika 5.7: Poravnava aminokislinskega zaporedja proteinov bCPR-1, bCPR-2 in nativne
bCPR. Z modro so oznacene spremembe aminokislin, ki so posledice mutacij nukleotidnega
zaporedja. bCPR-1 ima spremenjeno drugo in ¢etrto aminokislino; bCPR-2 ima spremenjeno
Cetrto aminokislino ter histidin v histidinskem repu.

bCPR-3 je vseboval 6 mutacij (1 tiha). Poleg mutacij na 5 delu je vseboval e mu-

tacije na drugih mestih v nukleotidni verigi (mesta 29, 35, 36 in 691), ter 33 bp dolg
vkljucek za bp 729.

bCPR-~4 je vseboval 6 mutacij (2 tihi mutaciji), med katerimi je bila tudi ena delecija

nukleotida (2012 bp). Delecija je povzrocila premik bralnega okvira.
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5.4 PRIPRAVA PLAZMIDA pcDNA3.1-hCYP51-His

Za preverjanje stopnje fosforiliranosti hCYP51 smo pripravili ekspresijski vektor
pcDNA3.1-GFP, ki je vseboval nativni hCYP51 s histidinskim repkom na C-terminal-
nem delu. Sest histidinov, ki predstavljajo histidinski repek, omogoca izolacijo hCYP51
iz celi¢nih linij s pomocjo afinitetne kromatografije na Ni-koloni, poleg tega pa omo-
gocCa tudi detekcijo teh proteinov s pomocjo protiteles ANTI-His-tag. UspeSnost kloni-
ranja smo preverili z restrikcijo (slika 5.8). Izmed Sestih izoliranih plazmidov so insert
s hCYPb51-His vsebovali le trije. Preverjanje nukleotidnih zaporedij je pokazalo, da

imajo ti plazmidi na C-terminalnem delu histidinski repek (slika 5.9).

b 2/7 1kb

750kb

500kb

250kb

nativni hCYP51

Slika 5.8: Cepitev gestih ekspresijskih vektorjev pcDNA3.1 z restrikcijskima encimoma Kpnl
in Xbal. Plazmidi 1, 3 in 5 imajo insert hCYP51-His, medtem ko plazmidi 2, 4 in 6 inserta
nimajo; 2/7 - je pozitivna kontrola; 1 kb - je 1 kb DNA-standard (O’geneRuler)

490 500 510

L e | ===
hCYP51 NYTTMIHTPENPVIRYKRRSK
hCYP51-His NYTTMIHTPENPVIYRKRRSKHHHHHH

Slika 5.9: Aminokislinsko zaporedje C-terminalnega dela hCYP51 in hCYP51-His. Pred
STOP-kodon (TGA) v hCYP51 smo vstavili 18 nukleotidov dolgo zaporedje CAT CAC
CAT CAC CAT CAC), ki kodira 6 His.

5.5 IZRAZANJE hCYP51-His v HepG2-CELICNI LINLJI

Pred transfekcijo HepG2-celi¢ne linije s hCYP51-His smo uspesnost transfekcije pre-
verjali s pomoc¢jo GFP (vektorja pcDNA3.1-GFP in pEGFP-N1). Transfekcije z GFP-
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vektorjema smo izvedli s tremi transfekcijskimi reagenti (FuGene, Lipofectamine in
CaCly) v ploscici z dvanajstimi vdolbinicami in uspesnost preverili pod invertnim
fluorescentnim mikroskopom. Rezultati transfekcije so prikazani na sliki 5.10. Izmed
11 transfekcij, ki smo jih izvedli, smo fluorescenco zaznali le v vdolbinici 3, 11 in 12
(slika 5.11). V vdolbinici 3 smo transfekcijo izvedli s CaCly, v vdolbinicah 11 in 12
pa z Lipofectaminom. Za najuspesnejSo se je izkazala transfekcija s CaCls, kjer je
10-30% celic izrazalo GFP. V vseh primerih, ko smo fluorescenco zaznali, je bil upo-
rabljen vektor pEGFP-N1.

Fluorescence nismo zaznali pri nobeni transfekciji s plazmidom pcDNA3.1-GFP (vdol-
binice 1, 2, 5, 6, 9 in 10). Fluorescence tudi nismo zaznali, kadar smo kot reagent za
transfekcijo uporabljali FuGene HD (5, 6, 7 in 8). Glede na rezultate smo se odlo¢ili,

da za nadaljnje transfekcije kot transfekcijski reagent uprabljamo CaCls,.

pecDNA3.1-GFP peDNA3.1-GFP pEGFP-N1 pEGFP-NI1 / kontrola
1 % 3 4
DNA:CaCly
CacCl,
- 122
3 6 7 8
FuGene HD
9 10 11 12
Lipofectamine

Slika 5.10: Rezultat transfekcije HepG2-celi¢ne linije s tremi razlicnimi transfekcijskimi
reagenti (CaCly, FuGene HD in Lipofectamine) ter dvema razlicnima ekspresijskima plaz-
midoma z zapisom za GFP (pcDNA3.1-GFP [Cycle 3 GFP| in pEGFP-N1 [EGFP]). Trans-
fekcija je bila uspesna (zelen krog) samo v treh primerih, vdolbine 3, 11 in 12.

Celi¢ne homogenate prehodnih in stabilnih transfekcij HepG2-celi¢ne linije s pcDNA3.1-
hCYP51-His, ki jih je izvedel Matej Seliskar, smo analizirali na NaDS-PAGE-elektro-
forezi in prenosu po Westernu (slika 5.12). Koli¢ina hCYP51 v stabilnih (vzorec 1) kot
tudi v prehodnih (vzorec 3) transfekcijah je enaka koli¢ini hCYP51 v obeh kontrolah
(vzorec 2 za stabilno, vzorec 4 za prehodno), kar pomeni, da protein hCYP51-His ne
izraza oziroma je izrazanje nizko. Prenos po Westernu smo zaznali Se s protitelesi

proti His-tagu, kjer nismo zaznali lise niti pri stabilni niti pri prehodni transfekciji.
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Slika 5.11: Mikroskopski posnetek HepG2-celi¢ne linije z invertnim fluorescentnim mikro-
skopom po transfekciji s CaCly. Levo — slika ob fluorescenci; desno — transmisija. Za celice
so znacilna zelo velika jedra. Zeleno obarvane celie so prejele plazmid, in sintetizirajo GFP.

Vzorec:
1 2 3 4
.. i --
Slika 5.12: Prenos po Westernu homogenata prehodnih in stabilnih transfekcij HepG2 celic-

nih linij s plazmidom pcDNA3.1-hCYP51-His. Vzorec: 1 - stabilna transfekcija; 2 - kontrola
stabilne transfekcije; 3 - prehodna transfekcija; 4 - kontrola prehodne transfekcije.
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5.6 IMUNOPRECIPITACIJA

Vzorce, ki smo jih jemali med posameznimi koraki imunoprecipitacije, smo nanesli na
NaDS-PAGE-elektroforezo in naredili prenos po Westernu, s ¢imer smo ocenili jakost
vezave CYP51 na protitelo, spiranje iz njega ter uspesnost elucije. CYP51 se med
spiranjem imunskih kompleksov z IP pufrom ni eluiral, kar nakazuje na mo¢no ve-
zavo s protitelesom. V celoti pa se je eluiral, ko smo ga sprali z elucijskim pufrom.
(slika 5.13).

Vzorec:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-‘.w— - .

Slika 5.13: Analiza vzorcev po Westernu. Vzorec: 1 - homogenat jeter; 2 - homogenat
po centrifugiranju; 3 - homogenat po odstranitvi imunokompleksov; 4—8 - spiranje 9-10 -
elucija; 11 - kontrola (rekombinantni bCYP51)

Izvedli smo dve imunoprecipitaciji, ki sta se razlikovali v koli¢ini protiteles, vezanih
na AminoLink-gel. V prvem primeru smo na gel vezali 100 ug protiteles, v drugem
primeru pa 500 ug.

NaDS-PAGE-gele smo barvali s barvilom SYPRO-Ruby. éeprav smo eluat prve imu-
noprecipitacije skoncentrirali in ga v celoti nanesli na NaDS-PAGE gel, na njem nismo
zasledili lise v visini CYP51 (glede na pozitivno kontrolo). CYP51 je bil v eluatu kljub
temu prisoten, saj smo ga dokazali z detekcijo na Westernu.

Ko smo s SYPRO-Ruby barvali gel druge imunoprecipitacije, smo pri prvem eluatu
zasledili mo¢no liso, ki pa ne pripada proteinu CYP51 (53 kDa), saj velikost tega
proteina znasa priblizno 45 kDa. Poleg tega viSina lise proteina ni skladna z visino
lise pri pozitivni kontroli (bCYP51) (slika 5.14). Western analize (slika 5.15) istega
gela so pokazale, da je v eluatu prisoten tudi CYP51, vendar je njegova kolic¢ina v
primerjavi z neznanim proteinom veliko nizja. Na sliki 5.14 lahko CYP51 zasledimo
kot Sibko liso v viSini pozitivne kontrole.

Iz slike 5.14 je videti, da se ve¢ina nespecificno vezanih proteinov s kolone za imu-
noprecipitacijo spere po prvem spiranju (vzorec 1). Kljub 6-kratnemu spiranju se
ob eluciji ne eluira le CYP51, ampak tudi nekateri drugi proteini, ki imajo najverje-
tneje veliko afiniteto do samega nosilca za vezavo protiteles. O tem lahko sklepamo iz

analize po Westernu, kjer teh proteinov s CYP51 protitelesi ne zaznamo (vzorec 5).
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CYP51 bCYP51

neznani protein

Slika 5.14: NaDS-PAGE-gel, pobarvan s SYPRO-Ruby-barvilom. Vzorec: 1 - homogenat;
2-5 - spiranje; 6 - prva elucija; 7 - kontrola (bCYP51); 8 - proteinski standard; 9 - proteinski
standard

Vzorec:
1 2 3
- -

Slika 5.15: Western-analiza NaDS-PAGE-gela druge imunoprecipitacije. Dokazali smo, da
je CYP51 v eluatu prisoten, Ceprav, da se na gelu, pobarvanem s SYPRO-Ruby ne vidi. Ker
je koli¢ina proteina, vezanega na protitelesa v gelu, veéja kot pri prvi imunoprecipitaciji, se
ves CYP51 ne spere s prvo elucijo. Po jakosti lise se vidi, da je koli¢ina CYP51 v prvi eluciji
vedja kot drugi. Vzorec: 1 - prva elucija; 2- druga elucija; 3 - pozitivna kontrola (bCYP51).
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5.7 STANJE FOSFORILIRANOSTI CYP51

Za studije fosforiliranosti smo uporabili protein CYP51, izoliran z imunoprecipita-
cijo iz jeter misSi. Vzorce, ki smo jih jemali med imunoprecipitacijo, smo po pre-
nosu na PVDF-membrano inkubirali z monoklonskimi protitelesi proti fosfo-tirozinu
(Phospho-Tyrosine Mouse mAb (P-Tyr-100) — Cell Signaling Technology). Protite-
lesa se vezejo na fosforiliran tirozin in nimajo navzkrizne reaktivnosti s fosfo—serinom
ali fosfo-treoninom. Signal smo dobili zgolj pri homogenatu tkiva, medtem ko ga pri
eluatu, v katerem je CYP51, ni bilo.

NaDS-PAGE-gel z vzorci iz imunoprecipitacije smo barvali z barvilom Pro-QQ Dia-
mond Phosphoprotein Stain, ki obarva fosforilirane proteine (slika 5.16). Fosforilirani
proteini se vidijo kot svetle lise (vzorec 1) in jih najdemo zgolj v tkivnem homogenatu

po centrifugiranju.

14,4kDa

Slika 5.16: Barvanje NaDS-PAGE-gela z barvilom za fosforilirane proteine Pro-Q Diamond
Phosphoprotein Stain (Invitrogen). Vzorec: 1 - homogenat celic po centrifugiranju; 2 -
homogenat po odstranitvi imunokompleksov; 3—5 - spiranje; 6 - eluat s CYP51; 7 - kontrola
(rekombinantni bCYP51); 8 - fosforilirani proteinski standard; 9 - proteinski standard (20-
200kDa)
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6 RAZPRAVA IN SKLEPI

6.1 MUTAGENEZA N-TERMINALNEGA DELA CLOVESKEGA CYP51

Cloveskemu proteinu CYP51 s skrajSanim N-terminalnim delom smo Zeleli povecati
topnost in izrazanje v E. coli s spremembo treh aminokislin na N-terminalnem delu
proteina. Spremembe smo izvedli z mestno specifiécno mutagenezo s pomocjo PCR. 1z-
razanje topnega in pravilno zvitega proteina v heterolognem sistemu bi omogocila po-
skus kristalizacije ter doloc¢itev strukture z rentgensko difrakcijo. Edina do zdaj znana
struktura encima iz druzine CYP51 je encim Mycobacterium tuberculosis. Dolocitev
terciarne strukture sesalskega proteina CYP51 bi omogocila podrobnejsi studij stuk-
ture, ta pa bi pripomogla k nac¢rtovanju inhibitorjev, specificnih za glivno izoformo
encima. Predvidevali smo, da bi sprememba N-terminalnega dela hCYP51 na enak
nacin, kot je bil spremenjen N-terminalni del bCYP51, povzrocila povecano izrazanje
topnega proteina in posledi¢no tudi izrazanje hCYP51 v E. coli. Vendar spremembe,
ki smo jih uvedli, izrazanja niso povecale, temve¢ se je le-to znizalo (slika 5.4). Ne-
modificirani hCYP51-1b se v E. coli izraza v agregirani obliki, kar smo dokazali z
gelsko filtracijo. Zaradi agregatov se poveca hitrost razgradnje proteina in s tem zniza
izrazanje. bCYP51 z modificirano N-terminalno regijo, katerega izrazanje znasa 455
nmol/L, v E. coli ne tvori agregatov. Rezultati tako nakazujejo, da poveCanega iz-
razanje hCYP51 v E. coli ni mo¢ doseci zgolj s spremembami v N-terminalni regiji
proteina, temve¢ je pomemben tudi preostali del polipeptidne verige. hCYP51 in
bCYP51 se razlikujeta v 15 drugih aminokislinah (slika 5.3), ki bi lahko bile vzrok za

nizje izrazanje.
6.2 KLONIRANJE bCPR V EKSPRESIJSKI VEKTOR pET17b

Redoks partner CYP51 v reakciji demetilacije lanosterola in dihidrolanosterola pri zi-
valih je NADPH:citokrom-P450-reduktaza. Malo je znanega o vplivu substrata oz. in-
hibitorjev na jakost interakcije lanosterol 14a-demetilaze in citokrom P450-reduktaze.
Kloniranje bCPR v ekspresijski vektor bi tako omogocilo studij interakcije bCPR z
bCYP51 ter dolocitev vpliva vezave ligandov na interakcijo.

[zmed stirih vektorjev, ki smo jih izolirali, sta za nadaljnje delo primerna bCPR-1 in
bCPR-2.

Plazmid bCPR-3 ima 729 bp pravilnega zaporedja, ki mu sledi 33 bp dolgo nepoznano
zaporedje, nato pa se do konca nadaljuje pravilno. 33 bp dolgo zaporedje kodira pep-
tid — PQLHPGSPPSS. Bralni okvir se s tem proteinu bCPR ne porusi, vendar se
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sintetizira protein, daljsi za 11 aminokislin. Insert 11 aminokislin verjetno spremeni
terciarno strukturo encima, ki ima lahko za posledico spremembo v aktivnosti ali in-

terakciji s preostalimi proteini.

Plazmid bCPR-4 ima zaradi delecije 2012 bp zamaknjen bralni okvir. Posledica
je sprememba C-terminalnega dela proteina. Poleg spremembe zadnjih 10 amino-
kislin se proteinu doda Se novih 30 aminokislin. Aminokislinsko zaporedje novega C-
terminalnega dela je RAATPWTYGAITITIESTSPVSWNSADIHHTGGRSSRSGC-
Stop. Tudi ¢e sprememba C-terminalnega dela ne bi vplivala na aktivnost bCPR, za
nadaljne raziskave protein ni primeren, saj ne vsebuje C-terminalnega histidinskega

repka.

Histidinski repek smo na C-terminalni del dodali za lazjo izolacijo bCPR iz heterolo-
gnih sistemov. Proteine, ki vsebujejo His tag (ali na C- ali na N-terminalnem delu),
lahko izoliramo iz homogenata s pomocjo ionske afinitetne kromatografije. Histidin
v His-repku se z visoko afiniteto veze z Ni*T-ionom, vezanim na sefarozo. Protein

eluiramo s elucijskim pufrom, ki vsebuje veliko koli¢ino imidazola.

6.3 STOPNJA FOSFORILIRANOSTI CYP51

Hitrost biosinteze holesterola je uravnavana preko encima 3-hidroksi-3-metilglutaril-
CoA reduktaze (HMGR), ki nastopa v zgodnji fazi biosinteze in pretvarja 3-hidroksi-
3-metilglutaril-CoA v mevalonat. HMGR je med drugim uravnavan tudi s fosfori-
lacijo serina na mestu 872 z AMP-aktivirano protein kinazo (AMPK), ki njegovo
aktivnost zmanjsa (Nelson 2004 [Nelson and Cox, 2004]). Podobno je regulirana tudi
Ta-hidroksilaza (CYPT7A1), katere aktivnost se s fosforilacijo zvisa. Udelezena je v
biosintezi zol¢nih kislin, s ¢imer sodeluje pri uravnavanju koli¢ine holesterola v te-
lesu. Stroup in Ramsaran sta na ociSéenem proteinu pokazala, da je le-ta substrat za
AMPK (Stroup in Ramsaran 2005 [Stroup and Ramsaran, 2005]). Kot sem omenil Ze
prej, so Sonoda in sodelavci pokazali, da je aktivnost CYP51 uravnavana preko fosfo-
rilacije, vendar za to ni nedvoumnih in neposrednih dokazov. Primerjali so lanosterol
14a-demetilazno aktivnost mikrosomalnih frakcij iz podganjih jeter, ki so vsebovale
CYP51. Aktivnost je bila vi§ja v primeru defosforilacije proteinov s fosfatazo. Njihovi
rezultati nakazujejo, da je aktivnost CYP51 zmanjsana s fosforilacijo (Sonoda in sod.
1995 [Sonoda et al., 1995]).

To hipotezo smo nameravali preveriti s pomocjo prekomernega izrazanja CYP51 s

histidinskim repkom v ¢loveski nesmrtni celi¢ni liniji HepG2. Na podlagi raziskav So-
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node in sod. smo predvidevali, da bi zaradi prekomernega izrazanja v celicah vec¢ina
CYP51 bila v fosforilirani obliki (neaktivna).

Uspesnost transfekcije HepG2-celicne linije smo v prvi stopnjipreverjali s pomocjo
transfekcije z GFP-proteinom. Transfekcija s GFP-proteinom omogoca enostavno za-
znavo uspesnosti transfekcije, saj celice, ki so plazmid z GFP sprejele, fluorescirajo. Na
ta nacin lahko pod invertnim fluorescentnim mikroskopom dolo¢imo uspesnost trans-
fekcije (razmerje med fluorescirajocimi celicami in vsemi celicami). GFP-proteina, ki
smo ju uporabili v nasih transfekcijah, sta bila EGFP in Cycle 3 GFP. Oba imata
enak emisijski maksimum z vrhom pri 507 nm, medtem ko se ekscitacijska maksi-
muma razlikujeta. Cycle 3 GFP ima dva ekscitacijska maksimuma. Primarni je pri
395 nm, sekudarni pri 478 nm. EGFP ima samo en ekscitacijki maksimum pri 488
nm (slika 6.1). Prav razlika v primarnih ekscitacijskih maksimumih je verjetno vzrok,
za to da pri poskusih nikoli nismo zasledili fluorescence pri celicah, transformiranih s
Cycle 3 GFP. Invertni mikroskop, ki smo ga uporabljali, ima filter, ki ne prepusca va-
lovnih dolzin, potrebnih za ekscitacijo primarnega ekscitacijskega vrha Cycle 3 GFP,

prepusca pa valovne dolzine, potrebne za ekscitacijo EGFP.
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Slika 6.1: Prikaz emisijskih in ekscitacijskih maksimumov Cycle 3 GFP in EGFP. Vrhovi se
nahajajo pri 395 nm, 488 nm, in 507 nm.

Zal je bila koli¢ina izrazenega proteina hCYP51-His premajhna, da bi lahko naredili
nadaljnje raziskave stopnje fosforiliranosti. Pri pripravi trajnih celi¢nih linij se insert,
ki ga zelimo vnesti, vgradi na razlicna mesta v celicno DNA. Ce se insert vgradi v
podrodje, kjer ne poteka prepisovanje iz DNA (heterokromatin), se tudi nas insert ne
bo prepisoval oziroma se bo prepisoval v zelo majhni meri. Ce pa se insert vgradi v
evkromatin, kjer poteka aktivna transkripcija, lahko pricakujemo velike koli¢ine na-
Sega produkta.
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Vzrok, za to da nismo zaznali prekomernega izrazanja hCYP51-His, je lahko, da je
vecina celic plazmid vgradila v neaktivnho obmo¢je DNA. V nadaljnjih poskusih bi
tako morali selekcionirati tiste klone (stabilno transformiranih celic), ki izrazajo ve-
liko koli¢ino proteina. Ker selekcioniranje zahteva veliko ¢asa, tega ni bilo mo¢ izvesti
v okviru diplomske naloge. Socasno smo tudi potrdili primernost peptidnega anti-
CYP51-protitelesa za imunoprecipitacijo.

6.3.0.2 IMUNOPRECIPITACIJA

Odlo¢ili smo se, da bomo fosforilirani CYP51 poskusili dokazati s pomocjo imunopreci-
pitacije. Prednost tega nac¢ina v primerjavi z dolo¢anjem fosforilacije pri prekomernem
izrazanju CYP5H1-His v HepG2 so fizioloski pogoji, vendar je analiza tezavnejsa zaradi
manjsSe koli¢ine proteina in nepredvidljive uspeSnosti imunoprecipitacije s protitele-

SO111.

Peptidna protitelesa ANTI-CYP51 so se izkazala za uspesna. Western-analiza vzorcev
je pokazala, da se CYP51 med spiranjem imunskih kompleksov ne eluira skupaj s pre-
ostalimi proteini. To nakazuje na moc¢no in specificno vezavo CYP51 s protitelesi in
omogoca, da proces spiranja nadaljujemo, dokler ne izperemo vecine drugih proteinov.
V prvi imunoprecipitaciji smo na AminoLink Gel vezali le majhno koli¢ino protiteles
anti-CYP51 (100 pg). Ta kolic¢ina ni bila zadostna, da bi izolirali koli¢ino CYP51, ki
bi bila vidna na gelu, pobarvanem s SYPRO-Ruby. Zaradi tega smo koli¢ino protite-
les pri drugi imunoprecipitaciji povecali (500 pg). Koli¢ina izoliranega CYP51 se ni
bistveno povecala, vendar se je na gelu, obarvanem z barvilom SYPRO-Ruby, poznala
sibka lisa, ki ustreza velikosti protena CYP51 (slika 5.14).

Eluiral se je tudi neznan protein, velik priblizno 45 kDa, katerega koncentracija je
bila precej vigja od CYP51 (Slika 5.14). Ker se enaka lisa ne pojavi pri analizi Wes-
tern, lahko izklju¢imo navzkrizno reaktivnost protiteles anti-CYP51 s tem proteinom.
Predvidevamo, da neznani protein interagira z AminoLink gelom. Poleg razlike v ko-
li¢ini vezanih anti-CYP51 protiteles smo pri drugi imunoprecipitaciji uporabili tudi
vecjo koli¢ino AminoLink gela (400 ul, prva 100 ul), kar bi lahko pojasnilo, zakaj se
je povecala tudi koli¢ina neznanega proteina. Identiteto neznanega proteina bomo
ugotovili s pomocjo masne spektrometrije.

Na izoliranem CYP51 smo izvedli Western-analizo z monoklonskimi protitelesi proti

fosforiliranemu tirozinu (Phospho-Tyrosine Mouse mAb). Glede na to, da je bila ko-
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licina izoliranega proteina verjetno precej majhna, ne moremo z gotovostjo trditi, da
CYP51 ni fosforiliran na tirozinu. Delez fosforiliranega proteina, prisotnega v vzocu,

je lahko tako majhen, da je pod mejo zaznave metode.

Fosforiliranost CYP51 smo preverili tudi z barvilom Pro-Q Diamond Phosphoprotein
Stain, ki obarva proteine, fosforilirane na serinu, treoninu in tirozinu. Do zdaj nismo
uspeli potrditi fosforiliranosti CYP51. Vzrok za to je nizka koncentracija proteina
CYP51 v vzorcu pa tudi majhen delez fosforiliranih proteinov. Zelo Sibek signal smo
dobili tudi pri pozitivni kontroli (fosforiliran proteinski standard), katere koncentra-
cija je 0,5 ug. Za Sibek signal je morda kriv tudi nacin detekcije. Za optimalno
detekcijo je potrebna ekstitacija pri 555 nm ter pri emisiji 580 nm. Mi smo upora-

bljali valovne dolzine ¢im blize teh, in sicer ekscitacijo pri 535 nm in emisijo pri 630nm.

Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili, ne moremo sklepati ali je protein CYP51
fosforiliran ali ne. Potrebna bo optimizacija metod. Prav tako nac¢rtujemo tretiranje v
E. coliizrazenega in oc¢isc¢enega CYP51 z razliénimi kinazami, kot so AMP-aktivirana
kinaza, protein kinaza A ter protein kinaza C. Ce katera izmed kinaz fosforilirala
protein, bi z masno spektrometrijo ugotovili lokacijo fosforilirane aminokisline ter
seveda preverili, ¢e fosforilacija vpliva na aktivnost proteina. Cas, namenjen izdelavi

diplomske naloge, pa je za dokoncanje vseh eksperimentov zal prekratek.

6.4 SKLEPI

1. Modifikacija N-terminalnega dela hCYP51 ni privedla do povecanega izrazanja

topne oblike proteina v E. coli.

2. Topnost in izrazanje hCYP51 nista odvisna zgolj od N-terminalnega dela, ampak
tudi od preostalega dela polipeptidne verige.

3. Izrazanje hCYP51-His v HepG2-celi¢ni liniji je premajhna za nadaljnje raziskave
fosforilacije in bi zahtevala selekcijo klonov z visoko izrazenim hCYP51-His.

4. Peptidna protitelesa ANTI-CYP51 so primerna za uporabo v imunoprecipitaciji
CYP51 iz tkiv.

5. Fosforiliranost proteina CYP51 zaradi izolacije majhnih koli¢in proteina in po-

trebne optimizacije metod Se vedno ni razjasnjena.
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7 POVZETEK

Lanosterol 14a-demetilaza (CYP51) je encim naddruzine citokromov P450, ki sodeluje
v poskvalenskem delu biosinteze holesterola pri zivalih, sitosterola pri rastlinah in er-
gosterola pri glivah. Reakcija, ki jo katalizira, je oksidativna odstranitev 14a-metilne
skupine lanosterola, 24,25-dihidrolanosterola ali obtusifoliola. Donor elektronov en-
cimu CYP51 v reakciji demetilacije je NADPH:citokrom-P450-reduktaza. CYP51 je
izrazen v membrani ER vseh sesalskih tkiv. Najve¢ ga je prisotnega v testisih, ovari-

jih, nadledvi¢ni zlezi, prostati, ledvicah, jetrih in pljucih.

Edina do danes znana je kristalna struktura proteina CYP51 iz bakterije Mycobac-
terium tuberculosis. Razresitev kristalne strukture sesalskega CYP51 bi pripomogla
k lazjemu molekulskemu modeliranju preostalih CYP51 v sesalcih in evkariontih, saj
je podobnost aminokislinskega zaporedja CYP51 med razli¢nimi sesalskimi vrstami
velika. Poleg tega bi znana struktura pripomogla k uspesnejSemu nacrtovanju inhibi-
torjev, specificnih za glivno izoformo encima, ki so Siroko uporabljana azolna proti-
glivna zdravila, kot je npr. fluconazol. Zaradi klju¢ne vloge pri biosintezi holesterola
je CYP51 tudi mogoca tarca za hipolipemike.

Raziskave uravnavanja izrazanja gena CYP51 so pomembne zaradi njegove vloge pri
biosintezi holesterola in zorenju spolnih celic. Promotorska regija CYP51 je zelo
ohranjena. Mesta in zaporedja glavnih regulatornih elementov v promotorju so skoraj
identi¢na v vseh do zdaj raziskanih sesalskih vrstah. Primarno je prepisovanje gena
CYP51 v somatskih celicah uravnavano preko od SRE-vezavnih proteinov odvisne
poti. Predvideva se, da na aktivnost proteina CYP51 vpliva tudi fosforilacija in de-
fosforilacija, kar pa do zdaj ni neposredno dokazano.

Cilj diplomske naloge je bil pripraviti ekspresijski plazmid ¢loveskega CYP51, ki
bi omogocal visoko stopnjo izrazanja v E. coli, ter preveriti stopnjo fosforiliranosti
CYP51 v HepG2 celi¢ni liniji oziroma jetrnemu tkivu. Ekspresijski plazmid bi omo-
gocal namnozitev in izolacijo zadostne koli¢ine hCYP51 za kristalizacijo ter nadaljnjo
rentgensko difrakcijo. Stopnja fosforiliranosti CYP51 pa bi pokazalam ali je aktivnost
encima v tkivu regulirana s fosforilaciijo/defosforilacijo, podobno kot pri hitrost do-
lo¢ujo¢em encimu sinteze holesterola HGM-CoA reduktaza.

S pomocjo mestno specificne mutageneze s PCR smo v N-terminalnem delu ¢love-
skega gena CYP51 (brez transmembranske regije) spremenili aminokislini sedem (Ala
= Val), enajst (Val = Ala) in dvanajst (Gln = Pro) ter za dvanajsto aminokislino
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dodali e en Pro. Spremembe, ki smo jih uvedli, so povzrocile, da je hCYP51 imel
enako aminokislinsko zaporednje N-terminalnega dela kot bCYP51, katerega izraza-
nje v E. coli znasa preko 455 nmol/L. Mutacije niso povecale izrazanja hCYP51 v
E. coli, temveC se je ta glede na nemutirani plazmid celo znizala. Skladno s temi
rezultati predvidevamo, da na povecano topnost in izrazanje hCYP51 nimajo vpliva
zgolj aminokisline N-terminalnega dela, ampak tudi druge aminokisline v notranjosti
polipeptidne verige.

Transfekcijo HepG2-celi¢ne linije smo izvedli s tremi razli¢nimi transfekcijskimi re-
agenti (CaCly, FuGene HD in Lipofectamine). Uspesnost transfekcije smo najprej
preverili s transfekcijo HepG2-celic z dvema razlicnima GFP-proteinoma (Cycle 3
GFP in EGFP), saj se da uspesnost enostavno preveriti pod invertnim fluorescentnim
mikroskopom. Najuspesnejsa je transfekcija s CaCly, ki smo jo uporabili tudi za trans-
fekcijo HepG2-celic z ekspresijskim plazmidom pcDNA3.1-hCYP51-His. Pripravili
smo homogenat stabilnih in prehodnih transfekcij HepG2-celic in koli¢ino hCYP51-
His preverili na NaDS-PAGE-gelu ter prenosu po Westernu. Ugotovili smo, da je
izrazanje hCYP51 v transformiranih celicah izredno majhno oziroma ga sploh ni, saj
po Western analizi ni bilo razlike med kontrolo in homogenatom transformiranih celic.
Vzrok za nizko izrazanje hCYP51-His v trajno transformiranih celicah je lahko posle-
dica vkljucitve plazmida pcDNA3.1 v predel genomske DNA, kjer ne poteka izrazanje
genov (heterokromatin). Selekcija klona, ki izraza hCYP51-His, v zadostni koli¢ini

presega Cas, namenjen diplomskemu delu.

Stopnjo fosforiliranosti proteina CYP51 smo zZeleli preveriti tudi v jetrnem tkivu misi,
s Cimer bi zagotovili optimalne fiziologke pogoje. Jetrno tkivo smo homogenizirali
v pufru, ki je vseboval inhibitorje fosfataz, ki preprecijo odstranitev fosfatnih sku-
pin fosforiliranih aminokislin. Imunoprecipitacijo smo izvedli s pomoc¢jo peptidnih
protiteles ANTI-CYP51 po navodilih Seize Primary Mammalian Immunoprecipita-
tion Kita. Homogenat tkiva smo inkubirali skupaj s AminoLink gelom z vezanimi
protitelesi anti-CYP51, kar je omogocilo tvorbo imunskih kompleksov. Po veckra-
tnem spiranju smo CYP51 eluirali z elucijskim pufrom. Koli¢ina protiteles, izoliranih
z imunoprecipitacijo, zal ni bila dovolj velika, da bi omogocila natan¢no raziskavo
fosforiliranosti CYP51. Fosforilacijo smo poskusali dokazati s pomocjo fosfo-tirozin
specificnih protiteles, in barvila, ki obarva fosforilirane proteine. Na podlagi, ki smo
jih dobili, ne moremo sklepati ali je protein CYP51 fosforiliran ali ne. Za reSitev
problema bo potrebna nadaljnja optimizacija metod.
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