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1 UVOD

Sav¢i mitochondrialni cytochrom ¢ (Cyt €) je esencialni soucasti respira¢niho fetézce
zajist'ujici bioenergetiku celé burniky. Kromé své proteinové slozky obsahuje také prostetickou
skupinu, hem typu c. Je lokalizovan na vngjsi strané vnitini mitochondrialni membrany, avsak
neni jeji soucasti. Pouze mezi nimi probihaji elektrostatické interakce zajiSt'ujici mobilitu

cyt ¢, jenz je nezbytna pro jeho funkci [1].

Jeho primarnim tkolem je pfenos elektroni mezi komplexem III a IV dychaciho

fetézce. Mimo to plisobi jako zhase¢ superoxidovych radikali [2].

Cyt ¢ je schopen tvotit komplex s fosfolipidy kardiolipiny (CL). Komplex cyt c-CL ma
peroxiddzovou aktivitu umoziujici katalyzu peroxidace téchto fosfolipida. Jejich oxidacni
poskozeni mtize vést az k naruSeni integrity mitochondridlni membrany a uvolnéni cyt ¢ do
cytosolu [3]. Zde se stava spoustéem apoptdzy, diky navazani na Apaf-1 (aktivujici faktor
apoptotické proteazy 1) za tvorby apoptozoému aktivujiciho kaspazovou kaskadu.
Antiapoptotickou funkci komplexu cyt c-CL je pfeména peroxynitritového aniontu na
dusi¢nanovy, kdy tento komplex ptsobi jako antioxidant. Cyt C je také schopen vazat CO a
NO s vysokou afinitou, ¢imz je inhibovana jeho peroxidazova aktivita a také nemize dojit

k jeho translokaci [4].

Je znamo témér 300 sekvenci cyt . Nejvetsi variabilita byla pozorovana u bakterialnich
cyt c. Délka polypeptidového tetézce se pohybuje v rozmezi 104£10 aminokyselinovych
zbytkd. Pfi jejich porovnani byly nalezeny evolu¢né stalé sekvence aminokyselin zodpovédné
za unikatni vlastnosti tohoto proteinu. Jednim z nich je motiv CxxCH tvofici dvé thioetherové
vazby mezi —SH skupinami Cys rezidui a dvéma vinyly hemu. Atom zeleza je koordinovan do

stfedu porfyrinového kruhu, jehoz ligandy jsou ¢tyfi pyrrolové dusiky, Met80 a His18 [5].

Vyzkum souvisejici scyt ¢ je velmi intenzivni v Sirokém spektru chemickych,
biologickych a medicinalnich odvétvi. V této praci se budu zabyvat studiem redoxnich
vlastnosti cyt ¢ izolovaného z koniského a teleciho srdce o délce 104 aminokyselin liSici se

pouze tfemi z nich [5].



2 CILE PRACE

V soucasnosti neni v odborné literatufe informace 0 elektroaktivité proteinové slozky
konjugovanych proteini. Dostupné elektrochemické studie jsou zaméfeny na vyuziti
voltametrickych metod pro vyzkum pouze prostetické skupiny hemu. Z tohoto divodu byl
zvolen cyt ¢ jako modelovy protein pro studium redoxnich vlastnosti konjugovanych proteind.

K tomu jsme pouzili:

1. Nativni cyt ¢ pfedstavujici velice stabilni molekulu rigidni struktury.
2. Apocytochrom ziskany eliminaci hemu, jejz zptsobila denaturaci proteinu a

maximalni rozvolnéni jeho struktury.
Dali jsme si za cil:

1. Navrhnout a optimalizovat piipravu apoforem cyt ¢ ze dvou komer¢né
dostupnych cyt ¢ izolovanych z konského a teleciho srdce.

2. Ov¢tit, zda béhem izolace nedochazi k fragmentaci molekuly proteinu.

3. Porovnat redoxni vlastnosti obou strukturnich forem (cyt ¢ vs. apocytochrom)
pomoci modernich elektrochemickych metod.

4. Vyuzit ziskané informace k posouzeni strukturni stability cyt ¢ a jeho

apoformy.
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3 TEORETICKA CAST
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3.1 Historie cytochromu c

Cytochrom ¢ (cyt c) je konjugovany protein syté¢ cCervené barvy, pravé diky
neproteinové slozce, jenz mimo jiné slouzi jako chromofor. Prvni poznatky o jeho izolaci se
datuji do roku 1930 [6]. Dnes patii mezi nejstudovanéj$i konjugované proteiny viibec a to
mimo jiné z divodu své termodynamické stability, jenz umoznuje snadnou purifikaci. Cyt ¢

byl také jeden z prvnich proteind, které se podafilo krystalizovat [7].

3.2 Funkce cytochromu c

Diky svym funkcim je cyt C esencialni pro zivot i smrt bunky. Podili se na vyrobé
energie, ma antioxidaéni a peroxidazovou aktivitu. V nasledujicich odstavcich budou

jednotlivé funkce cyt ¢ detailn€ popsany.

3.2.1 Elektronovy transport

Cyt ¢ je lokalizovany v mezimembranovém prostoru mitochondrie a je povazovan za
nejmensi a nejjednodussi proteinem elektronového transportniho fetézce (obrazek 1) [7].
Elektronovy transportni fetézec zajistuje chemiosmoticky gradient pro syntézu ATP.
Multienzymové komplexy pumpujici protony jsou spojeny malymi elektronovymi nosici, jako
je cyt c, ktery neni soucasti membrany, ale asociuje sjejim povrchem pomoci
elektrostatickych interakci. Pohyb cyt ¢ mezi komplexem III (reduktaza) a komplexem IV

(oxidaza) se pravdépodobné uskute¢niuje na zakladé dvou dimenzionalni difuze [1].

Primarni funkci proteinu je piijimat, transportovat a odevzdat elektron z complexu Il
(bcl komplex) do komplexu IV (cytochrom c oxidaza), ¢ehoz je schopen diky hemové
skuping, podléhajici redoxnim reakcim, pfi nichz méni atom Zeleza sviij oxidacni stav z Fe(ll)
na Fe(lll) a naopak [4]. Proteinova slozka cyt Cc zajistuje selektivni vybér partnera pro

elektronovou vymeénu, aby nedoslo k nevhodnému pfesmérovani elektronového toku [1].

12
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Obrazek 1: Oxidativni fosforylace zacina vstupem elektronu do elektronového transportniho retézce na vnitini
mitochondrialni membrané (IMM) nepropustné pro nizkomolekularni latky. Elektronovy transportni retézec se sklada
z komplexu I-1V, pohyb elektronii je zndzornén cernymi Sipkami. Prenos z jednoho Komplexu na druhy je zprostiedkovan
elektronovymi nosici ubichinonem (Q) a cytochromem c. Elektron preneseny cytochromem c z komplexu Il na komplex IV

umozni konverzi O, na H,0. Prevzato z [8].

3.2.2 Peroxidazova aktivita

Peroxidazova aktivita je schopnost cyt ¢ katalyzovat peroxidaci kardiolipint (CL),
fosfolipidii hojné zastoupenych v mitochondridlni membrané (20%). K této situaci dochazi
Vv piipadé zvysené hladiny reaktivnich forem kyseliku (ROS) a jejim kone¢nym dusledkem je
uvolnéni cyt ¢ do cytosolu, kde odstartuje apoptozu. Proto, aby cyt ¢ ziskal peroxidazovou
aktivitu, je zapotiebi jeho navazani na molekulu CL umisténou na vnitini mitochondrialni
membrané. Nejméné 15% mitochondrialniho cyt ¢ je vazano na CL [4]. Tato vazba mize
vzniknout, pokud dojde k elektrostatické interakci mezi kladné nabitym povrchem cyt C

(pfedevsim Lys rezidua) a zaporné nabitym fosfatem CL [3].

Navic dochazi k hydrofobni interakci jednoho nebo dvou fetézcli mastnych kyselin
kardiolipinu vnofenych do proteinu, coz také zpusobi zménu jeho konformace, vcetné
naruseni vazby mezi trojmocnym atomem zeleza v centru hemu a atomem siry rezidua Met80
[3]. Konkrétn¢ se predpoklada vznik vodikové vazby mezi fosfatem vnofeného CL a Asn52

(obrazek 2) [4].

Cyt ¢ se od ostatnich peroxidaz lisi praveé vazbou mezi sirou rezidua Met80 s atomem
zeleza, jenz se v ostatnich hemovych proteinech s peroxiddzovou aktivitou nevyskytuje. Toto
vazebné misto byva volné a vaze se zde peroxid vodiku. DalSich pét vazebnych mist zeleza je

obsazenych ¢tyfmi dusiky porfyrinového kruhu a jednim dusikem rezidua His18. Pfi studiu
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struktury komplexu cyt c-CL pomoci lypozomu se ukazala moznost vzniku cyt c-CL
nanostruktur, kde je molekula proteinu obklopena lipidovou monovrstvou. Vysledky studii
poukazuji na pfeménu cyt ¢ v peroxidazu jako na velmi komplexni d¢j, pti kterém dochazi ke
zméné jak terciarni, tak i sekundarni struktury proteinu, jenZ umozni navazéni peroxidu
vodiku k hemu, jakozto axialniho ligandu Zeleza a tim katalyzovat peroxidaci lipida tvofici

mitochondrialni membrany [3].

Inhibice peroxidazové aktivity komplexu cyt c-CL muze byt zpisobena navazanim NO
nebo CO. Oba plyny maji vysokou afinitu k hemovému atomu zeleza. Interakce s CO se fidi
béznou kinetikou druhého tfadu. Oproti tomu vazba S NO je podstatné¢ komplikovangjsi
proces. Pii vzniku komplexu cyt c-CL se predpoklada otevieni hemové $térbiny a oslabeni

vazby His18-Fe umoznujici nahrazeni patého ligandu His18 za NO [4].

Obrazek 2: Model komplexu cyt c-CL. Membrdnd je zndzornéna cervenou linkou, CL mda zelenou barvu. Dile jsou

zndzornéna vyznamnd rezidua pro tvorbu komplexu. Prevzato z [4].

3.2.3 Antioxida¢ni aktivita

Respiraéni fetézec produkuje velké mnozstvi superoxidového radikalu (O,7), ktery je
uvolnén do mitochondridlniho mezimembranového prostoru. O, a dalsi ROS zpusobuji
desorpci cyt ¢ z vnéjsiho povrchu vnitini mitochondrialni membrany do mezimembranového
prostoru, kde cyt ¢ plni antioxida¢ni aktivitu (rovnice 1). Komplex cyt c-CL je také schopen
zhaset peroxynitritovy radikal (ONOO") jeho pfeménou na NO3 [4].

14



05, + Cyt c(Fe3*) - 0, + Cyt c(Fe?*)

Rovnice 1: Preména superoxidového radikdalu na molekuldrni kyslik katalyzovand cyt c(I1).

3.24 Apoptéza

Na udrZeni bunééné homeostazy, odstranéni poskozenych bunék a vyvoji organismu se
podili programovana bunééna smrt, apoptdza. Jeji dynamické a morfologické rysy jsou velmi
odli$né od starnuti a nekrdzy. Cely proces je fyziologicky, kdy dochazi ke smrstovani buiky,
vzniku nepravidelnych zahybt ,,blebii* na plasmatické membrang, zptisobenych rozvolnénim
cytoskeletu a jeho odpojenim od cytoplasmatické membrany. Kondenzuje se chromatin,
rozpada se jaderna membrana a nakonec se zformuji apoptoticka téliska, jenZ jsou nasledné

degradovana bunikami mononuklearniho fagocytarniho systému (obrazek 3) [9].

Buiiky parenchyvmu

Obrazek 3: Morfologické zmény buiiky béhem apoptozy [10].
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Nedilnou soucasti apoptotické kaskady je podrodina cystein aspartatovych proteaz
znamé jako kaspazy. Nazev je odvozen od Cys rezidua nachazejiciho se v aktivnhim misté
kaspaz a schopnosti specificky Stépit peptidovou vazbu za Asp rezidui [11]. Kaspazy jsou
za fyziologickych podminek inaktivni. Pro ziskani aktivni kaspazy béhem apoptdzy je
zapotiebi proteolytického $tépeni prokaspazy na malou a velkou podjednotku, ¢asto pomoci
jiné kaspazy. Dv¢ rozstépené kaspazy vytvoii heterotetramer, jenz je aktivni formou enzymu.
onemocnéni a poruchy imunitniho systému. Aktivace kaspaz mulize prob&hnout nékolika

zpusoby [9].

Jednim znich je aktivace prostfednictvim tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF),
nreceptoru smrti‘ umisténého na povrchu bunky. Jeho agonisté aktivuji sérii protein-protein
interakci, které vedou ke vzniku signaliza¢niho komplexu vyvolavajici smrt (DISC), jenz

aktivuje kaspazy a dojde k programované bunécné smrti [9].

Dal$i moznosti je uvolnéni cyt ¢ z mitochondrie do cytosolu, kde pti kontaktu
s deoxyATP cyt c spusti alosterickou aktivaci a hepta-oligomerizaci Apaf-1 generujici
apoptozom, ktery aktivuje kaspazovou kaskadu vedouci rovnéZz K programované bunécné
smrti. Pro regulaci téchto udalosti slouzi represory a iniciatory jako jsou Bid a Bcl-2 proteiny
[11]. Pfi mutaci gent kodujicich tyto proteiny a nasledné expresi nefunkénich proteind, mize
dojit k zablokovani fizené bunécné smrti a postupné az ke vzniku nadorového onemocnéni

[4].

K apoptoze prispiva i tvorba komplexu cyt c-CL, jenZ zplsobi zménu terciarni struktury
cyt ¢, coz vede ke snizeni potencialu potiebného pro spravnou funkci v respira¢nim fetézci,
ziskani peroxidazové aktivity cyt ¢, moznosti navazat CO nebo NO. Antiapoptotickou
aktivitou komplexu cyt c-CL je zhaSeni ONOO™ radikali (obrazek 4). Pokud dojde
k permeabilizaci mitochondrialni membrany je naruSena bioenergetika celé organely.
Produkuje se nadmémé mnozstvi ROS, jez vede k uvolnéni cyt ¢ do cytosolu a nasledné

aktivaci apoptozy [4].
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Obrazek 4: Cyt ¢ jako prenasec elektronii mezi komplexy 11l a IV v respiracnim retézci, soucast komplexu cyt c-CL vazajici

NO a CO nebo zhasejici peroxynitritovy radikadl, v neposledni rade jako soucdst apoptozomu aktivujici kaspdazovou kaskadu

[4].

3.3 Struktura cytochromu c

Dnes je znamo 285 kompletnich aminokyselinovych sekvenci cyt ¢ z riznych druht
organismi. Pocet aminokyselinovych rezidui v mitochondrialnich cyt ¢ se pohybuje
v rozmezi 104£10. Nekteré z nich se v sekvenci vyskytuji vzdy a jsou oznacovany za ,.klicova

rezidua“. Konkrétné se jedna o Gly6, Phel0O, Cysl4, Cysl7, Hisl8, Gly29, Pro30, Gly4l,
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Asn52, Trp59, Tyr67, Leu68, Pro71, Pro76, Thr78, Met80 a Phe82, jenz plni dilezitou ulohu

ve strukture, funkci a stabilit¢ molekuly [5].

Cyt ¢ miize obsahovat jeden nebo n¢kolik hemu typu c. Atom Zeleza je vzdy axialné
koordinovan histidinem postranniho fetézce. Nejvétsi strukturni variabilita byla pozorovana u
cyt ¢ izolovanych z bakterii. Celkem byly popsany Ctyfi tfidy cyt ¢ v zavislosti na poctu

hem, pozici axialniho ligandu Zeleza a redoxniho potencialu [12,13].

Cyt ¢ izolovany z teleciho srdce ma identickou primarni strukturu s cyt ¢ izolovanymi
z prasec¢iho a ovc¢iho srdce. Polypeptidové fetézce cyt ¢ izolovanych z konského (obrazek 5) a
teleciho srdce jsou tvofeny 104 aminokyselinami, uspofddanymi kolem hemové prostetické
skupiny ptipojené dvémi thioetherovymi vazbami prostiednictvim Cysl14 a Cysl7. Hem je
tvofen porfirinovym kruhem, v jehoz stfedu je koordina¢né vazan atom Zeleza mezi 4 atomy
dusiku (obrazek 6). V sekvenci konského cyt ¢ se nachazi 3 Val rezidua, z toho dva z nich ve
dvou sekvencich Val-Glu-Lys, ktera je i hemovym tryptickym a chymotrypsinovym §tépem a
tieti v sekvenci Val-GIn-Lys. Pomérné vysoky pocet bazickych aminokyselinovych zbytka
zpisobuje vysokou hodnotu izoelektrického bodu (pI) vrozmezi 10,0-10,5. Jedna se
predevs§im o Lys rezidua, jenz jsou zaroven nejvice zastoupenou aminokyselinou s poétem
devatenact (cyt c izolovany z koriského srdce), osmnact (Cyt ¢ izolovany z teleciho srdce),
dale dvé Arg a tii His rezidua u cyt ¢ izolovanych z konského i teleciho srdce. N-koncova a-

aminoskupina cyt ¢ izolovanych z koniského i teleciho srdce je acetylovana [14,15].
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Obrdzek 5: Struktura konského cytochromu c s oznacenymi klicovymi aminokyselinovymi zbytky. Zndzornéno pomoci PDB id

1HRC [5,12].

Jako prvni byla zjisténa trojrozmérna struktura mitochondrialniho cyt ¢, izolovaného ze
srdce tunaka a to v sedmdesatych letech minulého stoleti, pomoci rentgenové strukturni

analyzy [13,16].
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Obrazek 6: Struktura hemu typu ¢ kovalentné vizand k molekule proteinu prostiednictvim Cysl4 a Cysl7, véetné ligandii

Met80 a His18. Prevzato z [17].

3.3.1 Kovalentni vazba mezi hemem a proteinem

Kovalentni vazba je zprostiedkovana dvémi thioetherovymi vazbami mezi jedinymi
Cys rezidui cyt ¢ Cysl4, Cysl7 s druhym a ¢tvrtym vinylem postranniho fetézce hemu.
Zminéné aminokyseliny jsou soucasti pentapeptidového motivu — Cys — XXX — XxX — Cys —
His —(CxxCH), jenz je zachovan u vétSiny organismi. Kovalentni vazba mezi hemem a
polypeptidem je typickd pro cytochromy typu €. ZvySuje pevnost axialniho ligandu hemu,
tvofi redoxni potencial a zvySuje stabilitu molekuly pii konformacnich zménach, aby
nedochdzelo k samovolné ztrat¢ hemu. Syntéza apocytochromu probihé v cytoplasmé, ten je
posléze transportovan do mitochondrie, kde je pomoci cyt ¢ syntetdzy kovalentné navazan

hem za vniku ,,zralého* holocytochromu c [5].

3.3.2 Nekovalentni interakce prostetické skupiny s proteinem

Pro zajisténi funkeni struktury cyt € jsou zapotiebi axialni ligandy hemu. Konkrétné se
jedna o His18, ktery se nachazi proximalné vpiedu a Met80, jenz pfistupuje distalné z boku.
Ukazalo se, ze vazba Met80 — Fe(IIl) podléha disociaci jiz za mirnych podminek, na rozdil od
His18, ktery je vazan k hemu i v denatura¢nim prostiedi konc. GUHCI. Stabilita této vazby je
pfisuzovana pentapeptidovému motivu CxXCH, jehoz soucasti je Hisl8 a vodikové vazbé

mezi a-aminoskupinou His18 a karbonylem Alal5, jenz je dalsi slozkou pentapeptidu [5].
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Koordinace mezi e-dusikem His18 a atomem Zzeleza je prostorové uspofadana tak, aby
nedochdzelo ke kontaktu s hemem, proto imidazolovy kruh His svird téméf pravy uhel (76°)
s rovinou pyrrolového dusiku hemu. Diky His18 snadné&ji vzniké thioetherova vazba mezi Cys
a hemem, stabilizuje jej v ramci struktury a také se zapojuje do mechanismu elektronového

pienosu [5].

Navzdory nizké stabilit¢, ma vazba mezi Met80 a atomem zeleza velky vyznam pro
udrzovani redoxniho potencialu, konformacni a termodynamické stability a schopnost
elektronového transportu. Met80 je piimo zodpovédny za vysoky redukéni potencial cyt c,
coz se projevilo pii jeho zaméné za Cys, kdy doslo k vyraznému snizeni redoxniho potencialu

0~ 600 mV [5].

3.3.3 Evoluéné stalé motivy a jejich funkce

Dal$im strukturnim motivem vyskytujicim se v cyt ¢ jsou N- a C-koncové helixy, jenz
spolu interaguji (obrazek 7). Divodem je spravné slozeni proteinu, ke kterému dojde
okamzit¢ po vzniku thioetherovych vazeb mezi hemem a polypeptidem na konci N-
koncového helixu. Oba helixy spolu interaguji prostiednictvim Leu94, Tyr97 z C-koncového
helixu a Gly6, Phel0 z N-koncového helixu. Gly6 a Tyr97 jsou evolu¢né nejvice stalé, na
pozici Gly6 se jen ztidka vyskytuje Asp. Leu94 mize byt nahrazen Val nebo lle. Oproti tomu
na mist¢ PhelO se objevuje velké mnozstvi variant, pficemz se ukazuje, Ze by mél byt
rozpoznavacim mistem pro pro cyt ¢ hem lyazu. Mala velikost Gly6 v N-koncovém helixu se

vytvaii prostor pro postranni fetézec Leu94 [5].

Na rozdil od N-koncového helixu je u C-koncového helixu pozorovana o poznani veétsi
variabilita a také k nému neni kovalentné vazan hem, coz vede k vétsi flexibilité v jeho
pohybu. Pti zaméné Gly6, PhelO nebo Tyr97 za zaporné nabitou aminokyselinu funkénost
proteinu zistala zachovana, ale naopak pfi jejich substituci za kladné nabitou aminokyselinu

(Arg, Lys) cyt ¢ nebyl schopen plnit svou funkci [5].
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C-koncovy helix

N-koncovy helix

Obrazek T: Interakce klicovych rezidui N- a C-koncovych helixii. Prevzato z [5].

Kli¢ovym aminokyselinovym zbytkem pro apoptézu je Tyr97, jenz je lokalizovan na
povrchu molekuly, tim padem miZze interagovat s hydrofobnimi latkami, jako jsou
kardiolipiny vnitfni mitochondridlni membrany a tak se podilet na jejich peroxidaci, ktera

zpusobi uvolnéni cyt ¢ z mitochondrie do cytoplasmy [5].

V celé sekvenci proteinu je Trp59 jedinym zastupcem této aminokyseliny. Pfesto je
dilezity diky vodikové vazb&é mezi jeho indolovym kruhem a propiondtem hemu. Tato
hydrofobni interakce stabilizuje strukturu celého proteinu a indol udrzuje elektrostatické

prostiedi kolem hemu [5].

Dal8im vyznamnym zbytkem je Tyr67, jehoZz hydroxylova skupina ovliviiuje spektralni
a redoxni vlastnosti hemu, protoze se Vredukovaném stavu ucastni vodikové vazby
s funkénimi skupinami postrannich fetézcti Asn52, Thr78, Met80 a s fixovanou molekulou
vody oznacovanou Watl66. Molekula Wat166 v oxidovaném stavu rusi vSechny zminéné
vodikové mustky mezi Tyr67 a ostatnimi tfemi aminokyselinami. Po zméné uspotadani
elektrostatickych sil v popsané siti vodikovych vazeb dojde opét ke konformac¢nim zménam
cyt ¢. VSechny popsané déje by mohly byt soucasti mechanismu ovladajici redoxni potencial
cyt c. Hydroxylova skupina Tyr67 déle brani pfistupu molekularniho kysliku, ¢imZz zamezuje

autooxidaci cyt c [5].

Zasadnim reziduem pro vazbu sredoxnimi partnery je Phe82, jehoz umisténi na
povrchu molekuly v tésné blizkosti hemu souvisi pravé sjeho funkci. Dale dochazi
k ovliviiovani samotného hemu, konkrétn¢ stabilizuje jeho nativni prostiedi a zamezuje

pruniku rozpoustédla do hemové kapsy, diky jeho planarnimu hydrofobnimu fenylu,

22



podilejiciho se na m-m interakcich s porfyrinem. Pfitomnost rozpoustédla v blizkosti hemu

dokonce snizuje redoxni potencial [5].

Pro vazbu s cytochrom ¢ oxidazou a tvorbu komplexu cyt ¢ — komplex Il je dulezity
Lys72. Jeho bazicky charakter umoznuje pusobeni elektrostatickych sil mezi cyt ¢ a zaporné
nabitym povrchem mitochondridlni membrany. U rostlin a hub dochazi k methylaci Lys72,
jejiz vyznam se prozatim nepodafilo objasnit. Lys72 je zapojen i do interakce s Apaf-1 tvofici

S cyt ¢ apoptozom iniciujici apoptdzu [5].

3.3.4 Posttranslacni modifikace cyt c

Z posttranslaénich modifikaci cyt ¢ byla pozorovana fosforylace Tyr48 (cyt ¢ z
hovézich jater), Tyr97 (cyt ¢ z hovéziho srdce), Thr28 a Ser47 (z lidskych kosternich svali).
Fosforylace odlisnych ¢asti cyt ¢ v riznych organech naznacuje jeho aktivni zapojeni do

signaliza¢nich drah bunky. Fosforylace Tyr97 zabrafuje aktivaci apoptozy [5].

Nitrace Tyr rezidui do ortho polohy brani elektronovému transportu, narusuje potencial
mitochondrialni membrany a zvySuje peroxidazovou aktivitu cyt c. Oproti fosforylaci je
soucasti sekvence tvoreného rezidui 70-85, véetné Met80 koordinujiciho s hemem.
Konformaéni zmény zptsobené nitraci Tyr74 umozni navazani peroxidu vodiku k hemu
vedouci k ziskani peroxidazové aktivity. Kromé toho se také posune pKa cyt ¢ K neutralnim
hodnotam pH, ¢imz se zamezi reakci cyt ¢ S cytochrom ¢ oxidazou, dojde k zaméné axialniho
ligandu hemu Met80 za Lys73 nebo Lys79 a zabrani se zformovani funk¢niho apoptozému
vlivem elektrostatickych zmén na povrchu proteinu [5]. Nitrace Tyr je irreverzibilni proces a
je spojovéna s patogenezi chorob souvisejicich s nitraénim stresem. Reaktivni formou dusiku
je peroxynitritovy anion vznikajici reakci superoxidového radikalu s oxidem dusnatym,
obsahujici jeden neparovy elektron (rovnice 2Rovnice 2). Peroxynitritovy anion muze vznikat
Vv cytosolu a poté difundovat do mitochondrie nebo se formuje piimo v mitochondrii ¢innosti

komplexu I-111 [18].
05 + NO - ON0O~
Rovnice 2: Vznik peroxynitritového aniontu ze superoxidového radikdlu a oxidu dusnatého.

Nejzastoupen¢j$i aminokyselina ve struktufe cyt ¢ lysin, ktery podléha acetylaci, jenz
neutralizuje jeho kladny naboj, zvySuje hydrofobicitu a ovliviiuje konformaci proteinu a tim i

jeho funkce. V tomto ohledu je nejlépe prostudovana N-koncova acetylace, ke které dochazi
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pienesenim acetylové skupiny z acetyl-CoA na koncovou a-amino skupinu za piitomnosti

N-koncové acetyl transaferazy, jenz by méla puisobit jako prevence degradace cyt ¢ [5].

3.4 Metody experimentalniho vyzkumu

Pii studiu vlastnosti klicovych rezidui byli vyuzivani mutantni formy cyt ¢ se zaménou
sledovaného aminokyselinového zbytku. Vysledky vyzkumi jsou shrnuty v praci od Zaidi et
al. [5].

3.4.1 Rentgenostrukturni analyza

Pro studium hemu, jakoZzto aktivniho mista elektronového transportu, bylo vyuzito
rezonan¢niho neelastického rentgenového rozptylu (RIXS). Porovnani bis-imidazolového
modelového komplexu hemu s cyt ¢ odhalilo kvantitativni rozdily, odrazejici vliv ligandd

Met80 a His18. Vysledky poukazuji na vétsi silu vazby mezi His18-Fe nez Met80-Fe [17].

3.4.2 Ramanova spektrometrie

Monitorovani intracelularniho redoxniho stavu cyt ¢ bylo provedeno pomoci
Ramanovy mikrospektroskopie. Byla pozorovana zvySena hladina redukovaného cyt C

Vv ex vivo bunkach béhem hypoxie a reoxigenace [19].

3.4.3 Nuklearni magneticka rezonance

Pomoci NMR byly zkoumany interakce mezi cyt ¢ a oligonukleotidem o délce 41 part
bazi za pouziti TROSY (transverse relaxation-optimized spectroscopy)-HSQC (heteronuclear
single quantum coherence) experimenttl. Takto se povedlo identifikovat vazebné misto DNA

na povrchu cyt c. Vysledky byly potvrzeny pomoci gelové permeacéni chromatografie [20].

3.4.4 Hmotnostni spektrometrie

Moderni metody umozfiuji analyzu struktury proteint v kapalnych vzorcich. Proto
bylo vyuZzito vodik deuterium vyménné hmotnostni spektrometrie (HDX-MS) a homologniho
modelovani pii analyze dihemového cyt C izolovaného z Heliobacterium modesticaldum
(obrazek 8). Vysledky ukazaly, ze Vv zavislosti na oxida¢nim stavu se meéni strukturni

flexibilita a také dochazi ke konforma¢nim zménam [21].
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Obrazek 8: Rozdily v prijmu deuteria mezi oxidovanym a redukovanym stavem jsou zndazornény barevnym kédem. Prevzato z

[21].

3.4.5 Elektrochemické metody

V poslednich nékolika letech jsou intenzivné studovany vlastnosti biomolekul
schopnych redoxnich d&i a jejich spojeni s anorganickymi nanomateridly, jenz vede
k sestavovani bioelektronickych zatizeni s Sirokou $kalou aplikaci napiiklad v medicing jako

biosenzory [22].

Pro studium  Kkinetiky elektronového transportu cyt ¢ byla vyuzita
spektroelektrochemicka metoda [23] umoziujici detailni studium procest na povrchu zlatych
elektrod [24]. Tato =zlata elektroda byla pokryta kovalentné vazanou samoskladnou
monovrstvou (SAM), tvofenou koncové modifikovanymi alkenthioly (obrazek 9). Pozitivné
nabité aminoskupiny lyzinG v bezprostfedni blizkosti hemu a z&porn€ nabité karboxylové
skupiny SAM mezi sebou elektrostaticky interaguji a stabilizuji tak vazbu mezi cyt ¢ a SAM.
Studovany cyt ¢ RC9-K13A je rekombinantni protein exprimovany v kvasinkach. Lisi se
zaménou Lys13 za Ala a jeho N-konec nebyl acetylovan. Vyhodou studia mechanismu
elektronového transportu v biologickych systémech touto technikou je moznost regulace
hnaci sily reakce prostfednictvim potencidlu vkladaného na elektrodu a vzdalenosti, kterou
musi elektron urazit, pomoci rizn¢ dlouhych fetézch alkylthiolti. Reakcéni rychlost

elektronového transportu rekombinantniho cyt ¢ byla o vice nez Sest fadi men$i nez u
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nativniho proteinu. Tento fakt poukazuje na skute¢nost, ze Lys13 umoznuje nejefektivnéjsi

cestu elektronového prenosu mezi cyt € a karboxylovym koncem SAM [23].
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Obrdzek 9: Schéma adsorpce cyt ¢ na SAM dvémi riznymi mechanismy: Vevo elektrostatické interakce mezi Lys zbytky cyt ¢
a karboxylovymi konci SAM. Vpravo koordinace mezi pyridinovymi konci SAM a hemem. Prevzato z [25].

Déle byl studovan pienos elektronii mezi hemovou prostetickou skupinou kofiského
cyt ¢ a pyridinylovym zbytkem SAM modifikovanou Si (100) elektrodou pomoci cyklické
voltametrie. Predpokladany receptorovy ligand byl pfipraven Huisgenovou cykloadici
acetylenem ukoncené alkylové monovrstvy s azidy kyseliny isonikotinové nebo jejiho amidu,
za pritomnosti méd’'ného (I) katalyzatoru. Takto byl modifikovan konec SAM neoxidované
Si (100) elektrody (rovnice 3). Tento tip reakci je oznacovan jako tzv. ,.click” reakce, jejiz
vyhody jsou vysoké vytézky, jednoduchost a specifita. Diky tomu byl ziskdn kvalitné
modifikovany povrch elektrochemického senzoru. Kfemikova elektroda sama o sobé podléha
na svém povrchu spontanni oxidaci zptisobujici vznik pasivujici amorfni vrstvy. AvSak pii jeji
modifikaci SAM byla pied samovolnou oxidaci ochranéna. Méfeni cyt ¢ bylo provedeno
nejprve na acetylenem ukoncené SAM modifikované Si (100) elektrodé, ale bez signdlu na
voltamogramu, protoZe se neofekava interakce mezi acetylenem a lysinovymi zbytky. Pfi
pouziti elektrody modifikované funkénimi derivaty isonikotinové kyseliny byly zjiStény
pozoruhodné rozdily. Amid kyseliny isonikotinové taktéz nepodléhal elektrochemické reakci
S cyt c, az jeji ester vytvoril s cyt ¢ dobfe definované redoxni viny pfi potencidlu -114+13 mV
a-196£11 mV.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Chemikalie a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie

Cyt ¢ izolovany z teleciho a koiiského srdce (> 95%), Sephadex® G-25, dimethylsulfoxid
(DMSO), dodecylsulfat sodny (SDS), teleci sérovy albumin (BSA), hydroxid sodny (NaOH),
kyselina chlorovodikova (HCI), chlorid sodny (NaCl), 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-
diol hydrochlorid (TRIS), hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPQO,), dihydrogenfosfore¢nan
sodny (NaH2PO,), octan sodny (CH3;COONa), kyselina octova (CH3COOH), kyselina
trihydrogenfosforecna (H3zPO,), kyselina boritd (H3BOgs), siran stiibrny (AgxSOy),
dithiothreitol (DTT), guanidin hydrochlorid (GuHCI), ethanol, methanol, glycerol,
bromfenolova modf, persiran amonny, tetramethylethylendiamin (TEMED), butanol,
TWEEN, mocovina, uhli¢itan amonny byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (USA). Helium
(99,999%) pochazeji od firmy Linde Gas (Praha, Ceska republika). Coomassie Brilliant Blue
G-250, transferovy pufr Trans-Blot Turbo, membrana PVDF byly dodany firmou Bio-Rad (USA).
Roztok monomeru akrylamid:bis 29:1 dodany vyrobcem OmniPur-Calbiochem (USA). Cyt ¢
primarni polyklonalni krali¢i protilatka (H-104), cytochrom ¢ primarni monoklonalni mysi
protilatka (A-8), sekundarni protilatka kozi anti-mysi 1gG-HRP a sekundarni protilatka kozi
anti-krali¢i 1gG-HRP, Western Blotting Luminol Reagent byly dodany spole¢nosti Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (USA). Fotograficky film BioMax Light Film byl zakoupen od spole¢nosti
KODAK (USA).

4.1.2 Roztoky

Pro pfipravu roztok byla pouzita deionizovana voda (dd H,O) pfipravena pomoci

zafizeni Ultrapur, Watrex (Praha, Ceska republika).

Eluc¢ni pufr pro chromatografickou purifikaci apocytochromu

0.1 M fosfatovy pufr pH = 7: Roztok 0,1 M Na;HPO, byl titrovan roztokem 0,1 M NaH,PO,
dopH=7.

Bradfordovo ¢inidlo

0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpusténo
Vv 50 ml 95% ethanolu, ptidano 100 ml 85% kyseliny fosfore¢né a doplnéno dd H,O do 1 I.

Pufr pro pripravu roztoku apocytochromu s DTT a GuHCI
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0,05 M acetatovy pufr pH = 5: Bylo rozpusténo 1,701 g CH3COONa v 200 ml dd H0,
upraveno pH pomoci konc. CH3COOH a doplnéno dd H,O na 250 ml.

Pufry pro elektrochemickou analvzu

Tlumivy roztok Tris-HCI: Smés 20 mM TRIS a 20 mM NaCl upraveno na pH = 7,4 pomoci
konc. HCI.

Britton-Robinsoniv__ pufr pro elektrochemické analyzy: Smés kyselin sloZena
20,04 M CH3COOH (2,29 ml 98% CH3COOH), 0,04 M H3PO4 (2,74 ml 85% H3PQOy),
0,04 M H3BO;3 (2,474 g). Vsechny slozky piidany do dd H,O a pH bylo upraveno pomoci

0,2 M NaOH a dale doplnéno deionizovanou vodou do 1 .

Roztoky pro gelovou elektroforézu a Westernuv pienos

10 x zaostfovaci pufr: Rozpusténo 7,5 g TRIS-HCI v 40 ml dd H,O, pomoci konc. HCI

upraveno pH na 6,8 a doplnéno dd H,O na 50 ml.

Vzorkovaci pufr pro denaturacni elektroforézu: Bylo smichano 2,5 ml 10 x Stacking gel

buffer s 1 g SDS, 5 ml glycerolu, 5 mg bromfenolové modie a 0,775 g DTT, vSe doplnéno do
10 ml dd H,O.

Vzorkovaci pufr pro nativni elektroforézu: Bylo smichano 2,5 ml 10 x Stacking gel buffer

s 5 ml glycerolu, 5 mg bromfenolové modie, v§e doplnéno do 10 ml dd H,O.

4 x separacni pufr: Ptipraven rozpusténim 36,3 g TRIS-HCI v 150 ml dd H,0O, pomoci konc.
HCI upraveno pH na 8,8 a doplnéno dd H,O do 200 ml.

Migraéni pufr: Vznikl rozpusténim 3,03 g TRIS-HCI, 14,41 g glicinu a 10 ml SDS (0,1 %)

v 1| deionizované vody.

TBS: Ptipraven rozpusténim 12,11 g TRIS-HCI v 900 ml dd H,O, upraveno pH pomoci konc.
HCl na 7,5, ptidano 9 g NaCl a doplnéno do 1 | dd H,0.

TBS/T: Natedéno 50 ml TBS do 450 dd H,O a pridano 250 ul TWEEN.

Roztok 5% mléka: 5 g suseného mléka v 95 ml TBS/T.

4.1.3 Pristrojové vybaveni
Analyticka kolona (Jupiter C18, 1.0 x 50 mm, 5 um, 300A, Phenomenex, CA),
Analytické viahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko),
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Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendorf, Némecko),

Centrifuga chlazen4 Rotina 38 R (Biotech, Ceska republika),
Hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, USA),
Inkubator Enviromental Shaker (Biosan, LotySsko),

Magneticka micha¢ka IKA RH basic KT/C (Slabo, Ceska Republika),
Mikrokolona (Michrom Bioresources, USA),

Novagen® D-Tube™ Dialyzers (Merck Millipore, USA),

pH metr inoLab Level 1 (Schoellerlnstruments, Ceska Republika) se sklenénou

kombinovanou elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko),
Spektrofotometr pro méfeni v 96-jamkovych desti¢kach Infinite M200 (Tecan, Svycarsko),

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200 nebo PowerPac
3000 (Bio-Rad Laboratories, Némecko),

Systém pro elektrochemickou analyzu pAutolab III analyzator (EcoChemie, Holandsko)
v tiielektrodovém usporadani: pomocna platinova elektroda, referencni Ag/AgCl/3M KCI a
pracovni uhlikova elektroda z pyrolytického grafitu o plose 9 mm? nebo rtutové kapkova
visici elektroda o plofe 0,4 mm® souasti systému Metrohm 663 VA Stand (Metrohm,

Svycarsko),

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko),

Ttepacka Reax Top (Heidolph, Némecko),

Ultrazvukova termostaticka vodni lazen Elmasonic S 10 H (Elma, Némecko),
UV-Vis spektrofotometr UV-2401 PC (Shimadzu, Japonsko),

Zafizeni pro Westerniv pienos Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad, USA).

4.2 Ptiprava a purifikace apocytochromi

Apocytochromy byly pfipraven modifikaci postupu skupinou Fisher, et al. [26].
V ultrazvukové lazni pii 40 °C bylo rozpusttno 40 mg Ag,SO, v45 ml HO
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s 400 ul CH3COOH. Vznikly roztok byl smichan s 24 mg cyt ¢ rozpusténého v 500 ul H,O
(obrazek 10).

Obrazek 10: Roztok cyt ¢ a Ag,SO4V H,0 s piidavkem CH;COOH.

Nasledovala ¢ty hodinova inkubace pii 40 °C. Zkumavky se vzorky byly zabaleny do
alobalu, aby nedochazelo k fotochemické reakci (degradaci). Po inkubaci byl vzorek
centrifugovan pii 12 000 x g, doSlo k usazeni precipitovaného hemu na dno zkumavky
(obrazek 11).

Obrazek 11: Vzorky cyt ¢ s Ag,SO, po centrifugaci s hnédymi precipitaty hemu.

Supernatant byl dale purifikovan na kolon& naplnéné sorbentem Sephadex® G-25
ekvilibrované 0,1 M CH3;COOH (obrazek 12).
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Zachycend sraZenina hemu

Sephadex® G-25

Sbirané frakce

Obrazek 12: Purifikace na koloné naplnéné sorbentem Sephadex® G-25. Tmavy zdkal v horni ¢dsti kolony je zachycend

hemova slozka.

Byly sbirany frakce po 1 ml, obsah proteinu byl méfen metodou dle Bradfordové a

nepfitomnost hemu ovéfena pomoci UV-Vis spektrofotometrie.

Frakce obsahujici apoprotein byly lyofilizovany. Lyofilizat byl rozpustén v1 ml
acetatového pufru obsahujici 6 M GuHCl a 1 M DTT. Zkumavka byla zabalena do alobalu a
roztok byl inkubovan dvé hodiny pii 25 °C.

Po inkubaci opét probéhla centrifugace pii 12 000 x g, byl viditelny Zluto-zeleny
precipitat (obrazek 13).
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Obrazek 13: Vzorek apocytochromu s DTT a GuHCI po centrifugaci. Je viditelny Zlutozeleny precipitdt.

Znovu byla provedena purifikace supernatantu na sorbentu Sephadex® G-25, vzorek byl
odsolen pomoci dialyzagni kolony Novagen™ D-Tube™ Dialyzers a opét lyofilizovéan. Byl

ziskan bezbarvy apocytochrom zbaveny hemového chromoforu (obrazek 14).

Obrazek 14: Zkoncentrovany vzorek apocytochromu.

4.3 HPLC/MS analyza cytochromu ¢ a apocytochromu

4.3.1 Proteolytické §tépeni cytochromu c a apocytochromu

Vzorky cyt ¢ izolovaného z komiského a teleciho srdce vcetné jejich apoforem byly
denaturovany rozpusténim v roztoku 9 M mocoviny a zahtaty na 60 °C po dobu 60 min. Cyt ¢
neobsahuje disulfidické vazby, proto nebylo ptfidano zddné redukéni ¢inidlo. Nasledné byly
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vzorky nafedény 900 ul roztoku 100 mM uhli¢itanu amonného (pH = 8) a Sté€peny Vv roztoku
trypsinu v poméru 1:20 ptes noc pii 37 °C.
4.3.2 HPLC separace

Peptidy byly zachyceny a odsoleny online pomoci mikrokolony (Michrom
Bioresources, Auburn, CA) po dobu 2 min pfi prutoku 20 ul/min. Poté byl eluat aplikovan na
analytickou kolonu (Jupiter C18, 1.0 x 50 mm, 5 pm, 300A, Phenomenex, CA) a separovan
za pouziti linearniho gradientu: 10 % B 0-2 min, 40 % B 2-55 min. Mobilni faze: A — 0.1%

kyselina mravenci ve vodé, B — 80% acetonitril / 0.08% kyselina mravenci.

4.3.3 Hmotnostni spektrometrie

Byl pouzit hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific) s ionizaci
elektrosprejem on line spojenym s robotickym systémem zalozenym na HTS-XT platforme
(CTC Analytics Comp.). Analyzy byly provedeny dle metodiky [27].

4.4 Elektrochemické analyzy cytochromu c a apocytochromu
Vsechny elektrochemické analyzy byly provadény za piitomnosti kysliku.

4.4.1 Priprava zasobnich roztoki a vzorki proteini

Zasobni roztoky cyt ¢ a apocytochromii o koncentraci 1 mg-ml'1 byly pfipraveny do
tlumivého roztoku TRIS-HCI pH = 7,4. Tento roztok byl fedén do Britton-Robinsonova pufru
na koncentraci 1 uM.

4.4.2 In situ potenciometricka analyza cytochromu c a apocytochromu

Ptipraveny vzorek (5 ml) byl ptenesen do elektrochemické cely, kde byl podroben

chronopotenciometrické rozpoustéci analyze za konstantniho proudu (CPSA).

Parametry CPSA: rozpoustéci proud -12,5 pA, pocatecni potencial 0 V, koncovy potencial
-2 V.

4.4.3 Insitu voltametricka analyza cytochromu c a apocytochromu

Ptipraveny vzorek (5 ml) byl pfenesen do elektrochemické cely, kde byl podroben
voltametrii s vkladanym stfidavym napétim (ACV) a voltametrii s pravouhlym vkladanym
napétim (SWV).
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Parametry ACV: frekvence 66,21 Hz, pocate¢ni potencial 0 V, koncovy potencial -1,95 V.

Parametry SWV: frekvence 200 Hz, pocate¢ni potencial 0 V, koncovy potencial 1,4 V.

45 Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu cytochromu c a

apocytochromu

45.1 Priprava vzorku

Vzorky proteint o koncentraci 1 mg/ml byl smichan se vzorkovacim pufrem v poméru

4:1 (vzorek:vzorkovaci pufr). Bylo aplikovano 5 ug proteinu na gel.

45.2 Priprava 15% polyakrylamidového déliciho gelu
Komponenty byly smichany v nasledujicim potadi:

1. 3,75 ml roztoku monomeru akrylamidu:bis 29:1
2. 3,65mldd H,O
3. 2,5 ml 4 x separa¢niho pufru
4. 100 pl 10% persiranu amonného
5. 10 ul TEMED
Vse bylo promichano na elektromagnetické michacce, naneseno mezi dvé skla o pozadované

tloust'’ce 1,5 mm a zalito butanolem.

4.5.3 Priprava zaostfovaciho gelu

Po ztuhnuti déliciho gelu byl vylit butanol, skla vysuSena a pfipraven a aplikovan

zaostfovaci gel:

440 pl roztoku monomeru akrylamidu:bis 29:1
830 pl 10 x zaostrovaciho pufru

2,03 ml dd H,0O

25 pul 10% persiranu amonného

5 ul TEMED

A A
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4.6 Denatura¢ni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu cytochromu c a

apocytochromu

4.6.1 Priprava vzorku

Vzorky proteind o koncentraci 1 mg/ml byl smichany se vzorkovacim pufrem v poméru
4:1 (vzorek:vzorkovaci pufr). Smés byla zahtata na 95 °C po dobu 5 min a poté aplikovano 10

ug proteinu na gel.

4.6.2 Priprava 15% polyakrylamidového déliciho gelu
Komponenty byly smichany v nasledujicim potadi:

6. 3,75 ml roztok monomeru akrylamidu:bis 29:1
7. 3,65 mldd H,O
8. 2,5ml 4 x separa¢niho pufru
9. 100 pul 10% SDS
10. 100 pl 10% persiranu amonného
11. 10 ul TEMED
Vse bylo promichano na elektromagnetické michacce, naneseno mezi dvé skla o pozadované

tloust’ce 1,5 mm a zalito butanolem.

4.6.3 Priprava zaostfovaciho gelu

Po zaschnuti déliciho gelu byl vylit butanol, skla vysusena a pfipraven a aplikovan

zaostfovaci gel:

6. 440 ul roztok monomeru

7. 830 ul 10 x zaostfovaciho pufru
8. 330 ul 10% SDS

9. 2,03 mlddH,0

10. 25 pul 10% persiranu amonného
11. 5 ul TEMED
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4.7 Westerniiv pienos cytochromu ¢ a apocytochromu

4.7.1 Preneseni proteinu na povrch membrany

Nejdtive byla provedena rehydratace membrany 1 min v MeOH a 2 min v dd H,O. Poté
byl pfipraven blotovaci sendvi¢ z papiru, membrany, gelu a dalSiho papiru, ktery byl vlozen
do blotovaciho zafizeni na 10 min pfi proudu I = 2 A. Po skonceni ptenosu byla membrana
3x promyta po 5 min v TBS/T a blokovana v 5% roztoku suseného mléka v TBS/T
3 hodiny.

4.7.2 Navazani protilatek a detekce

Membrana byla inkubovana S primarnimi protilitkami v 5% roztoku mléka
(fedéni 1:500) pies noc. Nasledne 3 X promyta v roztoku TBS/T po dobu 5 min. Inkubovéana 2
hod se sekundéarni protildtkou v 5% roztoku mléka (fedéni 1:5000) a opét 3 X promyta
v TBS/T po dobu 5 min. Pro detekci byla vyuzita komeréné dostupna sada Western Blotting
Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Vizualizace byla provedena na fotograficky
film (KODAK BioMax Light Film).

4.8 Molekulovy model cyt c

Monomer cyt ¢ (PDB kod: 4RSZ) byl vizualizovan v programu PyMOL (Molecular
Graphics System, version 1.5.0.4; Schrodinger, LLC).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro ucely predlozené diplomové prace byl pouzit cyt C izolovany z koniského a teleciho
srdce. Oba proteiny jsou komeréné dostupné s deklarovanou cCistotou > 95 %. Ob¢ nativni
formy proteinu byly pouzity pro ptipravu apoforem a to dle jiz diive popsaného postupu [26].
Nativni cyt ¢ obsahuje hemovou slozku a pfedstavuje model vysoce stabilniho proteinu
s kompaktni strukturou [5]. Naproti tomu apoforma hemovou slozku neobsahuje a tudiz
predstavuje model proteinu s destabilizovanou (relaxovanou) strukturou [5]. Nejprve byly
vzorky cyt ¢ a jeho apoforem charakterizovany pomoci UV-Vis spektroskopie (sekce 5.1),
elektroforézy za nativnich (sekce 5.2) a denaturacnich (sekce 5.3) podminek v kombinaci
s Westernovym pienosem (sekce 5.4). Validita vzorkll byla taktéZz potvrzena metodou
HPLC/MS (sekce 5.5). Dale byly vzorky cytochromii vcetné jejich apoforem podrobeny
elektrochemickym analyzam (sekce 5.6) a vysledky byly interpretovany vzhledem ke znamé

krystalové struktufe nativniho cyt ¢ (sekce 5.6 a 5.7).

5.1 Piiprava a purifikace apocytochromu

Apocytochromy byly pfipraveny pomoci metody zalozené na eliminaci hemu po
inkubaci nativnich forem proteinu s Ag;SOy, nasledné DTT v denatura¢nim prostiedi GUHCI
a purifikaci na kolon& plnéné sorbentem Sephadex® G-25, dle metodiky [26]. Pfitomnost
proteinu Vv jednotlivych frakcich byla sledovana metodou dle Bradfordové. Pro kontrolu zda
skute¢né dochazi k eliminaci hemu, byla na konci izolace zméfena UV-Vis spektra
purifikovanych vzorkl apocytochromt a to od 200 do 700 nm a vysledky byly srovnany
s UV-Vis spektry nativnich forem cyt c. Ve spektru nativniho cyt C je mozné pozorovat
vyrazny absorp¢ni pas v oblasti okolo 400 nm naleZici hemové sloZce proteinu, ktery se ve
spektru apocytochromu nevyskytuje (obrazek 15). Uvedené pozorovani dokazuje, ze
purifikacni procedura vede k ziskani apoforem cyt ¢ coz je taktéz v souladu s vysledky dalsich
autoru [26].
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UV-Vis: cytochrom c vs. apocytochrom ¢
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Obrazek 15: Porovnani UV-Vis spekter nativniho cyt ¢ (Cervené) a apocytochromu (modre).

5.2 Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu cytochromu c a

apocytochromu

Cyt ¢ z teleciho a koniského srdce vcetné jejich apoforem byly studovany pomoci nativni
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (obrazek 16). Z obrazku je patrna podstatné vyssi
elektroforeticka mobilita nativnich cyt ¢ (prouzky 1 a 3) oproti apoformam (prouzky 2 a 4).
Dlvodem je kompaktni molekula nativniho proteinu kladouci mens$i odpor pii priichodu

gelem. Na rozdil od rozvolnéné struktury apocytochromd, jenz znesnadiiuje pohyb gelem a

tudiz se i1 snizuje elektroforeticka pohyblivost téchto vzorkd.

Start —> -

Obrazek 16: Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. 1) Cytochrom c izolovany z konského srdce a jeho 2)
apocytochrom. 3) Cytochrom c izolovany z teleciho srdce a jeho 4) apocytochrom.
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5.3 Denaturac¢ni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu cytochromu c a

apocytochromu

UV-Vis spektroskopické analyzy ani nativni gelova elektroforéza neumoziuji
kvantitativné¢ zhodnotit, zda nedochazi v pribéhu purifikacnich postupti a manipulace se
vzorky K jejich poSkozeni, pfedev§im fragmentaci [8]. Z tohoto divodu byla provedena
denaturaéni elektroforéza, dle protokolu [28]. Hodnoceno bylo, zda nedochazi k fragmentaci
polypeptidového fetézce a to predevsim apoforem cytochromu c, které piedstavuji strukturné
destabilizované formy proteinu. Pouze jeden prouzek (MW = 12 kDa) u kazdého vzorku znaci

neporusenou primarni strukturu proteint (obrazek 17).

Start —> —

12kDa —> - p—

Obrdazek 17: Denaturacni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. 1) Cytochrom c izolovany z korniského srdce a jeho 2)

apocytochrom. 3) Cytochrom c izolovany z teleciho srdce a jeho 4) apocytochrom.

5.4 Westerniv pi‘enos cytochromu c a apocytochromu

Vzorky obou strukturnich forem proteinu byly po provedeni SDS-PAGE taktéz
zkoumany pomoci cytochrom ¢ vazajici polyklonalni krali¢i protilatky (H-104) [29]
(obrazek 18) a monoklonalni mysi protilatky (A-8) [30] (obrazek 19). Obé primarni protilatky
se selektivné vazi na aminokyselinové zbytky 1-104 po provedeni Westernova prenosu. To Ze
se obé protilatky navazaly na nativni cytochromy C i na jejich apoformy taktéz potvrzuje
neporusenoU primdrni strukturu apocytochromili. Uvedené také dokazuje, Ze oba typy

protilatek se selektivné vazi nejenom na nativni formu proteinu, ale také na strukturné
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destabilizované apoformy. Je zde tedy moznost vyuzit obé vyse specifikované protilatky pro

ucely dalsiho vyzkumu pomoci molekularn€ biologickych metod a strukturnich studii.

1 2 3 4
12kDa  —> i —

Obrazek 18: Westerniiv pirenos po aplikaci polyklondlni kralici protilatky H-104. 1) Cytochrom c izolovany z konského srdce

a jeho 2) apocytochrom. 3) Cytochrom c izolovany z teleciho srdce a jeho 4) apocytochrom.

1 2 3 4

12kDa —> i —

Obrazek 19: Westerniiv prenos po aplikaci monoklonalni mysi protilatky A-8. 1) Cytochrom c izolovany z konského srdce a

jeho 2) apocytochrom. 3) Cytochrom c izolovany z teleciho srdce a jeho 4) apocytochrom.

5.5 HPLC/MS analyza cytochromu ¢ a apocytochromu

Pro exaktni ovéfeni eliminace hemové slozky pfi piipravé apocytochromil byla pouZzita
HPLC/MS technika v kombinaci s tryptickym $tépenim dle metodiky [28]. Pii HPLC/MS
analyze cyt ¢ izolovaného z koniského srdce se podatilo identifikovat peptid CAQCHTVEK
prostfednictvim jehoZ Cys zbytku je vazan hem. Na obrazku 20 je uveden MS chromatogram
(TIC: total ion current) a pod nim SIM (single ion monitoring) chromatogramy sledovaného
peptidu. Jak je vidét, byla zjiSténa pritomnost, jak sledovaného peptidu bez hemu, tak i s
hemem, piicemz MS spektrum ukazuje fadoveé vyssi intenzitu peptidu s hemem, nez bez
hemu. Uvedené muze byt zpisobeno dekonjugaci hemu v pribéhu ESI ioniza¢niho procesu.
DoloZeny jsou i MS/MS spektra sledovaného peptidu (obrazek 20). Pii fragmentaci peptidu
CAQCHTVEK s hemem se odstépuje fragment pti m/z 616,26, ktery odpovida pravé jednotce

hemu. Uvedené vysledky jsou v souladu s jiz publikovanymi daty [28].
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Obrazek 20: HPLC/MS analyza cytochromu ¢ z konského srdce. Chromatogram vlevo nahoie (TIC: total ion current), pod
nim jSOU zobrazeny vyextrahované chromatogramy (SIM: single ion monitoring) peptidu bez hemu a s hemem. V pravém
sloupci nahore je MS spektrum extrahované z chromatogramu pri tr = 36 min, ddle jsou ukdzany MSIMS spektra

sledovaného peptidu bez a s piritomnosti hemové slozky.

Dale je pozorovano MS spektrum naméfené po tryptickém Stépeni apocytochromu
pivodem z koniského srdce (obrazek 21). U vzorku cyt ¢ izolované¢ho z konského srdce
(obrazek 20) byly identifikovany piky pti m/z 817,31 pro peptid CAQCHTVEK s hemem a
pii m/z 509,72 pro samotny peptid. U vzorkd apocytochromu izolovaného z konského srdce
(obrazek 21) nebyly tyto piky odpovidajici peptidu s hemovou slozkou v MS spektrech
nalezeny. Vyse popsané vysledky nasvédcuji eliminaci hemu, coz je v souladu s vysledky

UV-Vis a elektroforetickych analyz.
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Obrazek 21: MS spektrum konského apocytochromu.

5.6 Insitu potenciometricka analyza cytochromu ¢ a apocytochromu

Vzorky cyt ¢ izolované z teleciho (obrazek 22) a konského (obrazek 23) srdce a jejich
ptislusné apoformy byly analyzovany pomoci rozpoustéci chronopotenciometrie za
konstantniho proudu (CPSA) na rtut'ové kapkové visici elektrodé (HMDE).
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Obrazek 22: Chronopotenciogramy cyt ¢ izolovaného z teleciho srdce a jeho apoformy o koncentraci / uM. Rozpoustéci
proud -12,5 ud. Adsorpce 10 s pfi potencidlu 0 V. MéFeno metodou CPSA (in sitw) za pouziti HMD elektrody, zdkladni
elektrolyt Britton-Robinsonuv pufr pH = 6,5. VioZeny obrazek: zvétsena oblast od -1,4 do -2,0 V.

Kvalitativni rozdily mezi chronopotenciogramy cyt ¢ izolovaného z koniského a
teleciho srdce nebyly pozorovany (srovnej obrazky 22 a 23). Byl identifikovan katalyticky
pik H cyt ¢ pfi potencialu kolem -1,9 V. V ptipadé apocytochromi byl katalyticky pik H
pozorovan pii potencidlech kolem -1,8 V. Za elektrokatalyticky pik H odpovidaji Cys a
bazickd (Lys, Arg, His) aminokyselinova residua lokalizované na povrchu proteinu, které
interaguji s povrchem elektrody a zapojuji do reakce katalytického vylucovani vodiku
(CHER) [31,32,33]. U obou apoforem byl pozorovan narist vysky pikd H a jeho posun
smérem k pozitivné&j§im potencialim ve srovnani s elektrokatalytickymi odezvami nativnich
forem proteinu. Uvedené poukazuje na usnadnény prubéh elektrokatalytické reakce v piipadé
obou apoforem, jenz mize byt zptisobeno rozvolnénim jejich struktury, ktera pravdépodobné
umoziuje zapojeni vys§iho poctu elektrokatalyticky aktivnich center molekuly do

sledovaného elektrodového déje, tj. CHER.
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Obrazek 23: Chronopotenciogramy cytochromu ¢ izolovaného z korniského srdce a jeho apoformy 0 koncentraci I uM.
Rozpousteci proud -12,5 uA. Adsorpce 10 s pri potencialu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody,
zakladni elektrolyt Britton-Robinsonuv pufr pH = 6,5.

Elektrokatalyticky aktivni bazickd aminokyselinova residua jsou ukazana na modelu
cyt ¢ izolovaného z koiského srdce pomoci programu PyMOL. K dispozici je kalotovy model
pro zobrazeni trojrozmérného usporadani (obrazek 24, vlevo) a povrchové modely molekuly

Z ptedni i zadni strany (obrazek 24, vpravo).

Obrazek 24: Modely cyt ¢ izolovaného z konského srdce Svyznacenymi Lys — fialova (18); Arg — hnéda (2);

His — oranzova (3); Hem — Zluta; Alfa-helix — c¢ervend. Pripraveno pomoci PyMOL.
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V chronopotenciogramu obou zkoumanych cyt ¢ byl také identifikovan redukéni pik
samotného hemu (pik HM) pfi potencialu kolem -1,6 V (viz vlozené chronopotenciogramy
Vv obrazcich 22 a 23), ktery se v zaznamech apocytochromii nevyskytuje. Pro potvrzeni, zda se
jedna opravdu o signal hemu, byla provedena komparativni analyza (obrazek 25) samotného

heminu, lisici se od hemu typu ¢ pouze atomem chléru (obrazek 26).

—— Apocytochrom
— Cytochrom ¢
0,51 —— Elektrolyt
— Hemin
0,4 -
2
5, 031
LL
2 0,21
©
0,1-
0,0 - ] -— ] - ] - 1
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E [V]

Obrazek 25: Chronopotenciogramy cytochromu ¢ izolovaného z teleciho srdce, jeho apoformy a samotného heminu o
koncentraci 1 uM. Rozpoustéci proud -20 uA. Adsorpce 10 s pri potencialu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti
HMD elektrody, zdkladni elektrolyt Britton-Robinsoniv pufr pH = 6,5.

H2C = CHs

HsC “CH,

HsC CHs

HO

Obrazek 26: Struktura heminu.
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5.6.1 VIiv rozpoustécino proudu

Dale byla studovana zavislost vySky a potencialu piku H cyt ¢ na rozpoustécim proudu
(obrazek 27). Jak je vidét, se zaporn&jSim rozpoustécim proudem, klesa vyska piku H
(obrazek 28) a posouva se k zaporn&jSim potencialim (obrazek 29). Prib¢éh obou zavislosti
poukazuje na elektrokatalyticky dé&j. K uvedenym analyzam byl pouzit cyt C izolovany
Z teleciho srdce a pro dalsi experimenty byl pouzit rozpoustéci proud -12,5 pA, pii kterém

poskytuje cyt ¢ dobfe vyvinuty a reprodukovatelny pik H.

—-10 WA
—-12,5 yA
—-15 A
— -17,5 pA
— -20pA
—-22,5 uA
— -25 A
— -27,5 yA

-50 ——.
2,00 -1,95 -190 -185 -1,80 -1,75
E[V]

Obrazek 27: Chronopotenciogramy piku H cytochromu c izolovaného z teleciho srdce pri riiznych rozpoustécich proudech.
c(eyt c) = 1 uM. Adsorpce 10 s pri potencidlu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody, zdkladni
elektrolyt Britton-Robinsonuv puf, pH = 6,5.
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Obrazek 28: Zavislost vysky piku H cytochromu c izolovaného z teleciho srdce na rozpoustécim proudu (Ig.). c(cyt €) = 1 uM.
Adsorpce 10 s pFi potencialu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody, zdkladni elektrolyt Britton-
Robinsonuiv pufir, pH = 6,5.
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Obrazek 29: Zavislost potencialu piku H cytochromu ¢ izolovaného z teleciho srdce na rozpoustécim proudu (Istr).
c(eyt €) = I uM. Adsorpce 10 s pri potencialu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouZiti HMD elektrody, zdakladni
elektrolyt Britton-Robinsoniiv pufi, pH = 6,5.
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56.2 Vliv pH

Zkouman byl také vliv pH zékladniho elektrolytu na elektrokatalyticky pik H cyt
(obrazek 300brazek 30). S rostoucim pH dochazelo k posunu piku H do zapornéjsich
potencialt (obrazek 31) a ke snizeni katalytického piku H (Obrazek 32), coz koresponduje
S pozorovanim ostatnich autortu [32,34], kdy se snizujici se hodnotou pH prostiedi roste
koncentrace protondonoru v zakladnim elektrolytu, coz pfispiva k efektivnéjSimu pribéhu
CHER.

250 1
—pH 6,25
—pHG6,5
200 - ——pHG6,75
——pH7Y

[HEN

a1

o
1

dt/dE [s/V]
S

o)
o
1

0- ,
190 -1.88 -1.86 -184 -1.82 -1.80
E V]

Obrdazek 30: Chronopotenciogramy (pik H) cytochromu c izolovaného z teleciho srdce pri riznych pH. c(cyt ¢) = 1 uM.

Adsorpce 10 s pri potencidlu 0 V. Rozpoustéci proud -12,5 uA. Meéreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody,

zdakladni elektrolyt Britton- Robinsonuv pufi.

50



Potenci
AN
o
(@)}
o

-1,865 - .

62 63 64 65 66 67 68 69 7.0 7.1
pH

Obrazek 31: Zavislost potencialu piku H cytochromu c izolovaného z teleciho srdce na pH c(cyt ¢) = 1 uM. Adsorpce 10 s pri

potencialu 0 V. Meéreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody, zakladni elektrolyt Britton-Robinsoniiv pufr.
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Obrazek 32: Zavislost vysky piku H cytochromu c izolovaného z telectho srdce na pH. c(cyt ¢) = 1 uM. Adsorpce 10 s pri
potencialu 0 V. Rozpoustéci proud -12,5 uA. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody, zdkladni elektrolyt

Britton-Robinsonaiv pufr.
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5.6.3 Vliv potencialu akumulace

Studovan byl i vliv potencialu akumulace na vysku piku H cyt ¢ (obrazek 33). Cim byl
potencial akumulace blize nule, pik H naristal. Uvedené naznacuje, ze adsorbovanou vrstvu
proteinu je vhodné vytvaret pii potencidlech od 0 V do 50 mV, coz zajistuje nejvyssi

elektrokatalytické odezvy.
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Obrazek 33: Zavislost vsky piku H cytochromu c izolovaného z teleciho srdce na potencialu akumulace. c(cyt ¢) = 0,1 uM.
Adsorpce 30 s. Rozpoustéci proud -27 uA. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD elektrody, zdkladni elektrolyt
Britton-Robinson:iv pufr, pH = 6,5.

5.7 Insitu voltametricka analyza cytochromu c a apocytochromu

5.7.1 Voltametrie se stiidavou sloZkou napéti

Provedeny byly taktéz experimenty za pouziti voltametrie se stfidavou slozkou napéti
(ACV) a to jak v modu out-of-phase (obrazek 34, obrazek 36) ktery reflektuje adsorpcné
desorp¢ni déje a taktéZ v modu in-phase, ktery obecné reflektuje déje zalozené spiSe na
vyméné elektrond [35]. Out-of-phase AC voltamogramy potvrzuji, ze adsorbovana vrstva
proteini se v pribéhu elektrochemického skenu nedesorbuje a pravdépodobné nepodléha
rozsdhlym reorientacnim procestim. V piipad¢ apocytochromil je pozorovan pik (*) pfi
potencialu -0,6 V, ktery pravdépodobné souvisi s redukci Hg-S vazby vzniklé mezi dvéma

Cys proteinu a povrchem elektrody. Redukce Hg-S vazby je obvykle spojena s reorientaci
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adsorbované vrstvy proteinu [36]. In-phase AC voltamogramy (obrazek 35, obrazek 37)
potvrzuji katalytické vylucovani vodiku a vysledky koresponduji s vysledky dosazenymi

pomoci CPSA.

' Elektrolyt '
= Cytochrom ¢
= = Apocytochrom

50 nAI :

20 15 10 05 00
E[V]

Obrazek 34: AC voltamogram (out-of phase) cytochromu c izolovaného z teleciho srdce o koncentraci 1 uM. Pouzita HMD

elektroda (in situ). Zdkladni elektrolyt Britton-Robinsoniv pufi, pH = 6,5.
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™
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Obrazek 35: AC voltamogram (in-phase) cytochromu c izolovaného z teleciho srdce o koncentraci 1 uM. Pouzita HMD

elektroda (in situ). Zakladni elektrolyt Britton-Robinsonuv pufr, pH = 6,5.
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Obrazek 36: AC voltamogram (out-of phase) cytochromu c izolovaného z korniského srdce o koncentraci 1 uM. Pouzita HMD
elektroda (in situ). Zdkladni elektrolyt Britton-Robinsoniv pufi, pH = 6,5.
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Obrazek 37: AC voltamogram (in-phase) cytochromu c izolovaného z konského srdce o koncentraci 1 uM. Pouzita HMD

elektroda (in situ). Zakladni elektrolyt Britton-Robinsonuv pufir, pH = 6,5.
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5.7.2 Voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim

Jako posledni elektrochemicka technika byla pouzita voltametrie s vkladanym
pravouhlym napétim (SWV) pro analyzu cyt ¢ a jejich apoforem izolovanych z teleciho
(obrazek 38) i konského (obrazek 39) srdce, kde je zietelny oxidaéni pik Tyr resp. Trp
riznych proteini [37]. Tyr residua jsou znazornény na molekulovém modelu
(obrazek 40). Cyt ¢ obsahuje pouze 1 Trp zbytek, jehoz participaci na anodické reakci nelze

vyloucit.

1 Elektrolyt
= Cytochrom c
= = Apocytochrom

Pik Y&W

05 06 07 08 0,9
E [V]

Obrazek 38: Square wave voltametrie (in situ) cytochromu ¢ izolovaného 7 teleciho srdce o koncentraci 1 uM. PouZita

elektroda z pyrolytického grafitu. Zakladni elektrolyt Britton-Robinsoniiv pufi, pH = 6,5.
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Obrazek 39: Square wave voltametrie (in situ) cytochromu c izolovaného z kornského srdce o koncentraci 1 uM. PouZita

elektroda z pyrolytického grafitu. Zakladni elektrolyt Britton-Robinsoniv pufi, pH = 6,5.

Opét byly vytvofeny kalotovy a povrchové modely cyt c pro vizualizaci
elektroaktivnich center molekuly (Obrazek 40) pomoci programu PyMOL.

Obrazek 40: Modely cyt ¢ s vyznacenymi Trp — Sedad (1); Tyr — modra (4); Cys — tyrkysova (2); Hem — zlutd, Alfa-helix —

cervenda. Pripraveno pomoci PyMOL.
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6 ZAVER

Byly studovany cytochromy C izolované z koniského a teleciho srdce, vcetné jejich
apoforem. Apocytochromy byly pfipraveny eliminaci hemu z cyt ¢ a naslednou purifikaci.
Nativni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu ukazala vétsi elektroforetickou pohyblivost
nativnich cyt ¢ oproti apoformam, pravdépodobné zpusobenou kompaktnéjsi molekulou
nativnich cyt c. Denaturacni gely dokazaly, ze nedochazi ke §tépeni apocytochromi béhem
jejich pripravy. Toto bylo potvrzeno i pomoci Westrnova pifenosu S monoklondlni a
polyklonalni protilatkou. Obé protilatky se navazaly jak na nativni cyt c, tak i na jejich
apoformy. V chronopotenciogramech se podafilo identifikovat nejenom katalyticky pik H
nativniho i apocytochromu, jakozto signal proteinové Casti, ale také signal samotného hemu
(pik HM) u nativniho cyt €. Pro ovéteni, zda se jedna skutecné o signal hemu, byla provedena
komparativni analyza se samotnym heminem. Zavérem byly studovany elektrochemické
vlastnosti obou forem proteinu pomoci ACV a SWV, kde se podafilo identifikovat piky Tyr u

nativnich cyt c i jejich apoforem.

Vysledky piedlozené v této praci piispivaji k lep§imu pochopeni redoxnich vlastnosti
konjugovanych proteinti &8 mohou byt dale vyuzity jako zaklad pro dalsi studie, naptiklad pro

zkoumani interakei cyt ¢ S lipozomy obsahujici kardiolipiny.
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