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Abstrakt

vvvvvv

skupinu tvofi flavonoidy, fenolové kyseliny a katecholy. Polyfenoly jsou v organismu
metabolizovany vramci II. faze biotransformace, mlZzou byt sulfatovany,
glukuronylovany nebo methylovany. Pro studium biotransformace je potfeba mit

definované standardy.

Sulfatované polyfenoly mizeme ptipravit pomoci enzymové sulfatace, ktera ma mnohem
mirnéj$i reakéni podminky oproti chemické. Prokaryotické sulfotransferasy vyuzivaji
k sulfataci jako donor sulfatu 3-fosfoadenosin-5°-fosfosulfat (PAPS), ktery je vSak velmi
drahy a obtizné se regeneruje. Alternativou jsou bakterialni aryl-sulfotransferasy (EC
2.8.2.22), které katalyzuji ptenos sulfatové skupiny z fenolového donoru na fenolovy
akceptor. V literatufe byly doposud popsany dvé bakteridlni aryl-sulfotransferasy

z Desulfitobacterium hafniense a Escherichia coli.

Predkladana préace se zabyva produkei, purifikacia biochemickou charakterizaci dvou
novych bakteridlnich aryl-sulfotransferas z Desulfosporosinus sp. HMP52 a Salmonela
bongori. Enzymy byly heterologné exprimovany v E. coli a purifikovany pomoci afinitni
chromatografie. V ramci biochemické charakterizace bylo stanoveno jejich pH a teplotni
optimum, stabilita v organickych rozpoustédlech a riznych teplotach a pH. Dale byla
urcovana jejich katalyticka Gi€¢innost s donory sulfatu para-nitrofenylsulfat (p-NPS) a
4-methylumbelliferylsulfat (MUS). Jednotlivé parametry byly nasledné porovnavany

s jiz dfive charakterizovanym enzymem z Desulfitobacterium hafniense.

Sulfata¢ni schopnosti enzyml byly ovéfeny na nckolika vybranych polyfenolovych
latkach a byly porovnavany mezi sebou. Produkty enzymové sulfatace byly analyzovany

metodami TLC a optimalizovanymi metodami HPLC s UV a MS detekci.

Produkované aryl-sulfotransferasy budou vyuzity v dal§im vyzkumu pro pfipravu

sulfatovanych metabolitli polyfenold.

Kli¢ova slova: Aryl-sulfotransferasa, enzymovéa sulfatace, polyfenolové latky,
Escherichia coli, Desulfosporosinus sp. HMP52, Salmonela bongori, vysokoucinna

kapalinova chromatografie (HPLC)



Abstract

Polyphenols are the most common natural substances found in food. The largest group is
represented by flavonoids, phenolic acids and catechols. Polyphenols are metabolized in
the body during the biotransformation phase II, they can be sulfated, glucuronylated or

methylated. To study biotransformation, it is necessary to have defined standards.

Sulfated polyphenols can be prepared by enzymatic sulfation, which needs much milder
reaction conditions compared to chemical sulfation. Prokaryotic sulfotransferases use
3'-phosphoadenosine-5'-phosphosulfate (PAPS) as a sulfate donor for sulfation, which is
very expensive and difficult to regenerate. An alternative is the group of bacterial aryl
sulfotransferases (EC 2.8.2.22), which catalyze the transfer of a sulfate group from
a phenolic donor to a phenolic acceptor. Two bacterial aryl sulfotransferases from
Desulfitobacterium hafniense and Escherichia coli have been described in the literature

so far.

The present thesis deals with the production, purification and biochemical
characterization of two new bacterial aryl-sulfotransferases from Desulfosporosinus sp.
HMP52 and Salmonella bongori. The enzymes were heterologously expressed in E. coli
and purified by affinity chromatography. Their pH and temperature optimum, stability in
organic solvents and different temperatures and pH were determined as part of
biochemical characterization. Their catalytic efficiency was determined with the sulfate
donors para-nitrophenyl sulfate (p-NPS) and 4-methylumbelliferyl sulfate (MUS). The
individual parameters were then compared with the previosusly characterized enzyme

from Desulfitobacterium hafniense.

The sulfating abilities of the enzymes were tested with several selected polyphenolic
substances and compared with each other. The enzyme sulfation products were analyzed

by TLC and optimized HPLC methods with UV and MS detection.

The produced aryl sulfotransferases will be used in further research for the preparation of

sulfated metabolites of polyphenols.

Keywords: Aryl sulfotransferase, enzymatic sulfation, polyphenolic compounds,
Escherichia coli, Desulfosporosinus sp. HMP52, Salmonela bongori, High Performance

Liquid Chromatography (HPLC)
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Seznam zkratek
e API-—apigenin
e APIS — apigenin-4'-O-sulfat
e AST —aryl-sulfotransferasa
e (feAST — aryl-sulfotransferasa z Campylobacter fetus
e DCC — N,N-dicyklohexylkarbodiimid
o DhAST — aryl-sulfotransferasa z Desulfitobacterium hafniense
e DMSO - dimethylsulfoxid
e DspAST — aryl-sulfotransferasa z Desulfosporosinus sp. HMP52
e FE. coli— Escherichia coli
e EcoAST — aryl-sulfotransferasa z Eschrichia coli
e EKDD - ekvilibra¢ni pufr pro purifikaci DAAST a DspAST
e EKES — ekvilibracni pufr pro purifikaci EcoAST a ShoAST
e EUDD - eluéni pufr pro purifikaci DAAST a DspAST
e EUES — elu¢ni pufr pro purifikaci EcoAST a SboAST
o HPLC — High Performance Liquid Chromatography — Vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie
e CH - chrysin
o IMAC - [Immobilized Metal-ion Affinity Chromatography — Afinitni
chromatografie s imobilizovanym iontem kovu
e [PTG - isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid
e KAM - kaempferol
e KS — kaempferol-4'-O-sulfat
e L —luteolin
e LB médium — Luria Bertani médium
e LC-MS —kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
o LMW — Low Molecular Weight
e LS —luteolinsulfat (luteolin-3"-O-sulfat, luteolin-4'-O-sulfat)

e M —myricetin



MCAC — Metal Chelate Affinity Chromatography — afinitni chelata¢ni
chromatografie

MU — 4-methylumbelliferon

MUS — 4-methylumbelliferylsul fat

MYRS — myricetinsulfat (myrecetin-3'-O-sulfat, myrecetin-4’-O-sulfat)
ot./min — otacek za minutu

PAP — 3’-fosfoadenosin-5"-fosfat

PAPS — 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

PMSF — fenylmethylsulfonylfluorid

p-NP — para-nitrofenol

p-NPS — para-nitrofenylsulfat

Q — kvercetin

QS — kvercetin sulfat (kvercetin-3'-O-sulfat, kvercetin-4'-O-sulfat)

SboAST — aryl-sulfotransferasa ze Salmonela bongori

SD — silydianin

SDS-PAGE — gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

SULT — sulfotransferasa

TEMED - tetramethylethylendiamin

TLC — Thin Layer Chromatography — tenkovrstva chromatografie



1 Teoreticka c¢ast

1.1 Polyfenolové latky

Polyfenolové slouceniny jsou Siroce rozsifené latky v ptirode a jsou diilezitou skupinou
sekundarnich rostlinnych metabolitii. Rostlinné polyfenoly jsou fazeny do né&kolika
skupin jako naptiklad fenoly, fenolové kyseliny, stilbeny, taniny, ligniny a
flavonoidy [1,2].

Polyfenolové latky jsou pfitomny v ovoci a zeleniné a jsou vyuzivany jako dopliky
stravy [3]. Studie prokazaly jejich terapeutické ucinky, kdy puasobi protektivné vici

rakoviné, diabetu, a mnoha metabolickym onemocnénim [4].

Polyfenoly se déli na fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny, lignany a taniny [2,5].
Zakladni rozdéleni polyfenolovych latek je v tabulce 1.1, jejich zdkladni struktury jsou

uvedeny na obrazku 1.1.

Flavonoidy zahrnuji skupiny latek s malou molekularni hmotnosti (typicky mezi
200-400 Da) a lze je rozdélit na flavonoly, flavony, flavanony, antokyany, katechiny a
isoflavony (tabulka 1.1). Hlavnim zdrojem flavonoidi je zelenina, ovoce, obiloviny a
luSténiny. Pfi metabolizaci flavonoidii dochazi piedevSim k jejich glykosylaci,

glukuronylaci, sulfataci nebo methylaci a jsou vyluc¢ovany pomoci zlu¢e nebo moci [1].
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Obrazek 1.1: Obecné struktury polyfenolovych sloucenin: A) flavonoly, flavony, flavanony;
B) anthokyany; C) katechiny; D) isoflavony; E) derivaty kyseliny hydroxybenzoové; F) derivaty
kyseliny hydroxyskoficové; G) stilbeny; H) taniny; I) lignany [5,6]



Tabulka 1.1:Piehled skupin polyfenolovych sloucenin podle jejich zakladni struktury [5,6]

Ttida Strukturni Priklady slougenin
motiv
Flavonoidy
Flavonoly kvercetin, fisetin, rutin
Flavony Chrysin
Flavanony naringenin, hesperidin
Co-C3-Cs <.
Anthokyany Kyanidin
Katechiny (flavanoly) katechin, epikatechin
Isoflavony Gennistein
Fenolové kyseliny
Derivaty kyseliny . .
hydroxybenzoové Cs-Cy kyselina gallova
Derivaty kyseliny . (o
hydroxyskoficové Ce-Cs kyselina kédvova
Stilbeny Cs-C2-Cs Resveratrol
Taniny
Kondenzované taniny Prokyanidin
L (C6-C3-Co)n .
Hydrolyzovatelné taniny Theogallin
Lignany (C6-C3)n silydianin (flavonolignan), matairesinol

1.1.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou bézné rozsifeny v rostlinné i1, jsou to biologicky aktivni latky a bylo
jich identifikovano vice nez 8000 druhii. Mnoho z nich je zodpovédnych za barvy ploda
a kvéth, nékteré chrani rostliny pted UV zafenim. Flavonoidy se nachazeji v nejriznéjsich
potravindch — ovoci, zelening, ¢aji, ving, hotké ¢okolade¢, zrnech a v mnohém dalSim.
Casto se vyskytuji v glykosylované form&, odstépenim cukerné slozky pak tyto t&kavé
latky obohacuji plody a napoje charakteristickym aromatem. Vyzkumy naznacuji, Ze by
mohly mit antioxida¢ni, hormondlni, protiinfek¢ni, protirakovinné 1 preventivni i€inky.

Jsou schopny indukovat obranné enzymy a potlacuji srazeni krve [4,6,7].

Flavonoidy mohou vykazovat antioxida¢ni ucinky, které souvisi s jejich strukturou,
zejména s poctem hydoxylovych skupin [1]. Zakladni struktura flavonoidld je
na obrazku 1.2. Obsahuji obvykle hydroxylové skupiny v poloze 3-,5- a 7-. Flavonoidy

se vyskytujiiv glykosylované formé. Pfitomnost cukri a hydroxylovych skupiny zvySuje
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rozpustnost ve vod¢ a jejich biologickou dostupnost, ale v piipad€ piitomnosti
methylovych skupin se naopak zvySuje jejich lipofilita [8]. Do skupiny flavonoidii patii

flavonoly, flavony, flavanony, anthokyany, katechiny a isoflavony [5].

Obrazek 1.2: Zakladni struktura flavonoidi [9]

Prospésnost flavonoidi spociva piedevSim v jejich antioxidacnich ucincich, které
pomahaji neutralizovat Skodlivé volné radikély, a chrani tak buiiku ptfed oxidativnim
stresem. Flavonoidy maji v organismu schopnost zpomalovat nebo inhibovat oxidativni
procesy vyvolané volnymi radikaly nebo reaktivnimi formami kysliku. V zavislosti
na poloze a poctu hydroxylovych skupin a poc¢tu konjugovanych vazeb mohou mit rizné
redoxni potencialy [10]. Jsou schopné ménit aktivitu nékterych enzymia a ovlivilovat
chovani mnoha bunéénych systémil, maji prospéSny uCinek na organismus [1].
Diky antioxida¢nim u¢inkiim mtzou byt i u¢inné proti starnuti. Mezi dalsi vyhody patii
jejich protizanétlivé, kardioprotektivni a antimikrobidlni G¢inky [1].

1.1.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou derivaty kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoticové.
Nejbéznéjsi fenolové kyseliny jsou kyselina kavova, ferulova a gallova. Obvykle se
vyskytuji ve formé estert, ale 1ze je také nalézt volné. Konjugované kyseliny jsou soucasti
nerozpustné slozky bunéfné stény, vtéto formé jsou nejcastéji akumulované
ve vakuolach. Fenolové kyseliny nalezneme v ovoci a zelening, v obili nebo semenech.
Vazané fenolové kyseliny se mohou uvolnit pomoci extrakce bazickou, kyselou nebo

enzymovou hydrolyzou. V potravinach se nachazeji ve velmi nizké koncentraci [5,10].

1.1.3 Stilbeny, taniny a lignany
Lignany jsou dimerni slouceniny, obsahuji 2,3-dibenzylbutanovou strukturu vzniklou

dimerizaci dvou koniferylovych jednotek nebo derivat kyseliny skoficové. Jsou to
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fytoestrogeny nachéazejici se v minoritnim mnoztsvi v mnoha rostlinach, kde se podileji
na tvorb€ bunécné stény rostlinnych bunék. Podobné jako flavonoidy maji antioxidacni
ucinky, mohou snizovat hladiny LDL cholesterolu, maji estrogenni 1 antiestrogenni
ucinky a mohou mit protektivni €inky vici rakoving. Patii sem naptiklad enterodiol,

matairesinol, jejich derivaty jsou flavonolignany, napft. silydianin [5,6].

Taniny jsou sekundarni metabolity rostlin. Jedna se o vysokomolekularni latky tvofené
z oligomert a polymerit polyfenolt. I pies svou vysokou molekulovou hmotnost
(500-3000 g/mol) jsou dobte rozpustné ve vode. Se sacharidy a proteiny mohou vytvaret
nerozpustné komplexy. Vyuzivaji se naptiklad jako potravinarska aditiva (Cifidla) nebo
k 1écbé bakterialnich infekei (antioxidacni, protizanétlivy a antisepticky i€¢inek). Zastupci

jsou naptiklad prokyanidin nebo kyselina ellagova [5,6].

Stilbeny jsou nejvice zastoupeny v hroznech a hroznovych produktech. Zastupci stilbenti
je naptiklad resveratrol, nebo pterostilben, které jsou produkovany v rostlinach v reakci
na houbovou infekci. Resveratrol je jednou zhlavnich latek studovanych
v protirakovinném vyzkumu. Tyto latky jsou nicmén¢ velmi $patné biologicky dostupné,

a to hlavné z diivodu jejich rychlé metabolizace a vylu€ovani [5,6].

1.2 Metabolismus xenobiotik
Hlavnim mistem biotransformace xenobiotik u savctl jsou jatra, konkrétné hepatocyty.
Vylucovani a preménu latek ovliviiuje mnoho faktort, jako je velikost molekuly, polarita,

ale také enterohepaticka cirkulace nebo pratok krve jatry [11,12].

Hlavnim cilem biotransformace je pfeména cizorodych latek na latky, které se snadno
vylouci z téla. Behem biotransformace se méni fyzikalni a chemické vlastnosti molekul,
coz vede ke zméné jejich biologické ucinnosti a dostupnosti. PfedevSim se méni
schopnost priniku membranami, z latek lipofilnich se stavaji latky hydrofilni. To pak

vede ke snadnéjSimu vylouceni z téla [11,12].

Biotransformace se déli na dvé faze: hydroxylacni a konjugaéni. Prvni faze je tvofena
predevsim oxida¢nimi, redukénimia hydrolytickymi reakcemi, které do molekul zavadéji
nebo odhaluji funk¢ni skupiny, a zvysuji tak rozpustnost molekuly. Druhd faze zahrnuje
predevsim konjugacni reakce, jako je glukuronylace, sulfatace, konjugace
s glutathionem, acetylace, methylace a dal$i. Behem druhé faze opét dochézi ke zvyseni

hydrofility. VSechny reakce faze biotransformace I1II jsou katalyzované enzymy [11,12].
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1.2.1 Metabolicka sulfatace

fenolové hydroxyly, alifatické hydroxyly a aminy. Sulfatace hraje také dilezitou roli
v regulaci endokrinnich funkei, reguluje konjugaci estogenti a androgenii. Reakce je
katalyzovana sulfotransferasami (SULT, EC 2.8.2) v cytosolu, a to za ptitomnosti
koenzymu 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfatu (PAPS). Touto reakci vznikaji estery
kyseliny sirové, které jsou vysoce rozpustné ve vod¢. Sulfatace je za fyziologickych
podminek ¢aste¢né regulovana dostupnosti PAPS a transportnimi mechanismy. Tento typ
konjugace je povazovan za vysoce afinitni, ale nizkokapacitni. Existuje asi 44 sav¢ich
sulfotransferas, napiiklad SULT1 (EC 2.8.2.1) katalyzuje sulfataci malych planarnich
fenold, jako je estradiol, hormony Stitné Zlazy, pfirodni xenobiotika a léky, zatimco

SULT?2 pak sulfatuje steroidy atd. [11,13].

Sulfotransferasy mohou byt rozdéleny i podle typu donoru a akceptoru sulfatu,
a to na aryl-sulfotransferasy (AST, EC 2.8.2.22), které katalyzuji reakce s fenolovymi
substraty, SULT katalyzujici sulfatace primarnich a sekundarnich alkoholti, SULT
katalyzujici reakce s estrogeny a jejich metabolity, SULT esteri tyrosinu a
SULT ZluCovych soli. Na obrazku 1.3 je ptiklad sulfatace para-nitrofenolu
na para-nitrofenylsulfat, kterou katalyzuje SULT1AI [11,13].

PAPS PAP
OH K j 0SO5
>
SULT1A1
02N 02N
p-nitrofenol p-nitrofenylsulfat

Obrazek 1.3: Sulfatace p-nitrofenolu enzymem SULT1A1 (EC 2.8.2.1) [11]

Polyfenolové latky, které jsou integralni ¢asti lidské vyzivy, jsou velmi Casto Spatné
rozpustné. Diky sulfataci se jejich rozpustnost znaéné zvySuje (zménou fyzikalné
chemickych parametrd, jako je velikost a naboj, to vSak méni jejich biologickou
aktivitu [14]. Pro porozuméni mechanismu jejich plsobeni je potieba ziskat dobie

definované standardy téchto sulfata [3].

Sulfatace polyfenolovych latek je mozna chemickou nebo enzymovou syntézou.
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1.2.2 Chemicka sulfatace

Chemicka sulfatace polyfenolovych latek byvéa ¢asto velkou vyzvou z diivodu rozdilnych
fyzikaln€é chemickych vlastnosti sloucenin a jejich nizké rozpustnosti v organickych
rozpoustédlech, nizké regioselektivité, nutnosti pouzit chranici skupiny a drsné reakéni
podminky v pfitomnosti oxidu sirového. Pro sulfataci flavonoidl je vyuzivana naptiklad
kyselina  sulfoamidov4, chlorsulfonovd, nebo  sirovd spolu s NN-
dicyklohexylkarbodiimidem (DCC), nebo adukty oxidu sirového [15]. Casto se jedna
o vicekrokovy proces s pouzitim toxickych chemikalii, kterénelze z vysledného produktu

zcela odstranit. [3,16].

1.2.3 Enzymova sulfatace

Oproti chemické sulfataci ma enzymova sulfatace fadu vyhod. Neni nutné zavadét
protekéni a deprotekéni kroky, ptfednosti je vysoka regioselektivita a obvykle
jednokrokova syntéza za mirnych reakénich podminek s naslednou purifikaci produktu

gelovou chromatografii.

Pro sulfatace je moZzné vyuzit eukaryotické aryl-sulfotransferasy. Tyto enzymy jsou
substratove specifické. PAPS-dependentni sulfotransferasy prenaseji sulfatovou skupinu

7z PAPS — viz obrazek 1.4.

ROH ROSO5

Sulfotransferasa

Obrazek 1.4: Enzymova sulfatace fenolovych slou¢enin PAPS-dependentni SULT [15]
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PAPS-dependentni sulfotransferasy vyuzivaji PAPS jako donor sulfatu. Pouziti tohoto
substratu je vSak limitovano jeho vysokou cenou, inhibici vznikajiciho PAP a
substratovou specifitou. Proto byly vyvinuty regeneracni systémy pro PAPS obsahujici

dalsi enzymy [3].

Druhou skupinou jsou PAPS-independentni aryl-sulfotransferasy, které pienase;ji
sulfatovou skupinu z fenolového esteru na fenol. Aryl-sulfotransferasy jsou piitomny
v mnoha bakteriich, predevsim v patogenech [17]. Pfiklad enzymové sulfatace pomoci

bakterialnich aryl-sulfotransferas je na obrazku 1.5.

Aryl-sulfotransferasy katalyzuji pfenos sulfatové skupiny na hydroxylovou skupinu nebo
amino skupinu malych molekul, jako jsou napftiklad flavonoidy, n€které 1éky, steroidy,

hormony, sacharidy a proteiny [14].

p-nitrofenylsulfat

ON AST z

Desulfitobacterium
hafniense

pHSY: “__ o
30°C; 5 h /O/
O,N

2

p-nitrofenol

myricetin

myricetin-3',5'-O-disulfat

Obrazek 1.5: Enzymova sulfatace myricetinu pomoci bakterialni aryl-sulfotransferasy (AST)
z Desulfitobacterium hafniense [18]

1.3 Produkce, purifikace a charakterizace rekombinantnich enzymi

Produkce proteind probihd v expresnich systémech, nejcastéjsimi expresnimi systémy
jsou prokaryotické a eukaryotické buniky. NejpouzivanéjSimi eukaryotnimi systémy
pro expresi jsou bakterie Escherichia (E.) coli a kvasinky Pichia
pastoris a Saccharomyces cerevisiae. DalSimi expresnimi systémy mohou byt napiiklad

hmyzi a sav¢i bunky, u kterych byva ¢asoveé a finanné narocna kultivace, zato je ale
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zabezpecena vysoka exprese proteinu a vysoka biologicka aktivita. Vyhodou E. coli je
jeji snadna kultivace, rychly rist, vysoké vytézky, snadnd kontrola genové exprese a
naproti tomu ale neprodukuji endotoxiny a jsou u nich mozné posttranslacni modifikace

proteinu [19].

Pted samotnou charakterizaci rekombinantnich enzymii je potieba tyto enzymy izolovat
z kultiva¢niho média. B€hem purifikace dochazi k precisténi zadaného proteinu od nizko-
a vysokomolekularnich latek (naptiklad jinych protein bunééného lyzatu). Pro piecisténi
proteinu mohou byt pouzity riizné metody, napft. srdzeni, centrifugace, elektroforéza nebo
chromatografie. Pro zakoncentrovani a stabilizaci je navic potieba odstranit soli nebo
rozpoustédla eluentu, pak mohou nasledovat dalsi kroky v podobé lyofilizace, sterilni
filtrace a dialyzy. Purifikace proteinu miiZe sestavat z vice krokti, béhem nichZz dochazi
ke ztraté vzorku, z tohoto diivodu je potieba co nejvice optimalizovat tento proces [20].
Proces purifikace mtize byt zjednodusen, pokud cilovy protein obsahuje afinitni znacku,
diky niz je protein selektivné zachycen na stacionarni fazi. Piecistény protein se nasledné
uvolni diky specifickému ligandu nebo zméné pH, iontové sily nebo polarity

(kapitola 1.5.1) [19].

1.3.1 Biochemicka charakterizace enzymi
Po purifikaci je dilezitym krokem charakterizace enzymu, zejména zhlediska jeho
specifické enzymové aktivity, koncentrace, molekulové hmotnosti, pH a teplotniho

optima a stability v riznych podminkach [21].

Aktivitu enzymu mohou ovliviiovat rizné parametry jako pH, teplota, nebo pfitomnost
dalsSich slozek, napt. kosolventl. Pti extrémnich hodnotach pH a teploty miize dojit
k denaturaci spojené se ztratou enzymové aktivity. Z tohoto diivodu je potieba urcit i
stabilituenzymu v riznych pH a pfi riznych teplotach, aby bylo moZné dobie navrhnout

podminky dal§iho pouziti enzymu [21].

Teoretickou molekulovou hmotnost enzymu (vypocitanou z aminokyselinové sekvence)
lze orienta¢né ovérit pomoci gelové elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za

pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) [21].

Charakterizace a purifikace enzyma se provadi analytickymi metodami popsanymi

v nasledujicich kapitolach.
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1.4 Spektrometrické metody
1.4.1 UV-VIS spektrofotometrie

UV-VIS spektrometrie je v biochemickych aplikacich hojné vyuzivana vzhledem k tomu,
ze vét§ina biochemickych slou¢enin absorbuje v ultrafialové az viditelné oblasti. Rozsah
pouziti se vztahuje na anorganické a organické slouceniny, proteiny, aminokyseliny nebo
nukleové kyseliny. Tato technika umoznuje stanoveni mikromolarnich koncentraci latek,
oproti fluorimetrii (kapitola 1.4.2) je vSak méné citlivd. UV-VIS spektrometrie se
s vyhodou pouziva pro sledovani enzymatickych reakci a méfeni reakéni rychlosti, a to
pfimo pomoci stanoveni vzniku reak¢énich produktl, nebo pomoci ubytku reakénich

substrati [22].

Pro stanoveni koncentrace flavonoida bylo vyvinuto nékolik spektrometrickych technik
s pouzitim ultrafialového a viditelného zafeni a také fluorescencni techniky. Vétsina
flavonoidt absorbuje zateni v UV oblasti. Na obrazku 1.6 jsou zobrazeny absorpni pasy
flavonoidi. Pro tcely stanoveni koncentrace flavonoidii v rostlinach a potravinach je pak

UV detekce jednoduchym a rychlym nastrojem analyzy [23].

3V

240 - 285 nm 4
3 1

a 5'

7

d

6 3300 - 560 nm
5 4

Obrazek 1.6: Absorpcni pasma flavonoidi [23]

Pomoci UV-VIS spektrofotometrie l1ze také ur¢it mnoZzstvi DNA v roztoku. Diky
pfitomnosti purinovych a pyrimidinovych bazi absorbuji nukleové kyseliny v blizké UV
oblasti. AvSak pfi kvantifikaci obsahu nukleovych kyselin pomoci spektrofotometrie
muze dochdzet k vyraznym zméndm ve spektrech se zménou pH v disledku ionizace
zakladnich bazi. Obtizné je také urcit individudlni pfispévek nukleovych kyselin a
proteinti, protoZe proteinové pasy jsou maskovany silnymi absorpénimi pasy nukleovych

kyselin [22].
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Meéfteni nukleovych kyselin a doprovodnych proteinti ve vzorku se provadi pti 260 nm a
280 nm. Zatimco baze v DNA a RNA absorbuji v UV oblasti v rozsahu 250 — 265 nm,
proteiny absorbuji pfi 280 nm. Pomér absorbanci Aze: Azsp by mél byt v rozsahu od 1,5
do 2,0; tato hodnota pak vypovida o dostatecné Cistoté vzorku DNA pro dalsi
molekularné-biologické prace [22,24].

Pro stanoveni koncentrace proteinu je mozné pouzit tfi kolorimetrické kvantifikacni
metody, zalozené na derivatizaCnich reakcich: biuretova, Lowryho a Bradfordova metoda

stanoveni koncentrace proteinu [22].

Bradfordova metoda je zalozena na absorbanci barviva Coomassie Brilliant Blue, jez
tvofi komplex s bazickymi aminokyselinami ve vzorku proteinu. To vede k posunu
absorp¢niho spektra barviva z 465 na 595 nm, pfi¢emz absorbance pii 595 nm je pak
umérna koncentraci proteinu. Vyhodou této metody je jeji rychlost a moznost soubézného
stanoveni nékolika vzorkl. Biuretovd metoda je zaloZzena na vzniku barevného komplexu
peptidovych vazeb v proteinech s medi, jehoz absorbce pti vinové délce 465 nm je piimo
umeérnd mnozstvi proteinu. Lowryho metoda je citlivéjsi nez biuretovd metoda, v postupu
je kromé biuretové reakce (reakce proteinti s alkalickym roztokem médi) zahrnuta druha
reakce zaloZend na redukci Folin-Ciocalteauova ¢inidla tyrosinovymi a tryptofanovymi

zbytky proteinu; absorbance se méti pii 750 nm. Tyto dvé metody vSak maji sva omezeni

zpusobené v ptipadé ptitomnosti amonnych soli, glycinu a merkaptanu [22].

Koncentraci substratu nebo produktu 1ze v reakci katalyzované enzymem stanovit bud’
pfimym stanovenim absorbance reak¢niho produktu po skonceni reakce, nebo métenim
rychlosti reakce, ktera je doprovazena zménou koncentrace dané latky — substratu ¢i
produktu. Pfi stanoveni zmény koncentrace jedné komponenty reakéni smési
v pritomnosti jinych by se spektra ptitomnych komponent méla dostate¢né lisit. Méfenim
se tak stanovuje napt. prubeh, pokles absorbance reaktantu nebo zvySeni absorbance

produktu v ¢ase [22,25].

Samotna aktivita enzymu se tedy urci pomoci rychlosti, se kterou dany enzym katalyzuje
preménu substratu na produkt v daném cCasovém intervalu. Musi se zvolit vhodna
koncentrace vychozich latek a fedéni enzymu [21], abychom monitorovali s jistotou
pocatecni rychlosti enzymové reakce, tj. kdy konverze reakce nepiekro¢i hodnotu

cca 5 %. Priklad reakce pro stanoveni aktivity enzymu AST je uveden na obrazku 1.7.
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Obrazek 1.7: Sulfatace fenolu katalyzovana bakterialni AST. Produkt reakce
p-NP (para-nitrofenol) se stanovuje spektrofotometricky pfi 417 nm.

Tohoto principu lze pak vyuzit i pfi méfeni riznych kinetickych parametrii enzymu jako
stanoveni Michaelisovy konstanty, nebo charakteristik enzymu jako pH a teplotni

optimum [21].

1.4.2 Fluorimetrie

Pii absorpci ultrafialového nebo viditelného svétla molekulou dochdzi k excitaci
elektroni molekuly ze zakladniho stavu na jednu zvibrac¢nich hladin a elektrony
pirechazeji do stavu excitované¢ho. Dojde tedy k pfechodu do vyssi energetické hladiny
v prvnim excitovaném singletovém stavu. Ve vysoké vibra¢ni hlading elektrony rychle
ztraceji energii a prechédzeji na nejnizsi vibracni hladinu (vibra¢ni relaxace). Odtud
elektrony ptechéazeji zpét na zékladni elektronovou hladinu. Tento piechod je doprovazen
vyzéatenim energie ve formé fotonu, coz je fluorescence. Béhem piechodu mezi
vibra¢nimi hladinami dochazi k nezafivym piechodiim, pficemz emitované zafeni ma
mens$i energii a vétsi vinovou délku oproti absorbovanému, respektive excitacnimu
zéteni. Tento jev se nazyva Stokestiv posun [26,27]. Princip fluorescence je znazornén

na obrazku 1.8.
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Obrazek 1.8: A) Jablonského zjednoduSeny diagram piechodu elektronii mezi energetickymi
hladinami [26]; B) Stokestiv posun vinovych délek, vztah mezi absorpci (—) a
fluorescenci (- - -) organickych sloucenin (pievzato a upraveno z [28])

Fluorescen¢ni metody jsou oproti spektrofotometrickym vyrazné citlivéjsi. Diky této

citlivosti jsou Casto vyuzivany v oblasti biochemie a biomediciny.

Pro sledovani kinetickych parametrii aryl-sulfotransferas je mozné vyuzit donor
4-methylumbelliferylsulfat (MUS). Béhem reakce vznika 4-methylumbelliferon (MU),
jehoz koncentrace se detekuje pomoci fluorimetru. Jeho emisni spektrum je mezi 360

az 590 nm [29,30]. Priklad této reakce je na obrazku 1.9.

CHs CHs
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0”0 0805"  yZ~g OH
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fenol fenylsulfat

Obrazek 1.9: Sulfatace katecholu katalyzovana bakterialni AST. Koncentrace produktu reakce
MU (4-methylumbelliferon) se stanovuje fluorimetricky.

1.5 Chromatografické metody

Chromatografie se fadi mezi nejvyuzivangj§i metody pro separaci latek. Principem
chromatografie je rozdélovani slozek smési na zaklade rizné afinity mezi stacionarni a
mobilni fazi, které se mezi sebou liSi fyzikdlnimi a chemickymi vlastnostmi.
Chromatografie se d€li na planarni a kolonovou, a to podle druhu pouzité stacionarni

faze [26].
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1.5.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je typ kapalinové chromatografie, kde je na stacionarni fazi
specificky navdzan ligand pro selektivni rozpozndni cilového proteinu ze smési.
Schopnost selektivni vazby proteinu na ligand stacionarni faze je zaloZena
na specifickych reverzibilnich interakcich. Tyto interakce jsou podobné vazani hormonu
na receptor nebo protilatky na antigen. Stacionarni faze je obvykle agarosa nebo silikagel,
na staciondrni fazi je pak imobilizovan jeden z dvojice interakéniho paru ligand — protein.
Po néstfiku vzorku na kolonu pak s timto ligandem specificky reaguje druhd z paru
sloucenin, a to za pfitomnosti pufru, ktery upravuje podminky vazby protein — ligand.
Ve chvili, kdy je na kolon€ navazan pozadovany protein a z kolony se vymyji v§echny
nezachycen¢ latky, je mozné eluovat pozadovany protein elu¢nim pufrem, ktery obsahuje

ligand s vyssi afinitou ke staciondrni fazi, a nahradi tak navazany vzorek [19,31].

Uspéch afinitni chromatografie zavisi na dostateéné selektivité afinitni interakce oproti
interakcim ostatnich slozek vzorku. Ligandy pro imobilizaci mohou byt vysoce specifické
nebo univerzalni. Pfikladem vysoce specifickych ligandiit mohou byt protilatky pro vazani
antigentl, substraty a inhibitory pro vazani enzymu. Ptikladem univerzalnich ligandi jsou
lektinové nebo boronatové ligandy pro vazbu cukrii nebo proteiny A nebo G pro vazbu

imunoglobulind [31].

Existuje n€kolik druhti afinitni chromatografie: bioafinitni, imunoafinitni, biomimeticka
a afinitni chromatografie s imobilizovanym iontem kovu (/IMAC— Immobilized Metal-ion

Affinity Chromatography) [19,31].

Metoda IMAC, nebo také MCAC (Metal Chelate Affinity Chromatography) je zalozena
na specifické interakci imobilizovaného iontu kovu a aminokyselinového zbytku proteinu
jako napftiklad histidinu, tryptofanu ¢i cysteinu. Tato metoda se vyuziva predevsim pfi
detekci a purifikaci metaloproteinu, proteint s histidinovou kotvou a fosforylovanych
proteintl. Jako stacionarni faze je vyuZzivana agarosa nebo silikagel s navazanym iontem

kovu [19,31].

Pti eluci navazaného proteinu na kolonu je mozné pouzit naptiklad imidazol, nebo jinou
latku, ktera ma vyS$$i afinitu ke stacionarni fazi. Pfiklad afinitni chromatografie

pro zachyceni histidinové kotvy je na obrazku 1.10.
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Obrazek 1.10: Princip afinitni chromatografie IMAC(pfevzato a upraveno z [32])

1.5.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvad chromatografie (TLC — Thin Layer Chromatography) je typ plandrni
chromatografie, kde mobilni fazi je kapalina a staciondrni fazi je tenka desticka, na které
se nachazi sorbent. Existuje nckolik druht tenkovrstvé chromatografie a déli se
pfedev§im podle mechanismu separace, a to na adsorp¢ni, rozdé€lovaci a iontové
vymeénnou. Nejcastéji pouzivanymi typy jsou pak adsorpéni a rozdélovaci TLC, kdy obé
tyto metody jsou indukovany dipdlovymi a vodikovymi vazbami. Stejné jako u HPLC se
zde muzeme setkat s TLC na normalni a reverzni fazi [33]. V ptfipad¢ pouziti usporadani
na normalni fazi se jedné o separaci latek na polarni stacionarni fazi s mobilni fazi o nizsi
polarité nez stacionarni; v pfipad€ uspofadani systému na reverzni fazi se jednd
o nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi [34].

Nejpouzivanéjsi TLC sorbent je silikagel (SiO2) zachyceny na hlinikovou, plastovou

nebo sklenénou desticku. DalSimi sorbenty muze byt naptiklad celuléza nebo

polyamid [33].

Pomoci kapilary jsou vzorky nanaSeny na spodni konec desticky (start), poté je desticka
vlozena do vyvijeci komurky s mobilni fazi. Jednotlivé slozky vzorku se rozdéluji tim

rychleji, ¢im slabéji jsou vazany na stacionarni fazi [33].
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1.5.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) se fadi mezi nejpouzivanéj$i metody kvalitativni a kvantitativni
analyzy, tedy pro urcovani nezndmého analytu, déleni jednotlivych sloZzek analytu a
stanoveni jejich mnozstvi. HPLC je velmi citlivou a piesnou metodou pro urovani

anorganickych, organickych latek a nékterych biologickych materialt [35].

Mezi nejcastéjSimi zptisoby detekce v HPLC patii spektrofotometricka detekce (UV-
VIS) a hmotnostni detekce. Spektrofotometricky detektor mize mit fixni ¢i nastavitelnou
vlnovou délku, nebo lze pouzit detektor s diodovym polem (PDA). Tento detektor
zaznamenava celé spektrum v redlném Case, coz umozni detekci analytl pfi jakékoliv
vlnové délce. Druhym nejcastéj$im detektorem je detektor hmotnostni, ten detekuje ionty
vzniklé ionizaci vzorku; musi zde tedy probéhnout pfeména analytu z kapalné faze

na ionty v plynné fazi [35].

Pti analyze polyfenolovych latek a jejich sulfatii je potieba od sebe oddélit polarni a
vysoce polarni latky. Je potfeba zvolit vhodnou staciondrni a mobilni fazi a vhodny

zpusob separace.

Separace flavonoidll se vétSinou provadi na reverzni fazi. Nejcastéji jsou pouzivany
stacionarni faze C8, C18 nebo PFP (pentafluorfenyl). Jako mobilni faze je pak obvykle
pouzivana smés formiatového pufru nebo acetatového pufru s pfidavkem kyseliny
mravenci, methanolu nebo acetonitrilu jako organického modifikatoru. Naopak nejsou
pouzivané fosfatové pufry z diivodu nekompatibility s hmotnostni detekei. Pfi separaci
se vyuziva obvykle gradientova eluce. Analyza probihd pti laboratorni teploté, nebo se
pro snizeni Casu analyzy a tlaku na koloné¢ muze pouzit teplot kolem 40-60 °C (dle

doporuceni vyrobce chromatografickych kolon) [36].

Pti pouZiti stacionarni fdze C18 a mobilni faze vody a methanolu pfipadné acetonitrilu
s gradientovou eluci se ¢asto setkdvame s rozmyvanim pikd, s koeluci latek a s dlouhymi

Casy separace [37,38].

Dal$i moznou stacionarni fazi je HILIC kolona ve spojeni s octanem amonnym a

acetonitrilem jako mobilnimi fazemi, zde ale dochdzi pii separaci k velké deformaci

piki [39].
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Pii separaci vysoce polarnich latek je také mozné vyuzit iontoparové kapalinové
chromatografie (/PLC — lon Pairing Liquid Chromatography). U IPLC se pouzije bézna
reverzni faze a mobilni f4ze obohacena o iontové parové Cinidlo, jako naptiklad aminy.
Vazba iontoparového Cinidla a sulfatované latky vytvoti hydrofobni par, to pak vede
ke zvySeni retence analytu. Tato metoda byla popsana pii pouziti polyaminové kolony a
dihydrogenfosforeCnanu sodného jako mobilni faze pro separaci sulfatovanych
polysacharidii [40]. Pouziti IPLC by vSak opét znamenalo problém pti pouziti hmotnostni

detekce misto spektrofotometrické.

Pro separaci sulfatt flavonoidd 1ze pouzit pentafluorfenylovou (PFP) kolonu a jako
mobilni fazi vodu s kyselinou mravenci a methanolem [41-43], nebo octan amonny

s kyselinou mravenc¢i a methanolem s gradientovou eluci [44].
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2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je heterologni exprese alespoit dvou novych aryl-
sulfotransferas navrzenych z proteinové databaze v E. coli, jejich ndsledna purifikace a
charakterizace. Dal§im krokem je stanoveni jejich substratové specifity a kinetickych

parametrll ve srovnani s jiz charakterizovanou AST z Desulfitobacterium hafniense.

Nové enzymy budou pouzity k enzymové sulfataci vybranych sloucenin, a to predevsim

prirodnich polyfenolovych latek a polyhydroxylovanych metabolitt flavanoni.

Produkty biotransformaci budou nasledné analyzovany optimalizovanymi metodami

HPLC s UV ptipadné MS detekei.

e Exprese, purifikace a charakterizace minimaln¢ dvou novych bakterialnich aryl -
sulfotransferas

e Stanoveni substratové specifity a kinetickych parametrt produkovanych enzymi
s vybranymi donory (p-NPS a MUS) a akceptory (fenol a katechol)

e Sulfatace a analyza vybranych pfirodnich polyfenolovych latek: kvercetin,
myricetin, chrysin, silydianin, apigenin, luteolin

e Analyza sulfatacnich reakénich smési pomoci optimalizovanych metod HPLC

s UV a MS detekci

27



3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie
e 4-Methylumbelliferylsulfat (Sigma-Aldrich, USA)
e Aceton (Sigma-Aldrich, USA)
e Agar (Oxoid, UK)
e Agarosa (Invitrogen, USA)
e Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)
e Apigenin 97 % (Biosynth Carbosynth, UK)
e Apigenin-4‘-O-sulfat, Cistota 96 %
e Bradfordovo ¢inidlo — Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, USA)
e Bromfenolova modi (Serva, DE)
e Butanol (Sigma-Aldrich, USA)
e Coomassie Briliant Blue R-250 (Serva, DE)
e Dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner, CZ)
e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Finnzymes, FIN)
e Ethanol (Lach-Ner, CZ)
e FEthylacetat (Lach-Ner, CZ)
e Fenol (Sigma-Aldrich, CR)
e (lycerol (Sigma-Aldrich, USA)
e Glycin (Serva, DE)
e Hydrogenfosfore¢nan sodny (VWR Chemicals BDH®, Avantor, USA)
e Hydroxid sodny (Lach-Ner, CZ)
e Chlorid sodny (Lachema, CZ)
e Chrysin (Thermo Fischer Scientific, CZ)
e Imidazol (Sigma-Aldrich, USA)
e [sopropanol (Sigma-Aldrich, USA)
e Isopropyl-1-thio-B-D-galaktopyranosid (Biosynth, UK)
e Kaemferol (ABCR, DE)
e Kanamycin (Serva Electroporesis, Némecko)
e Katechol analyticky standard (Acros Organics, USA)
e Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, UK)
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e Kvercetin (ABCR, DE)

e Kyselina mravenéi (VWR Chemicals BDH® Avantor, USA)

e Kyselina octové (Lach-Ner, CZ)

e Kyselina sirova (Lach-Ner, CZ)

e Luteolin (ABCR, DE)

e Luteolin-3°-O-sulfat

e Methanol (Lach-Ner, CZ)

e Methanol, pouziti pro UPLC/UHPLC (VWR Chemicals BDH®, Avantor, USA)

e Myricetin (ABCR, DE)

e N, N‘-Methylen-bis-akrylamid (Serva, DE)

e Octan amonny (Lachner, CR)

e Persulfat amonny (Bio-Rad, USA)

e para-Nitrofenol, (Acros Organics, USA)

e para-Nitrofenylsulfat, (Acros Organics, USA)

e Silydianin

e Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, MERC, DE)

e Trypton (Oxoid, UK)

e Uhlicitan sodny (Chemapol, CZ)
Pokud neni uvedeno jinak, byly flavonoidy a jejich sulfaty vyrobeny a jejich struktury
potvrzeny MS (Ing. Lucie Petraskova Ph.D.), nebo HRMS (doc. RNDr. Josef
Cvatka Ph.D. — Ustav organické chemie a biochemie Akademie véd CR) a NMR

(RNDr. Helena Pelantovd Ph.D.) v Laboratofi biotransformaci v Mikrobiologickém

stavu Akademie véd CR.

3.2 Bunécné kultury

e Escherichia coli TOP10
e Escherichia coli BL21(DE3) pLysS

3.3 Pouzité plasmidy
e pET-26b(+) Dh: plasmid pET-26b(+) nesouci gen pro aryl-sulfotransferasu

z Desulfitobacterium hafniense (klonovaci mista Ncol/Sacl) se sekvenci kddujici
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polyhistidinovou kotvu na C-terminalnim konci (Generay, CHN)

e pET-26b(+) Eco: plasmid pET-26b(+) nesouci gen pro aryl-sulfotransferasu
z Escherichia coli (klonovaci mista Ncol/Sacl) se sekvenci kodujici

polyhistidinovou kotvu na C-terminalnim konci (Generay, CHN)

e pET-26b(+) Sho: plasmid pET-26b(+) nesouci gen pro aryl-sulfotransferasu
ze Salmonely bongori (klonovaci mista Ncol/Sacl) se sekvenci kodujici

polyhistidinovou kotvu na C-terminalnim konci (Generay, CHN)

e pET-26b(+) Dsp: plasmid pET-26b(+) nesouci gen pro aryl-sulfotransferasu
z Desulfosporosinus sp. HMP52 (klonovaci mista Ncol/Sacl) se sekvenci kddujici

polyhistidinovou kotvu na C-terminalnim konci (Generay, CHN)

3.4 Komer¢ni sady

o Genopure Plasmid Midi Kit (Roche, USA)

3.5 Piistroje a pomicky
e HPLC: Shimadzu Prominence LC (Shimadzu, JP)

o odplynovac¢: DGU-20A3r

o cerpadlo mobilni faze: LC-20AB

o autosampler s termostatem: SIL-20A HT

o kolonovy termostat: CTO-20A

o detektor s diodovym polem: SPD-20MA

o sbér a zpracovani dat: Shimadzu Lab Solution

o membranovy filtr 45 um (Whatman, GE Healthcare, USA)

o filtra¢ni zafizeni pro membranovu filtraci Glassco (Gelman Sciences
Corp., USA)

o hmotnostni detektor LCMS - 2020 s jednim quadrupolem a elektrosprejem
jako zdrojem iontt (Shimadzu, JP)

o kolona: kolona Kinetex Sum PFP 100A, rozméry 150 x 4,60 mm, velikost
astic 5 pum, velikost porti 100 A (Phenomenex, USA)

o ptedkolonka: Kinetex 5 um PFP, rozméry 4 x 3 mm (Phenomenex, USA)
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Spektrofotometr Sunrise (Tecan Spark®, CH)
o sbéra zpracovani dat: Magellan™ - Data Analysis Software (Tecan, CH)
Spektrofotometr UVmini-1240 (Schimadzu, JP)
Fluorimetr (Tecan Spark®, CH)
NGC™ Chromatography system (Bio-Rad, USA)
Souprava pro elektroforézu (Bio-Rad, USA)
Kolona HisTrap, objem 5 ml, rozméry 16 % 25 mm, velikost ¢astic 34 um (GE
Healthcare, CH)
Termomixer (Eppendorf, USA)
Sonikator UP50H (Hielscher, DE)
Ttepacka IKA KS 4000 (Schoeller instruments s.r.0., CZ)

Hlinikové desticky na tenkovrstvou chromatografii (TLC) potazené vrstvou
silikagelu (MERCK, DE)

Dialyza¢ni membrana (Carl Roth, DE)

Amicon Ultra — 15 ml (Ultracel 10K, Merck, DE)

3.6 Media, roztoky a gely

Luria Bertani (LB) médium: 1 % tryptonu; 0,5 % kvasni¢ného extraktu; 0,5 %

chloridu sodného

Ekvilibra¢ni pufr pro purifikaci DAAST a DspAST (EKDD): 20 mmol/l
NaH,PO4/ Na,HPO4, 500 mmol/l NaCl; pH 7,4

Ekvilibracni pufr pro purifikaci EcoAST a ShoAST (EKES): 20 mmol/l
NaH,PO4/ Na;HPO4, 500 mmol/l NaCl, 100 mmol/l imidazol; pH 7,4

Eluéni pufr pro purifikaci DhAST a DspAST (EUDD): 20 mmol/l NaH,PO4/
Na,HPOs, 500 mmol/I NaCl, 100 mmol/l imidazol; pH 7,4

Eluéni pufr pro purifikaci EcoAST a ShoAST (EUES): 20 mmol/l NaH,PO4/
NayHPO4, 500 mmol/l NaCl, 300 mmol/l imidazol; pH 7,4

SDS gel 12 % na SDS-PAGE: 12% separacni gel; 3,3 ml vody; 4 ml 30%
akrylamidu; 2,5 ml 1,5 mol/l Tris-CI pH 8,8; 0,1 ml 10% SDS; 0,1 ml 10%
persulfatu amonného; 0,004 ml TEMED (tetramethylethylendiamin)
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Zaostiovaci gel 5 % na SDS-PAGE: 5% zaosttovaci gel; 2,7 ml vody; 0,67 ml
30% akrylamidu; 0,5 ml 1 mol/l Tris-Cl pH 6,8; 0,04 ml 10% SDS; 0,04 ml 10%
persulfatu amonného; 0,004 ml TEMED

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: pétkrat koncentrovany zasobni roztok;
3 g/l = 25 mmol/l Tris; 18,8 g/l = 250 mmol/l glycinu; 1 g/l = 0,1 % SDS);
pH 8,3

Tris-Glycinovy pufr: 100 mmol/l; pH 8,9; 3,03 g Tris; 1,877 g glycinu v 250 ml

destilované vody

Britton-Robinsoniiv pufr: pH v rozsahu 2,5 — 12; rizné poméry kyselé a zasadité
slozky; 0,2 mol/l NaOH (zasaditd slozka); 0,04 mol/l H3;POs; 0,04 mol/l
CH;COOH; 0,04 mol/l H3BO; (kyselé slozka)

Bradfordovo ¢inidlo: konstanta odectena z kalibracni kiivky piipravenych
z roztokl IgG o znamé koncentraci (0-0,51 mg/ml), kalibrovano laborantkou

Janou Fritschkovou

Mobilni faze A pro HPLC: 10 mM octan amonny/ 0,1 % HCOOH: 0,3850 g

octanu amonného na 500 ml deionizované vody; 0,5 ml HCOOH
Mobilni faze B pro HPLC: 100% methanol

Barvici roztok: 0,25 % = 0,25 g Coomasie Briliant Blue; 45 % = 90 ml
methanolu; 90 ml destilované vody; 10 % = 10 ml 99% kyseliny octové

Odbarvovaci roztok: 40 % ethanolu; 10 % kyseliny octové; 50 % destilované

vody
Regeneraéni pufr A: 100 mmol/l NiCl,; pH 7,4

Regeneracni pufr B: 20 mmol/l NaHPO4; 0,5 mol/l NaCl; 50 mmol/l EDTA
(2,2',2",2""-(ethan-1,2-diyldinitrilo)tetraoctova kyselina); pH 7,4

Marker molekulovych hmotnosti LMW (Low Molecular Weight, 14,4 —
97,4 kDa)
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3.7 Metody

3.7.1 Transformace bunék

Pro mnoZzeni DNA byl do 100 pl suspenze bunék E. coli TOP10 rozmrazenych na ledu
piidan 1 pl komeréniho plazmidu pET-26(+) s genem AST ze Salmonely bongori
(SboAST), Desulfosporosinus sp. HMP52 (DspAST), E. coli (EcoAST), nebo
Desulfitobacterium hafniense (DhAST). Suspenze se 20 min inkubovala na ledu a
nasledné probehla inkubace na 75 s pti 42 °C, poté se suspenze vratilana led a byl k ni
piidan 1 ml sterilniho LB média pro regeneraci bun¢k. Regenerace bunck byla provadéna
pti 37 °C a 350 ot./min po dobu minimalné jedné hodiny. Po regeneraci bylo na Petriho
misky sLB agarem a s0,1 % kanamycinem rozetteno 50 a 150 pl suspenze

transformované kultury, misky se inkubovaly pii 37 °C do druhého dne.

Obdobné¢ pak probihala transformace bunék v E. coli BL21(DE3) pLysS pro expresi

proteind.

Do 100 pl suspenze pfedem rozmrazenych bun¢k E. coli BL21(DE3) pLysS, byl ptidan
1 pl komeréniho plazmidu pET-26(+) s genem AST ze Salmonely bongori (SboAST)
s obsahem 0,39 pg DNA, respektive Desulfosporosinus sp. HMP52 (DspAST) s obsahem
0,94 ng DNA, E. coli (EcoAST) s obsahem 0,38 pg DNA, Desulfitobacterium hafniense
(DhAST) s obsahem 1,7 ug DNA.

3.7.2 Kultivace bunék

Do 500 ml Erlenmeyerovych ban¢k obsahujicich 100 ml sterilniho LB média a 100 pl
kanamycinu (0,1 mol/l) se zaockovala vzdy jedna kolonie (ptfipadné 100 ul
kryokonzervované kultury) bun¢k transformovanych plazmidem 26b(+) nesoucim gen
DhAST, DspAST, SboAST, nebo EcoAST. Kultivace bun¢k probihala pti 37 °C a
220 ot./min do druhého dne. Buiiky transformované v E. coli TOP10 byly pouzity

za ucelem namnoZeni plasmidové DNA a jeji nasledné izolace (kapitola 3.7.3).

V ptipadé bunék E. coli BL21(DE3) pLysS transformovanych za u¢elem produkce byly
narostlé kultury nasledujici den pfeockovany do 3 1 Erlenmeyerovych ban¢k obsahujicich
500 ml LB média a 500 pl kanamycinu (0,1 mol/l). Kultivace probihala pti 37 °C a
120 ot./min, az opticka denzita (ODsg9) bunééné kultury dosahla hodnoty absorbance 0,6
az 0,8 pii vinové délce 600 nm; méfeni probihalo proti 1 ml destilované vody. Po dosazeni

absorbance ODspp = 0,6 — 0,8 se ke kultuie ptidalo 960 pl 0,5 mol/l induktoru
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isopropyl-1-thio-pB-D-galaktopyranosidu (IPTG, 0,8 mmol/l) a pokracovalo se v kultivaci
pii 25 °C a 120 ot./min do druhého dne.

Po kultivaci byly buiiky centrifugovany pii 4 °C, 4500 % g, 20 min. Supernatant byl
odstranén a biomasa byla zmrazena pii -20 °C, pfipadné byla resuspendovéana ve 4 ml
Tris-glycinového pufru se 40 ul 0,1 mol/l fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v ramci
pripravy na purifikaci enzymu (kapitola 3.7.4)

3.7.3 Izolace plasmidové DNA

Pro preparativni izolaci DNA byla pouzita komeréni sada Genopure Plasmid Midi Kit —
Low copy number plasmid a postupovalo se podle protokolu vyrobce. Cistota plasmidové
DNA byla méfena pomoci spektrofotometru UVmini-1240 s deuteriovou lampou. Cistota
DNA se méfila pfi 260 nm a 280 nm, pficemz pii 260 nm absorbuji nukleové kyseliny a

pfi 280 nm nukleové kyseliny i proteiny.

Do cernych sklenénych kyvet bylo napipetovano 2 pl vzorku a 498 ul ultracisté vody,

vzorky se métily proti 500 pl ultracisté vody, vSe v tripletu.

Cistota DNA se pak zjistila z poméru absorbanci vinovych délek A250:42s0. Koncentrace

DNA se vypocitala podle nésledujiciho vztahu:
CDNA = AZGO ' k ' f‘edéni

kde cpna je vysledna koncentrace DNA ve vzorku v jednotkach pg/ml, A»4 je hodnota

pramérné absorbance vzorku nukleovych kyselin ve vzorku, kje rovno 50 pg/ml a

fedéni 250.

3.7.4 Purifikace enzymi

Cerstva, piipadné zmraZena biomasa byla resuspendovana v 4 ml 100 mmol/l Tris-
glycinového pufru a 40 pl 0,1 mol/l PMSF. Nasledovaly 4 cykly sonikace (amplituda
1,0), kazdy cyklus probihal po dobu 2 min. Poté byla suspenze centrifugovana po dobu
20 min pi1 4 °C na 13 500 x g. Supernatant (lyzat) byl Sestkrat nafedén ptisluSnym
ekvilibraénim pufrem vhodnym pro purifikaci (z divodu lepsi sorpce analytu na kolonu
a snadnou filtraci) a prefiltrovan pfes 0,8 pm filtr. Takto nafedény lyzat se uchovaval

na ledu.
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Diky navéazané histidinové kotvé na C-konci studovanych enzymi bylo moZzné pouzit
afinitni chromatografii s navdzanymi nikelnatymi ionty na kolon& (HisTrap, 5 ml, GE
Healthcare, UK). Chromatografie probihala na kapalinovém chromatografu
NGC™  Chromatography system (Bio-Rad, USA). Jako mobilni fize byl pouzit
ekvilibra¢ni pufr (EKDD v ptipadé¢ DhAST a DspAST a EKES v ptipadé¢ EcoAST a
SboAST) a elucni pufr (EUDD v ptipadé¢ DAAST a DspAST a EUES v pripadé EcoAST
a SboAST).

Pted a po naneseni vzorku byla kolona promyta 50 ml ekvilibra¢niho pufru. Poté byl
nastaven gradient elu¢niho pufru (gradient: 0-100 %; pritok 2 ml/min). Byly sbirany
frakce o objemu 1 ml. Diky imidazolu, ktery ma vétsi afinituk nikelnatym iontiim, se pii

eluci uvolnil poZzadovany piecistény protein.

Cistota nasbiranych frakci byla ovéfena pomoci SDS-PAGE, frakce s ¢istotou nad 90 %
byly spojeny a dialyzovany.

Aby se odstranily zbytky imidazolu ze spojenych frakci, byla provedena dialyza (odd¢leni
nizkomolekuléarnich latek od vysokomolekularnich) proti 100 mmol/l Tris-glycinovému
pufru. Dialyza¢ni membrana (celulosova membrana o Sifce 34 mm a velikosti port
14 kDa) byla nejprve n€kolik minut povaiena v destilované vodé. Po vychladnuti se
membrana promyla destilovanou vodou a byla naplnéna vzorkem purifikovaného
proteinu po chromatografii. Poté byla membrana se vzorkem vlozena do 7 1 100 mmol/l
Tris-glycinového pufru, dialyza probihala pfes noc. Druhy den se v ptipadé DAAST a
DspAST membréana premistila do dalSich 7 1 Tris-glycinového pufru, kde probihala
dialyza 5 h, vzorek byl vyjmut a steriln¢ prefiltrovan. K DAAST a DspAST se nasledné

ptidalo 20 % glycerolu pro vétsi stabilitu enzymu a zachovani enzymové aktivity.

V ptipad¢ EcoAST a SboAST se vzorek po prvni dialyze vyjmul z membrany a Sestkrat
se nafedil sterilnim 100 mmol/l Tris-glycinovym pufrem (pro pfevedeni do pufru a
snadnou filtraci). Nasledné byl vzorek centrifugovan (4 °C; 4500 x g; 10-15 min) pomoci
centrifugacnich filtrh Amicon Ultra — 15 ml (Ultracel 10K, MERCK, DE).

U vSech enzymu byla po purifikaci a dialyze zméfena enzymova aktivita, koncentrace
proteinu a vypocitana specificka aktivita (kapitola 3.8.1-2). U enzym DAAST a DspAST
byly tyto parametry pieméteny pied a po ptidani 20 % glycerolu.
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3.7.5 Elektroforéza SDS-PAGE

Cistota enzymli se ovéfovala pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE). Tato metoda umoziiuje rozd€leni proteint

podle molekulové hmotnosti na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém poli.

Byl ptipraven 12% d¢lici a 5% zaostfovaci gel (kapitola 3.6). Bylo odebrano 20 pl vzorku
proteinu a knému bylo pfiddno 5 pl bromfenolové modii. Vzorek byl nasledné

denaturovan pii 99 °C 5 min a poté centrifugovan 2 min na 13500 x g.

Do aparatury na elektroforézu byl nalit pétkrat fedény elektrodovy pufr na SDS-PAGE.
Na gel se naneslo 5 ul LMW (Low Molecular Weight) markeru a 7,5 pl jednotlivych
frakci nasbiranych béhem purifikace. Elektroforéza probihala nejprve pii napéti 130 V a
ve chvili, kdy se vzorky dostaly na délici gel, bylo na gel vloZeno napéti 150 V. Po
ukonceni elektroforézy se gel vyjmul z aparatury do Petriho misky a bylo k nému ptidano
barvivo Comassie Brilliant Blue. Gel byl barven po dobu 7 min a nasledné byl
odbarvovan v odbarvovacim roztoku (kapitola 3.6). Po odbarveni byl gel uchovan v 1%

kyseliné octové.

3.8 Biochemicka charakterizace enzymu

U kazdého enzymu byla ur€ovéana specificka aktivita a bylo stanoveno pH optimum,
teplotni optimum, stabilita pfi rizném pH a teploté, stabilita v rozpoustédle — aceton,
DMSO a kinetické parametry. Enzymova kinetika byla stanovovana v kombinaci p-NPS
(jako donor sulfatu) a katechol nebo fenol (jako akceptor sulfatu) a s MUS (jako donor

sulfatu) a katecholem (jako akceptor sulfatu).

3.8.1 Standardni stanoveni enzymové aktivity

Stanoveni enzymové aktivity u zvolenych AST probihalo pomoci p-NPS jako donoru
sulfatu a fenolu nebo katecholu jako akceptoru sulfatu. Pisobenim enzymu AST se
pfeménuje p-NPS na p-NP, ktery se v zasaditém prostiedi ve formé p-nitrofenolatu
zabarvuje do charakteristické zluté barvy. Pomoci spektrometrického meéfeni se

pi1 417 nm detekuje vznikajici p-NP a diky tomu mizeme urcit enzymovou aktivitu.

Aktivita enzymu je zde méfena kontinudlni metodou, kdy je enzymova reakce sledovana

po celou dobu méfeni, v tomto ptipad€ po dobu 5 min.
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Pfed métfenim byla stanovena smérnice zavislosti absorbance vzorku na koncentraci
p-NP pomoci kalibracni pfimky. Absorbance pii 417 nm byla méfena pfi riznych
koncentracich p-NP od 0 do 0,5 mmol/l. Méfeni probihala vZdy v tripletu — viz obrazek

3.1. Kalibraéni konstanta p-NP je 7,6721 I/mmol.

4,00

3,50 Au7=7,6721 - Cyrp
R?=0,9985

.
.
.
.
o
.

3,00

.
.
.
.
o
.

1,00

o
.
o
.

0,50

0,00 @
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Cpnp [mmol/1]

Obrazek 3.1: Kalibra¢ni zavislost p-NP, kalibra¢ni konstanta p-NP je 7,6721 I/mmol

Samotné stanoveni enzymové aktivity probihalo v 96 — jamkové mikrotitracni desticce,
do které bylo napipetovano 150 pl 100 mmol/l Tris-glycinového pufru pH 8,9, 50 pl
nafedéné¢ho enzymu, 25 pl 50 mmol/l fenolu nebo katecholu jako akceptoru a nakonec
25 ul 50 mmol/l p-NPS jako donoru. Méteni pak probihalo kontinualné pii 417 nm

po dobu 5 min pfti teploté 30 °C na spektrofotometru.

Enzymova aktivita se vypocitala podle nasledujiciho vztahu:

Ayq7 - f - Tedéni
N K
kde a je vyslednd aktivitaenzymu v jednotkdch U/ml (U = takové mnozstvi enzymu které
katalyzuje preménu 1 pmol substratu za minutu); A4;7 je primérna hodnota absorbance
vzorku za minutu, f je faktor fedéni enzymu v reakéni smési rovno 5 a Fedeni udava,
kolikrat byl enzym natfedén oproti zasobnimu roztoku enzymu, K je kalibra¢ni konstanta

zavislosti p-NP na koncentraci.
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3.8.2 Stanoveni koncentrace proteini podle Bradforda

V kyselém prostiedi se vytvari mezi barvivem Coomassie Briliant Blue a proteiny
komplex; na tomto principu je pak zaloZeno stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku.
Do zkumavky bylo napipetovano 100 pl nafedéného vzorku enzymu a 1 ml Bradfordova
¢inidla. Absorbance byla méfena proti slepému vzorku, ktery obsahoval 100 pul
destilované vody a 1 ml Bradfordova c¢inidla. Takto pfipravené vzorky se nechaly
inkubovat pii laboratorni teploté po dobu 15 min. Absorbance se pak métilav plastovych
kyvetach na spektrofotometru UVmini-1240 pii 595 nm pomoci wolframové lampy.

meéfeni probihalo v tripletu.
Koncentrace proteinu ve vzorku se spocitala podle nasledujiciho vztahu:
¢ = Aggs - K - Fedéni

kde ¢ je vysledna koncentrace proteinu ve vzorku v [mg/ml], 4595 je primérnd hodnota
absorbance métfenych vzorkl, K [mg/ml]je kalibracni konstanta Bradfordova ¢inidla
vypocitana z kalibrace na IgG a redeéni vyjadiuje, kolikrat byl enzym nafedén oproti

zasobnimu roztoku.

3.8.3 Stanoveni specifické aktivity enzymu

Specifické aktivita enzymu se vypocitala pomoci hodnoty objemové enzymové aktivity

a a koncentrace proteinu ve vzorku podle nésledujiciho vztahu:

a
Aspec = —

kde ay.c je specificka aktivitaenzymu [U/mg], a je objemova enzymova aktivita [U/ml]
a c je koncentrace proteinu ve vzorku [mg/ml].
3.8.4 pH optimum

Ke stanoveni pH optima byl pouZit Britton-Robinsntv pufr v Sirokém rozmezi pH 2,5 az
12. Stanoveni pH optima bylo pak provedeno podobné jako klasické stanoveni enzymové

aktivity.

Nejprve byla stanovena kalibracni zavislost p-NP v 0,1 mol/l Na,COs; kalibraéni
konstanta byla 6,186 I/mmol (obrazek 3.2). Tato kalibra¢ni konstanta plati pro DspAST
a SboAST, kdy byly reakce zastavovany tepelnou inaktivaci.
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Obrazek 3.2: Kalibra¢ni zavislost p-NP o riznych koncentracich v prostiedi 0,1 mol/l Na2COs3,

kalibraéni konstanta je 6,186 I/mmol

U enzymu EcoAST byla reakce zastavovana v bazickém prostiedi 20 pl 1 mol/l NaOH;

proto byla stanovena druha kalibra¢ni zavislost (obrazek 3.3).
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Obrazek 3.3: Kalibra¢ni zavislost p-NP o riznych koncentracich v prostiedi 0,1 mol/l Na2COs a
1 mol/l NaOH, kalibra¢ni konstanta je 1,8328 I/mmol

Enzym se nejprve natfedil pufrem o pfislusSném pH. Do reakéni smési se napipetovalo

150 pl Britton-Robinsonova pufru o pfislusném pH, 25 pl 50 mmol/l fenolu nebo

katecholu, 25 pl 50 mmol/l p-NPS a 50 ul nafedéného enzymu. Reakce byla inkubovana

pi1 30 °C po dobu 5 min. Nasledné byla reakce zastavena tepelnou inaktivaci enzymu

pii 99 °C po dobu 5 min, v pfipadé EcoAST byla reakce zastavena ptidavkem 20 pl
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1 mol/l NaOH. Nasledné& bylo napipetovano do mikrotitra¢nidesti¢ky 100 pl 0,1 mmol/l
Na,COj3 a 50 pl reakéni smési a byla zmétfena absorbance pii 417 nm. Méfeni probihala

v tripletu. Slepy vzorek obsahoval 50 pl ptisluSného pufru misto enzymu.

3.8.5 Teplotni optimum

Stanoveni teplotniho optima probihalo obdobné jako u pH optima. Bylo napipetovano
150 pl 100 mmol/l Tris-glycinového pufru, 25 pl 50 mmol/l fenolu/katecholu, 25 ul
50 mmol/l p-NPS do mikrotitracni desticky, tato smés byla inkubovana pii piislusné
teploté (od 15 do 80 °C, pticemz teplota byla zvySovana vzdy po 5 °C) po dobu 5 min.
Nasledné bylo ptidano 50 pl nafedéného enzymu a byla kontinualné métena enzymova
aktivitapo dobu 5 min pii 417 nm. Takto se stanovovalo pH optimum enzymu DspAST.

U enzymil SboAST a EcoAST se teplotni optimum stanovovalo stejné€ jako pH optimum

enzymu EcoAST (kapitola 3.8.4).

3.8.6 Stabilita v pH a teploté

Stabilita enzyma byla stanovovdna v kombinaci rizného pH a teplot. Byly voleny
hodnoty pH pohybujici se kolem pH optima a teploty 30 a 40 °C. Enzym se natedil
Britton-Robinsnovym pufrem o ptislusném pH a nechal se inkubovat pii zvolené teploté.
Odbéry vzorku enzymu se odebiraly po 5, 15, 30, 60 min, 5 hodin; 24 a 48 hodin.
Po kazdém odbéru byla spektrometricky méfena enzymova aktivita pomoci standardni

kontinualni metody méfeni pii 417 nm, viz kapitola 3.8.1.

3.8.7 Stabilita v rozpoustédlech

Vétsina flavonoidi je nerozpustnych ve vode, bylo tedy tfeba stanovit stabilitu enzymi
ve vhodnych rozpoustédlech, kterymi byl aceton a DMSO. Enzym byl natedén
100 mmol/l Tris-glycinovym pufrem pH 8,9 a bylo k nému ptidano 20 % acetonu, nebo
5 ¢1 10 % DMSO. Nasledné byl enzym inkubovan pii 30 °C po dobu 5 hodin. BEéhem
tohoto Casu se odebiraly vzorky a byla ovéfovana enzymova aktivita obdobné jako

u stanoveni stability v rliznych pH a teplotach.

3.8.8 Enzymova kinetika p-NPS — fenol a katechol

Pti stanoveni kinetickych parametra bylo vyuzito kontinualniho méfeni na spektrometru
pfi 417 nm. Enzymové kinetika byla nové stanovena pro enzymy DspAST, ShoAST a
EcoAST. Jako donor sulfatu byl zvolen p-NPS, jako akceptor byl zvolen fenol nebo
katechol. Celkovy objem reakéni smési byl 250 pl a obsahovala 125 pl 50 mmol/l fenolu
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nebo katecholu, 50 pl nafedéného enzymu a riizné koncentrace p-NPS (0,02-5 mmol/I).
Celéa reakce pak byla doplnéna 100 mmol/l Tris-glycinovym pufrem. Kontinudlni méfeni
probihalo po dobu 5 min v tripletu. Takto byla zméfena zavislost pocatecni rychlosti
reakce na koncentraci substratu, z této zavislosti se nelinearni regresi pomoci programu
GraphPad Prism 7.0 stanovila maximalni rychlost enzymové reakce Vimax, Michaelisova

konstanta Ky a ¢islo pfemény kcat.

3.8.9 Enzymova kinetika MUS — katechol

Pro stanoveni kinetickych parametrti za pouZziti MUS jako substratu a katecholu jako
akceptoru bylo vyuzito fluorimetrického méfeni. Excitacni vinova délka byla 360 nm,

emisni vlnova délka byla 448 nm.

Nejprve byla stanovena kalibracni zavislost fluorescence na koncentraci MUS
(0,1-1 umol/l) (obrazek 3.4).
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Obrazek 3.4: Kalibra¢ni zavislost MUS, kalibra¢ni konstanta MUS je 18987 1/umol

Do cerné mikrotitracni desticky bylo napipetovano 125 pl 50 pmol/l katecholu,
MUS o ptislusné koncentraci (0,02-5 umol/l), reakce byla doplnéna do 250 pl 100 mmol/l
Tris-glycinovym pufrem. Jako posledni se pfidalo 50 pl natedéného enzymu. Reakce byla
meéfena kontinudlné, bylo méfeno 10 cykld po 3 s (doba reakce byla 30 s), méfeni

probihalo pti 30 °C.
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3.9 Enzymova sulfatace vybranych slou¢enin

3.9.1 Priprava reak¢énich smési flavonoidi

Pro ptipravu reakénich smési flavonoida byl zvolen nasledujici postup. Bylo navazeno
10 mg zvolenych flavonoidi jako akceptorti, k nim byl v molarnim poméru 1:1,5 navazen
donor p-NPS. VSechny enzymy byly pfidavany v mnozstvi odpovidajicim aktivité 0,5 U.
K reakcim bylo pfidano 5 % DMSO pro zvyseni rozpustnosti flavonoidii. Reakce byly
doplnény 100 mmol/l Tris-glycinovym pufrem na celkovy objem reakce 4 ml. Reak¢ni
smési byly inkubovany pti 35 °C na 220 ot./min po dobu 48 hodin. Béhem toho ¢asu byla
sm¢és analyzovana pomoci TLC v ¢asech 15, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 24 hodin.
Po 48 hodinach byla reakce zastavena denaturaci v 100 °C po dobu 5 min. Nasledné byla
provedena HPLC analyza po 15 min, 1, 5, 24 a 48 hodindch a sledoval se nartst

ptislusnych produkti v Case.

3.9.2 TLC analyza reakénich smési flavonoida

Jako stacionarni faze TLC analyzy byla zvolena silikagelova hlinikova desticka, jako
mobilni faze byl zvolen ethylacetat: methanol: kyselina mraven¢i v poméru 4:1:0,1.
Vysledky TLC analyzy byly nejprve vizualizovany praSkovym jodem nebo pomoci
5% kyseliny sirové v ethanolu a zahiatim horkovzdusnou pistoli.

3.9.3 HPLC analyza reakénich smési flavonoidii

Jako stacionarni faze pro analyzu reakénich smési pomoci HPLC flavonoidl byla zvolena

PFP kolona a pfedkolona. Jako mobilni faze byl zvolen 10 mM octan amonny s 0,1 %
kyseliny mravenci ve fazi A a 100 % methanolem ve fazi B. Byla zvolena gradientova
eluce pro reakéni smési flavonoida: 0-20 min 40—72 % B, 20-21 min 72—40 % B,
ukonceni v 24 min. Teplota byla nastavenana 45 °C, prutok 0,6 ml/min a objem néstiiku
byl 1 pl.
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4 Vysledky

4.1 Vybér bakteridlnich aryl-sulfotransferas

Ve fylogenetickém stromé (obrazek 4.1) jsou potencionalni AST rozdéleny do dvou
klastri podle sekvence svych gent [45]. V obou klastrech jsou zahrnuty referenc¢ni
sekvence: v klastru I je to sekvence AST z E. coli (EcoAST), v klastru Il sekvence AST
z Desulfitobacterium hafniense (DhAST).

Z fylogenetického stromu byly vybrany dvé nové AST (obrazek 4.1), jez jsou dale
popisovany v této praci: AST z Desulfosporosinus sp. HMP52 s 84% podobnosti s AST
z Desulfitobacterium hafniense a AST ze Salmonela bongori s 88% podobnosti k AST
z E. coli. Pro srovnani je soucasti této prace i popis rekombinantniho enzymu EcoAST,
referenéniho enzymu z klastu I. Charakterizace popisovanych enzymi jsou nasledné

porovnavany s rekombinantnim enzymem DAAST charakterizovanym v literatuie [45].
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Obrazek 4.1: Fylogeneticky strom s analyzovanymi aminokyselinovymi sekvencemi pro AST
[45]. Zelené jsou vyznaceny referen¢ni sekvence jiz popsanych AST z Desulfitobacterium
hafniense a E. coli. Zluté jsou vyznateny sekvence nové popisovanych AST. V zavorce jsou
vypsana procenta podobnosti s referencnimi sekvencemi.
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4.2 Izolace plasmidové DNA

Plasmidy nesouci gen kodujici potencionalni AST byly namnozeny v bakterialnich
bunkdch E. coli TOP10 a poté izolovany pro sekvenaci a nasledujici produkci
rekombinantnich enzymt. Po izolaci plasmidové DNA byla zjistovana jeji Cistota
z pomgéru absorbanci pii 260 nm (DNA) a 280 nm (DNA a proteiny). Koncentrace DNA
jsouvypsany v nasledujici tabulce (tabulka 4.1). Aminokyselinové sekvence jednotlivych

enzymu jsou v piiloze 1.

Tabulka 4.1: Koncentrace a ¢istota DNA

Azeo/Argo  C [pg/pl]

DspAST 1,63 0,94
SboAST 2,21 0,39
EcoAST 1,71 0,38

4.3 Purifikace rekombinantnich enzymii

VSechny rekombinantni enzymy obsahovaly polyhistidinovou kotvu; proto byla
k purifikaci pouzita chelata¢ni chromatografie (IMAC) na koloné HisTrap (5 ml, GE
Healthcare, UK). Po naneseni vzorku a promyti kolony bylo zkontrolovano, ze se vzorek
plné zachytil na kolon€, a to zméfenim enzymové aktivity vzorku nezachyceného
na kolong, ktery nevykazoval Zadnou enzymovou aktivitu. Pti eluci proteinu zachyceného
na koloné& byla pouZita linearni gradientova eluce pti pratoku 2 ml/min. Pfi purifikaci
DhAST a DspAST nejprve v 50-60 % gradientu eluovaly ostatni nespecificky zachycené
proteiny, enzym se nasledné eluoval od 80 % gradientu. Pti purifikaci ShoAST a EcoAST
se nespecifické zachyceni ostatnich proteintina kolonu omezilo diky pouziti 100 mmol/l
imidazolu v ekvilibracnim pufru; enzym pak nésledné eluoval od 50 % gradientu.
Po purifikaci nasledovala dialyza spojenych frakci obsahujicich purifikovany enzym

podle kapitoly 3.7.4.

Precisténi jednotlivych frakci vzorkd po purifikaci se sledovalo pomoci SDS-PAGE
(obrazek 4.2). Na gelu byla odectena ptiblizna velikost rekombinantnich AST cca 70 kDa
u DhAST a DspAST a 66 kDa uSboAST a EcoAST, ktera odpovida teoreticky vypocitané

velikosti proteint (Ptiloha 1) a byla porovnana s literaturou [14, 45].
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Obrazek 4.2: Analyza frakci z purifikace (Cisla frakci uvedena nad gelem) rekombinantnich
enzymu DhAST (A), DspAST (B), SboAST (C) a EcoAST (D) pomoci SDS-PAGE. Marker
molekulovych hmotnosti LMW (Low Molecular Weight) je nanesen v prvni draze
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Cistota jednotlivych enzymii po dialyze byla opét analyzovana pomoci SDS-PAGE
(obrazek 4.3). Z gelu byla odectena ptiblizna molekulova hmotnost 70 kDa u DhAAST a
DspAST a 66 kDa u SboAST a EcoAST. VsSechny enzymy byly izolovany

o ¢istoté > 95 %.

Marker DhAST DspAST EcoAST ShoAST

97
66

45

30

20
14

Obrazek 4.3: Analyza spojenych frakci po dialyze rekombinantnich enzymt DAAST, DspAST,
SboAST a EcoAST pomoci SDS-PAGE. Marker molekulovych hmotnosti LMW (Low
Molecular Weight) je nanesen v prvni draze

Po dialyze byla métena koncentrace proteini Bradfordovou metodou a enzymova aktivita
precisténych enzymil pomoci spektrofotometrické kontinualni metody stanoveni aktivity
pfi417 nm. V nasledujici tabulce (tabulka 4.2) jsou vypsany zméiené hodnoty specifické
enzymové aktivity jednotlivych rekombinantnich enzymii AST s p-NPS jako donorem a
fenolem nebo katecholem jako akceptory a vytéZek purifikace. Vytézek purifikace byl
8,5 % u enzymu DhAST, 20,4 % u enzymu DspAST, 64,2 % u enzymu ShoAST a
18,5 % u enzymu EcoAST. Stanoveni parametra probihalo podle kap. 3.8.1 — 3.
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Tabulka 4.2: Zakladni charakterizace rekombinantnich AST, aspec 0znacuje specifickou
enzymovou aktivitu AST

Vzorek Aktivita Ospec, fenol  Ospec, katechol VytéZek

(U] [U/mg]  [U/mg] [%]
Lyzat DhAST 467,1 0,8 - 100
DhAST 39,9 3,1 19,1 8,5
Lyzat DspAST 96,0 0,1 - 100
DspAST 19,6 3,0 11,5 20,4
Lyzat SboAST 77,3 0,2 - 100
SboAST 49,6 12,1 14,6 64,2
Lyzat EcoAST 92,5 0,3 - 100
EcoAST 17,1 24,5 31,5 18,5

4.4 Biochemicka charakterizace aryl-sulfotransferas

V ramci prace byly charakterizovany purifikované rekombinantni enzymy DspAST,
SboAST a EcoAST. Bylo stanoveno pH optimum, teplotni optimum, stabilita enzymu
v riiznych kombinaci pH a teplotach a stabilita v rozpoustédlech, konkrétné v 5 a 10%
DMSO a 20% acetonu. Tyto parametry byly porovndvany s jiz charakterizovanym
enzymem DhAST [14,45].

4.4.1 Stanoveni pH optima

Stanoveni pH optima probihalo metodou stanoveni enzymové aktivity popsané
v kapitole 3.8.4. Pro rekombinantni enzymy AST bylo pH optimum ur¢ovéno pii 30 °C
v rozmezi pH 4,5-12, kdy byly provedeny 3 paralelni stanoveni proti slepému vzorku
obsahujicimu pufr ptislusného pH misto enzymu. Zjisténé pH optimum enzymu DspAST
bylo uzké od pH 9 do 10, nejvyssi aktivitabyla naméfena pii pH 9,5; u enzymu ShoAST
bylo namétené rozmezi pH optima od 9,5 do 11, pfi¢emz nejvyssi aktivitabyla zméfena
pfi pH 10 a 10,5; enzym EcoAST mél Siroké pH optimum 6-10, nejvyssi aktivita byla
namé&iena pii pH 8 (obrazek 4.4).

4.4.2 Stanoveni teplotniho optima

Pro rekombinantni enzymy AST bylo teplotni optimum uréovano pomoci kontinualni
metody popsané v kapitole 3.8.4 a 3.8.5. Enzymy byly inkubovany v pH odpovidajici
jejich hodnoté pH optima (DspAST — pH 9,5; ShboAST — pH 10; EcoAST — pH 8) a

v rozmezi teplot 15-80 °C. Byla provedena tfi paralelni stanoveni proti slepému vzorku
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obsahujiciho pufr o pfislusném pH. Zjisténé teplotni optimum enzymu DspAST bylo
Siroké od 25 do 60 °C, nejvyssi aktivita byla namétfena pti 45 °C; enzymy ShoAST a
EcoAST mély uzsi teplotni optimum od 45 do 55 °C, nejvyssi aktivitau obou enzymu

byla namétena pii 50 °C (obrazek 4.4).
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Obrazek 4.4: Zavislost aktivity na pH a teploté, stanoveni pH a teplotniho optima pro DspAST
(graf A1, A2), SboAST (graf Bi, B2) a EcoAST (graf Ci, C2)
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4.4.3 pH stabilita a termostabilita

Dal8im sledovanym parametrem byla stabilita pfi vybranych pH a teplotach. Enzymy se
inkubovaly v daném pH a teploté po dobu 48 hodin, béhem tohoto ¢asového useku byly
odebirany vzorky a méfila se enzymova aktivita pomoci kontinualniho
spektrofotometrického méteni pfi 417 nm. Pro stanoveni stability byly tedy zvoleny dvé
teploty 30 a 40 °C apH 7; 8 a 9. Tyto parametry byly téZ zvoleny vzhledem k reakénim

podminkdm pfi sulfataci flavonoidi [18].

V priibéhu 48 hodin se se odebiraly vzorky v ¢asovych tsecich: 5, 15, 30 min, 1, 2, 3, 4,
5, 24, 48 hodin a byla pfeméfena enzymova aktivita jednotlivych odebranych vzorki.

Tyto hodnoty byly nasledn¢ vyneseny do grafu (obréazek 4.5).

Rekombinantni enzym DspAST byl inkubovan pti 30 °C, po 48 hodinach byly naméfeny
hodnoty zbytkové enzymové aktivity oproti pocatecni: pH 7 — 47 %, pH 8 — 39 %,
pH 9 —45 %. Pti inkubaci pti 40 °C byly po 48 hodinach naméteny tyto hodnoty zbytkoveé
aktivity oproti pocate¢ni enzymové aktivité: pH 7 — 43 %, pH 8 — 53 %, pH 9 — 33 %.

Rekombinantni enzym ShoAST byl inkubovan pti 30 °C, po 48 hodinach byly naméreny
hodnoty zbytkové enzymové aktivity oproti poc¢atecni: pH 7 — 186 %, pH 8 — 98 %,
pH 9 — 245 %. Pti inkubaci pfi40 °C byly po 48 hodiniach naméfeny tyto hodnoty
zbytkové aktivity oproti poc¢ate¢ni enzymové aktivité: pH 7 — 90 %, pH 8 — 94 %,
pH 9 - 67 %.

Rekombinantni enzym EcoAST byl inkubovan pti 30 °C, po 48 hodinach byly naméieny
hodnoty zbytkové enzymové aktivity oproti poc¢atecni: pH 7 — 71 %, pH 8 — 112 %,
pH 9 — 97 %. Pti inkubaci v 40 °C byly po 48 hodinach naméteny tyto hodnoty zbytkové
aktivity oproti pocate¢ni enzymové aktivité: pH 7 — 58 %, pH 8 — 56 %, pH 9 — 59 %.

49



140 A 160
X 120 1 X 140 kg
8 100 _ 8120 1
2 s x g 100 ¢
ﬁ ~ ..Li..,_-ﬂ_u % 80 -
= 60 — — T
c = _ c 60 ~
2 a0 = = -
®© 5
o 20 ['F]
9 9
0 0
10 20 30 50 0 20 30
Cas [h] Cas [h]
300 B 180
e 32 160
X 250 1, s
© - o 140
= £
S 200 . . S 120
et e
= . = 100
150 |4 — ~— ¥ ¥
‘_f ;_“r&—_ - ‘T 20 \‘ y
c 8 = ~ -
S1w00 F S 60 - E
® o w40
o 20 o
2 2 20
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Cas [h] Cas [h]
160 C 180 C
X 140 |5 1 X 160 | 2
v 140 &
guo gt 1 . B0k
> 100 f T . > 120 g
et | et ]
R 1 - o v 100 ¢ K
80 * —X —_— = .
2 e — = 80 %er A
£ 60 £ — —_
> > 60 | © B—
E 40 E 40
] ]
& 20 & 20
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Cas [h] Cas [h]

Obrazek 4.5: Teplotni a pH stabilita rekombinantnich AST pii teplotdich 30 a 40 °C a
pH 7 (modfe), 8 (oranzové), 9 (Sed&) v prubcéhu 48 hodin; enzym DspAST (graf A1 — 30 °C,
graf A2 — 40 °C), enzym SboAST (graf B: — 30 °C, graf B, — 40 °C), enzym EcoAST
(graf C1 — 30 °C, graf C2 — 40 °C)
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4.4.4 Vliv rozpoustédel na enzymovou aktivitu

Polyfenolové latky, predevsim pak flavonoidy, byvaji Spatné rozpustné ve vodé
a polarnich rozpoustédlech. Proto se do reakci s polyfenolovymi latkami ptidava
nepolarni organické rozpoustédlo jako naptiklad aceton nebo dimethylsulfoxid (DMSO).
Pritomnost téchto rozpoustédel v§ak mize ovlivnit enzymovou aktivitu, z tohoto diivodu
byl zkoumdén vliv ptidavku acetonu a DMSO na aktivitu rekombinantnich enzym?.
Zvolené koncentrace rozpoustédel byly 20 % acetonu, 5 a 10 % DMSO. Jejich vliv
na enzymovou aktivitu byl pozorovan v Case po dobu 4 az 5 hodin (obvykla doba

syntetickych enzymovych reakci).

Rekombinantni enzymy AST byly inkubovany pti 30 °C ve 100 mmol/l Tris-glycinovém
pufru (pH 8,9) s ptidavkem 20 % acetonu, respektive 10 % DMSO nebo 5 % DMSO.
V prubéhu 5 hodin byly odebirany vzorky v ¢asovych usecich: 5, 15, 30 min, 1, 2, 3, 4,
5 hodin a byla pfeméiena enzymova aktivita jednotlivych odebranych vzorkt. Tyto

hodnoty byly néasledn¢ vyneseny do grafu (obrazek 4.6).

Oproti pocatecni enzymové aktivité pak enzym DspAST vykazoval po 4 hodinach ve
20 % acetonu 0,2 % zbytkové enzymové aktivity, po 5 hodinach v 10 % DMSO 301 % a
v5 % DMSO 275 % oproti pocatecni enzymové aktivité. V 20% acetonu doslo
po 4 hodinach k Giplné inaktivaci enzymu, naproti tomu v DMSO doSlo k vyrazné aktivaci

enzymu.

Enzym ShoAST vykazoval po 5 hodinach v 20 % acetonu 16 %, v 10 % DMSO 180 % a
v 5 % DMSO 156 % zbytkové enzymové aktivity oproti pocatecni. Opét zde doslo z velké
miry k inaktivaci enzymu pfi inkubaci v 20% acetonu, pii inkubaci v DMSO doslo az

k dvojnasobné aktivaci enzymu.

Enzym EcoAST vykazoval po 5 hodinach v 20 % acetonu 23 %, v 10 % DMSO 116 % a
v 5% DMSO 121 % zbytkové enzymové aktivity oproti poc¢atecni. DoSlo zde k inaktivaci
enzymu z 80 % pfi inkubaci v 20% acetonu. Pti inkubaci v DMSO byl enzym EcoAST

pomérné stabilni a doSlo pouze k mirné aktivaci.
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Obrazek 4.6: Stabilita rekombinantnich enzymt AST ve 20 % acetonu (modie), 10 % DMSO
(oranzove) a 5 % DMSO (8ed€) v pribéhu 5 hodin; enzymy DspAST (graf A), SboAST (graf B)
a EcoAST (graf C)

4.5 Enzymova kinetika

Kinetické parametry enzymii byly méteny kontinuélni metodou. Jako donory sulfatu byly
zvoleny p-NPS nebo MUS, jako akceptory byly zvoleny fenol nebo katechol. Méteni
probihalo spektrofotometricky pro kombinaci p-NPS a fenol, respektive katechol,
v ptipadé kombinace MUS a katechol se vyuzilo fluorimetrického méfeni. Koncentrace
donoru byly voleny od 0,02 do 5 mmol/l v ptipadé spektrofotometrického méfeni
(p-NPS), u fluorimetrického méteni byly zvoleny koncentrace od 0,02 do 5 pmol/l
(MUS), vzhledem k citlivosti metody. Koncentrace akceptoru byla pak volena
v desetindsobném nadbytku oproti donoru, aby se zabrénilo jeho vy€erpani, a nedoslo tak

k limitaci rychlosti reakce akceptorem béhem méteni.

Spektrofotometrické kontinudlni méteni probihalo po dobu 5 min, fluorimetrické
kontinualni méfeni probihalo po dobu zhruba 30 s, respektive bylo zvoleno 10 cykla

méfeni po 3 vtefindch. VSechny koncentrace byly méfeny ve tiech paralelnich
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stanovenich proti slepému vzorku, ktery obsahoval ptisluSny pufr misto enzymu.

Béhem spektrometrického méfeni byl sledovan nartst koncentrace vznikajiciho p-NP,

u fluorimetrického méfeni byl sledovan nartst koncentrace vznikajiciho MU.

Ze zavislosti pocatecni rychlosti reakce na vychozi koncentraci substratu byla nasledné
sestavena kiivka dle Michaelise a Mentenové pomoci nelinearni regrese v programu
GraphPrism 7. Takto byla stanovena maximalni rychlost enzymové reakce Vmax,

Michaelisova konstanta Ky a nasledné vypocitano Cislo premény kcat.

4.5.1 Kinetické parametry reakce p-NPS — fenol

Kinetické parametry enzymi AST s donorem sulfatu p-NPS a fenolem jako akceptorem
byly ur€ovany spektrometricky pfi 417 nm. Na obrazku 4.7 je znazornéna rekce p-NPS

s fenolem katalyzovana enzymem AST.

0805 OH
O,N” : O,N” :

2 2

p-NPS p-NP 050
OH / 3
\ .
AST
30 °C; pH 8,9; 5 min
fenol fenylsulfat

Obrazek 4.7: Sulfatace fenolu katalyzovana bakterialni AST. Koncentrace produkt reakce p-NP
se stanovuje spektrofotometicky pii 417 nm, temperovano na 30 °C, stanoveni probihalo
kontinualni metodou po dobu 5 min

Z naméfenych dat byly sestaveny grafy zavislosti pocateéni rychlosti reakce
na koncentraci substratu (obrazek 4.8). Nasledné byly vypocitany kinetické parametry

pro rekombinantni enzymy AST.
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Obrazek 4.8: Zavislost pocatecni reakéni rychlosti s p-NPS jako donorem a fenolem jako

akceptorem na koncentraci substratu pro enzymy DspAST (graf A), SboAST (graf B) a EcoAST
(graf C).

Pro porovnani u¢innosti jednotlivych enzymii se substraty p-NPS a fenolem byly zvoleny
parametry Michaelisova konstanta Ky, ¢islo pfemény ke, a jejich pomér — katalyticka
¢innost enzymu. Cim niZi je Ky, tim vyssi je afinita enzymu k substratua &im vy3ii je
keat, tim lépe enzym katalyzuje danou reakei (tim vice molekul substratu konvertuje
za jednotku Casu). Jednotlivé parametry a jejich porovndni jsou v nasledujici tabulce
(tabulka 4.3).

U reakce p-NPS s fenolem m¢l nejvyssi katalytickou t¢innost DspAST a EcoAST, a to
kca/ K= 56 1/mmol/s, nejvyssi afinituk substratu mél pak DAAST s Kv = 0,34 mmol/l a
nejvyssi katalytickou konstantu mélenzym EcoAST s kcar=39,9 s7!. Nejnizsi katalytickou

uc¢innost mél enzym ShoAST.
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Tabulka 4.3: Porovnani parametrit Km a ket a katalytické uéinnosti enzymu v reakci p-NPS a
fenol. Zelené jsou Vyznaéeny hodnoty S nejvyééi afinitou k substratu, respektive s nejlepsi

cvwr

Vmax kcat/KM
E -1
nzym [umol/I/min] Kiv [mmol/] Keat [7] [I/mmol/s]
DhAST* - 0,34+ 0,03 14,5+ 0,7 42
DspAST 66,4 +0,7 0,57+0,02 31,903 56
SboAST 37,1+1,3 17 +1 37,113 2,2
EcoAST 103 +1 0,71 +0,03 39,9+04 56

*Tyto hodnoty byly porovnavany s jiz charakterizovanym rekombinantnim enzymem DAAST [45].

4.5.2 Kinetika p-NPS — katechol
Kinetické parametry enzymii AST s donorem sulfatu p-NPS a katecholem jako
akceptorem byly uréovany spektrofotometricky. Na obrazku 4.9 je znazornéna reakce

p-NPS s katecholem katalyzovana enzymem AST.

080y OH
O,N” : O,N” :

OH - NPS\ / 0805
3
AST
OH 30 °C; pH 8,9; 5 min
katechol katecholsulfat

Obrazek 4.9: Sulfatace katecholu katalyzovana bakteridlni AST. Produkt reakce p-NP se
stanovoval spektrofotometicky pfi 417 nm, temperovano na 30 °C, stanoveni probihalo
kontinualni metodou po dobu 5 min

Z namétenych dat byly sestaveny grafy zavislosti pocatecni rychlosti reakce
na koncentraci substratu (obrazek 4.10). Z naméfenych dat byly nasledné vypocitany

kinetické parametry pro rekombinantni enzymy AST.
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Obrazek 4.10: Zavislost pocate¢ni reakéni rychlosti s p-NPS jako donorem a katecholem jako

akceptorem na koncentraci substratu pro enzymy DspAST (graf A), SboAST (graf B) a EcoAST
(graf C).

Jednotlivé kinetické parametry rekombinantnich enzymt se substraty p-NPS a

katecholem jsou porovnany v nasledujici tabulce (tabulka 4.4).

U reakce p-NPS s katecholem meél nejvySsi katalytickou ucinnost EcoAST

S keat/ Km = 65 1/mmol/s, stejné tak mé&l nejvetsi afinitu k substratu Ky = 0,54 mmol/l,

vvvvv

katalytickou Gi€innost m¢l opét enzym ShoAST.
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Tabulka 4.4: Porovnani parametrit Km a ket a katalytické uéinnosti enzymt v reakci p-NPS a
katechol. Zelené jsou vyznaceny hodnoty s nejvyssi afinitou k substratu, respektive s nejlepsi
katalytickou uéinnosti, oranzové pak hodnoty nejnizsi.

Vmax 1 kcat/KM
Enzym [umol/I/min] Kiv [mmol/] Keat [7] [I/mmol/s]
DhAST* - 2,8+0,3 8316 25
DspAST 174 £ 6 3,0£0,2 8313 28
SboAST  218+05  127+009 21,805 17
EcoAST 91 + 1 0,54 +0,02 352%04 65

*Tyto hodnoty byly porovnavany s jiz charakterizovanym rekombinantnim enzymem DAAST. [45].
4.5.3 Kinetika MUS — katechol

Kinetické parametry enzymti AST s donorem sulfatu MUS a katecholem jako akceptorem
byly ur€ovany fluorimetricky. Na obrdzku 4.11 je zndzornéna reakce MUS s katecholem

katalyzovana enzymem AST.

CHj CHj
g fj@
7o 0805
OH MI{S\ / 080y
AST
OH 30 °C; pH 8,9; 30 s
katechol katecholsulfat

Obrazek 4.11: Sulfatace katecholu katalyzovana bakteridlni AST. Produkt reakce MU se
stanovoval florometricky, temperovano na 30 °C, stanoveni probihalo kontinualni metodou po
dobu 30 s

Z naméfenych dat byly sestaveny grafy zavislosti pocateéni rychlosti reakce
na koncentraci substratu (obrazek 4.12). Z namétenych dat byly nadsledné vypocitany

kinetické parametry pro rekombinantni enzymy AST.
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Obrazek 4.12: Zavislost pocateéni reakéni rychlosti s MUS jako donorem a katecholem jako
akceptorem na koncentraci substratu pro enzymy DspAST (graf A), SboAST (graf B) a EcoAST
(graf C).

Jednotlivé kinetické parametry rekombinantnich AST se substraty MUS a katecholem a
jejich porovnani jsou v nésledujici tabulce (tabulka 4.5).

U reakce MUS s katecholem ma nejvyssi katalytickou ucinnost EcoAST
keat/ Kn = 6292 1/mmol/s, mél 1 nejvyssi afinitu k substratu Ky = 0,14 umol/l1, nejvyssi
opét enzym ShoAST. Kinetické parametry pro reakci MUS a katecholem nebyly dosud

v literatufe popsany, popséana je pouze kombinace MUS a fenol [45].

Tabulka 4.5: Porovnani parametrii Km a kear a katalytické ti¢innosti enzymi v reakci MUS a
katechol. Zelené jsou vyznaceny hodnoty s nejvyssi afinitou k substratu, respektive s nejlepsi
katalytickou uéinnosti, oranzové pak hodnoty nejnizsi.

Vmax -1 kcat/KM
Enzym [umol/I/min] K [umol/l] keat [s7] [I/mmol/s]
DspAST 208 + 19 27+0,5 4880 + 450 1831
SboAST 131+ 8 0,79 + 0,14 177 £ 11 225
EcoAST 115+ 3 0,14 + 0,02 888 + 23 6292
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4.6 Enzymova sulfatace vybranych sloucenin

Bakteridlni AST jsou vhodnym néstrojem pro snadnou sulfataci polyfenolovych latek.
Sulfata¢ni schopnosti vybranych enzymt byly testovany s nasledujicimi slou¢eninami:
chrysin (CH), apigenin (API), luteolin (L), kaempferol (KAM), myricetin (M), kvercetin
(Q) a silydianin (SD). Ptiprava reakénich smési probihala podle postupu popsaného
v kapitole 3.9.1. Do kazdé reak¢ni smési byl pfidavan enzym v takovém mnozstvi,

aby jeho vysledna enzymova aktivita byla 0,5 U/ml reak¢ni smési.

Reakce byly provedeny se vSemi rekombinantnimi enzymy, tedy s jiz popsanym
DhAST [18,45] i s nove charakterizovanymi DspAST, ShboAST, EcoAST. V laboratori
byl soucasné produkovan dalsi rekombinantni enzym z Campylobacter fetus (CfeAST),
reakce stimto enzymem se vyskytuji na TLC deskach, tento enzym vSak nebyl

predmétem této prace.

Ze vsech odebranych frakci byla provedena analyza TLC, analyza HPLC byla provedena
u frakci odebranych v 15 min, 1, 5, 24 a 48 hodinach. U analyzy TLC byl sledovan vznik
p-NP a ptislusného sulfatu, ptipadné disulfatu. U analyzy HPLC byla sledovana plocha
pikd a to predevsim trend zvySovani koncentrace p-NP a ptislusného sulfatu, ptipadné

disulfétu, nebo snizovani plochy piku donoru sulfatu (p-NPS).

Vysledky analyzy TLC po 48 hodinach jsou na obrazcich 4.20 a 4.21. Vysledky HPLC
analyzy vzniku ptislusnych sulfatl jsou znazornény v grafech (obrazek 4.22). Ptiklady

chromatogramu reakénich smési po 48 hodinach jsou v ptiloze 2.
Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.13) je zndzornéna enzymova sulfatace chrysinu.

p-nitrofenylsulfat

O,N

2

AST
pH 8.9; \,
35°C;48 h /O/OH
OH O
_ 0N
chrysin p-nitrofenol chrysin-7-O-sulfat

Obrazek 4.13: Enzymova sulfatace chrysinu katalyzovand AST (DAAST, DspAST, SboAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pti 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.
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Podle TLC analyzy (obrazek 4.20) nebyl v reakéni smési s chrysinem pozorovan vznik
sulfatli chrysinu ani u jedné reakce katalyzované riznymi enzymy AST. Nebyl pozorovan
ani vznik p-NP. Byla provedena HPLC analyza po 48 hodinach, ktera taktéZ nepotvrdila

vznik produktl p-NP a sulfatu v téchto reakcich.

Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.14) je zndzornéna enzymova sulfatace apigeninu.

p-nitrofenylsulfat

080y

OH ON OH ©
o O \ AST apigenin-4'-O-sulfat

HO
O ‘ pH 8,9; \\, OH 0S03”
35°C; 48 h Q
OH O O:N 0480
apigenin p-nitrofenol

OH O
apigenin-4',7-O-disulfat

Obrazek 4.14: Enzymova sulfatace apigeninu katalyzovana AST (DAAST, DspAST, ShoAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pti 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.

Podle TLC analyzy (obrazek 4.20) byl v reakéni smési s apigeninem pozorovan vznik
produktu apigeninsulfatu. Toto potvrdila i HPLC analyza provedena u odbéra v 15 min,
1, 5, 24, a 48 hodinach. Pomoci HPLC analyzy byl pak sledovén jak vznik p-NP, tak
vznik apigeninsulfatu, ktery byl nasledné potvrzen hmotnostni analyzou (v reakéni smési
po 48 hodinach) (kapitola 4.6.1 - obrazek 4.23). Na grafu (obrazek 4.22) pak lze

pozorovat naruast vzniklého produktu sulfatu (APIS) s casem.

Reakci s apigeninem nejlépe katalyzoval enzym DspAST, nejvétsi narust produktu
v reakéni smési katalyzované timto enzymem se pozoroval mezi 5. a 24. hodinou.

Nejhtie pak tuto reakci katalyzoval enzym EcoAST.
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.15) je zndzornéna enzymova sulfatace luteolinu.

OH O

p-nitrofenylsulfat

o
OH ON OH O

\' AST luteolin-3'-O-sulfat

OH 080y
PHS9: \__ o, O
OH

35°C; 48 h 0:80 °
OH O O,N O \

luteolin p-nitrofenol

OH O
luteolin-4',7-O-disulfat

luteolin-3',7-O-disulfat

Obrézek 4.15:Enzymové sulfatace luteolinu pomoci AST (DhAAST, DspAST, SboAST, EcoAST,
CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pti 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako donor
sulfatu byl zvolen p-NPS.

TLC analyza (obrazek 4.20) ukdzala vznik sulfatt luteolinu (LS) a p-NP. Toto potvrdila
i1 HPLC analyza, ktera byla provedena u odbérd v 15 min, 1, 5, 24, a 48 hodinach.
Nasledné byla provedena hmotnostni analyza, kterd potvrdila vznik luteolinsulfatu
(kapitola 4.6.1 - obrazek 4.23). Narust vzniklého produktu sulfatu (LS) s ¢asem je

zobrazen v grafu (obrazek 4.22).

Reakci luteolinus p-NPS opét katalyzoval nejlépe enzym DspAST, ale také EcoAST. U
obou téchto enzymil byl pozorovan nejvétsi nartst produktu mezi 5. a 24. hodinou a
na konci reakce se pozoruje zhruba stejné mnozstvi vzniklého luteolinsulfatu. U enzymu
DhAST pak mezi 24. a 48. hodinou nebyl zfejmy jiz zaddny narist produktu — tento enzym

reakci s luteolinem a p-NPS katalyzoval nejhtre.
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.16) je zndzornéna enzymova sulfatace kaempferolu.

0S05

p-nitrofenylsulfat

/©/0803
o on OH O
HO l o \ AST kaempferol-4'-O-sulfat

| pH 8.9; \J o
OH 35°C;48h /©/
OH O ON ‘0380

kaempferol p-nitrofenol

OH o}

kaempferol-4',7-O-sulfat

Obrazek 4.16: Enzymova sulfatace kaempferolu pomoci AST (DhAST, DspAST, SboAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pfi 35 °C v pH 8,9 a 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.

Podle TLC analyzy (obrazek 4.20) byl v reak¢ni smési s keampferolem pozorovan vznik
kaempferolsulfatu. Toto potvrdilai HPLC analyza provedena u odbérti v 15 min, 1, 5, 24
a 48 hodinach, kde byl pozorovan nartst produktu kaempferolsulfatu (KS) s casem

(obrazek 4.22). Potvrzeni vzniklého sulfatu bylo provedeno pomoci hmotnostni analyzy

(kapitola 4.6.1 - obrazek 4.24).

Reakci kaempferolu s p-NPS katalyzoval nejlépe enzym ShoAST, kdy nejveétsi nartist
produktu byl opét pozorovan mezi 5. a 24. hodinou. U enzymu DAAST byl pozorovéan
mezi 24. a 48. hodinou piekvapiveé pokles produktu, mohlo to byt zpisobeno Spatnym
promichdnim a naslednym odebranim smési, taktéz by zde mohl zacit vznikat disulfat,

tento produkt vSak nepotvrdila ani HPLC analyza ani hmotnostni analyza.
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.17) je zndzornéna enzymova sulfatace kvercetinu.

OH (o] OH fo)
kvercetin-4'-O-sulfat kvercetin-3'-O-sulfat

0S05
I ol
OH O2N oH

HO. o) O i AST 0S8035

O | - glsﬂogigjmh Q/ o oz80 ° O 0380

OH © ON O |

OH
OH ©

p-nitrofenylsulfat
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kvercetin-4',7-O-disulfat kvercetin-3',7-O-disulfat

Obrazek 4.17: Enzymova sulfatace kvercetinu pomoci AST (DhAST, DspAST, SboAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pti 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.

Podle TLC analyzy (obrazek 4.21) byl v reak¢ni smési s kvercetinem pozorovan vznik
sulfatt kvercetinu. U téchto vzorki nemohlo byt provedeno sledovani naristu produktt
v Case z divodu degradace stacionarni faze v kolon¢é. Novou kolonu se z ¢asovych
diivodli nepodaftilo ziskat. Potvrzeni vzniklého sulfatu vSak bylo provedeno pomoci
HPLC analyzy s hmotnostni detekci u vzorku reakéni smési po 48 hodinach (kapitola

4.6.1 - obrazek 4.24).
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.18) je zndzornéna enzymova sulfatace myricetinu.

p-nitrofenylsulfat

O,N

AST

pH 8,9;

\, OH
35°C; 48 h Q
0,N “03S0.

. myricetin-5',7-O-disulfat

p-nitrofenol

myricetin

myricetin-3',5'-O-disulfat

Obrazek 4.18: Enzymova sulfatace myricetinu pomoci AST (DhAST, DspAST, SboAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pii 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.

Podle TLC analyzy (obrazek 4.21) nebyl v reakéni smési s myricetinem pozorovan vznik
myricetinsulfatu a p-NP ani u jedné reakce katalyzované riznymi enzymy AST. U téchto
vzorkli nemohlo byt provedeno sledovéani nartstu produktt v ¢ase z divodu degradace

stacionarni faze v koloné. Novou kolonu se z ¢asovych ditvoda nepodafilo ziskat.

Potvrzeni vzniklého sulfatu vSak bylo provedeno pomoci HPLC analyzy s hmotnostni

detekci u vzorku reakéni smési po 48 hodinach (kapitola 4.6.1 - obrazek 4.24).
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 4.19) je zndzornéna enzymova sulfatace silydianinu.

p-nitrofenylsulfat

pH 8,9; \*
35°C;48h OH

o .. .0 . 0580
silydianin p-nitrofenol

O
silydianin-7,19'-O-disulfat

Obrazek 4.19: Enzymova sulfatace silydianinu pomoci AST (DhAST, DspAST, SboAST,
EcoAST, CfeAST), reakce probihala po dobu 48 hodin pti 35 °C v pH 8,9 a v 5 % DMSO, jako
donor sulfatu byl zvolen p-NPS.

Podle TLC analyzy (obrazek 4.21) nebyl v reak¢ni smési se silydianinem pozorovan
vznik produktii sulfatli a p-NP ani u jedné reakce katalyzované rliznymi enzymy AST.
Byla provedena HPLC analyza po 48 hodinach, ktera taktéz nepotvrdila vznik produkta
p-NP a sulfatu v téchto reakcich.
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Obrazek 4.20: Analyza reakéni smési chrysinu (CH), apigeninu (API), luteolinu (L) a
kaempferolu (KAM) pomoci TLC po 48 hodinach. Na desti¢kach jsou zobrazeny reakéni smési
katalyzované enzymy AST a standardy myricetinu a p-NPS v pofadi: substrat, reakéni smés
katalyzovana DhAST, SboAST, DspAST, EcoAST, CfeAST, slepy vzorek (negativnikontrola) a
p-NPS.
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Obrazek 4.21: Analyza reakéni smési kvercetinu (Q), myricetinu (M), silydianinu (SD) pomoci
TLC po 48 hodinach. Na destickach jsou zobrazeny reakéni smési katalyzované enzymy AST a
standardy myricetinu a p-NPS v poradi: substrat, reakéni smés katalyzovana DAAST, SboAST,

DspAST, EcoAST, CfeAST, slepy vzorek (negativni kontrola) a p-NPS.
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Obrazek 4.22: Narust produktu apigeninsulfatu (graf A), luteolinsulfatu (graf B) a
kaempferolsulfatu (graf C) s Casem vreakcich katalyzovanych enzymy DAAST, SboAST,
DspAST a EcoAST
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4.6.1 Detekce sulfatii pomoci hmotového spektrometru (LC-MS)

U reakénich smési apigeninu, luteolinu, kaempferolu, kvercetinu a myricetinu byla
pro potvrzeni ptitomnosti pfisluSnych sulfati provedena hmotnostni analyza (obrazek
4.23 a 4.24), kterou provedla Ing. Lucie Petraskova Ph.D. Byly vybrany reprezentativni
vzorky téchto tii latek, které byly katalyzované enzymem DspAST. U vSech tii vzorkl se
potvrdila pfitomnost monosulfati. Vypoctend hodnota m/z je pro apigeninsulfat je
rovna 350,3, zméfena [M+H]™ byla 349. Pro luteolinsulfat byla vypoctena hodnota m/z
366,3, zmétena byla [M+H] 366. Pro kaempferolsulfat byla vypoctena hodnota m/z
365,3, zmétena byla [M+H] 365. Pro kvercetinsulfat byla vypoctena hodnota m/z 382,3,
zméfena byla [M+H] 381. Pro myrecetinsulfat byla vypoctena hodnota m/z 398,3,
zmétena byla [M+H] 397.

50000003 3
3 349 A
4000000 /

3000000
2000000-]

1000000

E b ' o
1 & 5 Y = ¥ 5 o5 = 2 ] E = £ 3 E
= H ] b | = = = y = =z = 2 =

=z 1 : Z
T I T I T I T | I I
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

i)
AR
5

539
565

GO00000-3

365 B

5000000 /

4000000-3
3000000
2000000-3

1000000-3

285

w =
wy

w

38l
437

e
4 el o6
. L i

447

=

—paol
—fadl

T T T ™7
00 550 600 650

o —
o el
Ln

T = T T T L
200 250 300 350 400 45
m'z

Obrazek 4.23: MS analyza piislusSnych monosulfatti apigeninu (graf A) a luteolinu (graf B)
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Obrazek 4.24: MS analyza ptislusnych monosulfatti kaempferolu (graf C), kvercetinu (graf D) a
myricetinu (graf E)
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5 Diskuze

V literatufe byly doposud popsany dvé bakterialni aryl-sulfotransferasy (AST)
z Desulfitobacterium hafniense [14] a E. coli [17,30,46]. V ramci prace byly vyhledany
nové bakteridlni AST, které by mohly mit vétsi substratovou specifitu a regioselektivitu,
lepsi odolnost vii€i rozpoustédlim, pH a teploté. U EcoAST je znama i krystalova
struktura, u DAAST zatim nebyla popsana, z divodu nedostate¢né Cistoty po purifikaci.
Novy konstrukt DAAST, ptipraveny na pracovisti, by mohl byt pro krystalizaci vhodné;jsi,
krystalizace v§ak dosud nebyla provedena. Z toho diivodu se srovnani parametrti enzymi
prezentovanych v této préci opird primarné o biochemické charakteristiky (specificka
aktivita s riznymi donory a akceptory, substratova specifita, pH a teplotni optimum,
stabilita v riznych prostfedich aj.). Tyto parametry, zvlasté¢ zhodnoceni substratové
specifity, bylo mozné provést jen s pouzitim pokrocilych analytickych metod, zvlasté
HPLC, ale 1 riznych uspoiadani spektrofotometrickych metod, jez jsou prezentovany

v této préaci.

Fylogeneticky strom potencionalnich AST je rozdélen na dva klastry podle sekvence
genll kodujicich AST [45]. Nové sekvence genl potencionalnich AST byly vybrany
na zékladé podobnosti sekvenci s DAAST a EcoAST. Z klastu I byla vybrdna AST
z Desulfosporosinus sp. HMP52, ktera vykazuje podobnost nukleotidové sekvence 84 %
k Desulfitobacterium hafniense (DspAST) a z klastru Il byla vybrana AST ze Salmonela
bongori, kterd vykazuje podobnost sekvence 88 % k E. coli. Aby mohly byt dobie
popsany rozdily mezi témito novymi enzymy a jiz znamymi AST, byla tato prace
rozSifena o AST z E. coli (EcoAST). Rekombinantni enzym AST z Desulfitobacterium
hafniense (DhAST) byl jiz popsan a byl k dispozici na pracovisti [45].

Aby byla ziskana dostatecné silna informacni platforma o vlastnostech téchto novych
enzymu, byly stanoveny tyto parametry: specificka aktivita, pH a teplotni optimum,
kinetické parametry s vybranymi donory a akceptory sulfatu. Dale byly porovnavany
jejich sulfataéni schopnosti s polyfenolovymi akceptory: chrysin, apigenin, luteolin,
kaempferol, kvercetin, myricetin a silydianin. Parametry rekombinantniho enzymu
DspAST byly nésledné porovnavany s DAAST, rekombinantni enzym ShoAST byl

porovnavan s EcoAST.
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z Desulfitobacterium hafniense jako nativni konstrukt produkovana v E. coli [14] a
z produkce nativniho konstruktu E. coli [47]. Tato purifikace byla pomérn€ naro¢né a
vynasela malé vytézky. Vzhledem k problémtm s purifikaci nativniho konstruktu byl
v rdmci pfedchozi prace navrzen a popsan alternativni konstrukt nesouci polyhistidinovou
kotvu [45]. Tento osvédceny postup byl aplikovan analogicky pii navrhu konstruktu jak
AST z E.coli, kde byl jiz diive popsdn pomérné slozity postup purifikace nativniho
konstruktu [30], tak i novych dosud nepopsanych AST. Konstrukty rekombinantnich
enzymu studovanych v této praci, DspAST, ShoAST a EcoAST, obsahovaly tedy

polyhistidinovou kotvu, diky niZ se proces purifikace zna¢né zjednodusil.

Analogicky jako DhAST [45], produkce DspAST, SboAST a EcoAST byly realizovany
v bunkach E. coli BL21 pLysS. U DspAST bylo produkovano ptiblizné 6-8 g biomasy,
u ShoAST pfiiblizné 8-10 g biomasy a u EcoAST pftiblizné€ 11-14 g biomasy. U DAAST
bylo vyprodukovano 6-10 g biomasy. Nejmensi riist bun¢k zpisobil plasmid z DspAST,

naproti tomu nejveétsi rist byl u EcoAST.

Diky pfitomnosti konstruktu obsahujiciho polyhistidinovou kotvu byly enzymy
purifikovany v jednom kroku pomoci afinitni chromatografie s pouzitim kolony His-
Trap. Tato staciondrni fize ma na sobé navazané imobilizované nikelnaté ionty, enzymy
s polyhistidinovou kotvou jsou schopny se na nikelnaté ionty navazat, a tak se odd¢lit od
ostatnich proteinid v bunééném lyzatu. Pro eluci vzorku byl pouzit imidazol, ktery vytésnil

navazany protein ze stacionarni faze.

Pro purifikaci enzym DAAST a DspAST (klastr I) byl pouzit fosfatovy ekvilibracni pufr
a fosfatovy eluéni pufr se 100 mmol/l imidazolem a byla zvolena linedrni gradientova
eluce. Zhruba v 50 % gradientu se pak eluovaly ostatni proteiny v bunééném lyzatu,
od 80 % gradientu se pak eluovaly precisténé enzymy. Tento postup byl piivodné zvolen
1 pro enzymy ShoAST a EcoAST (klastr II), avSak v tomto piipadé doslo v prubéhu
gradientové eluce k eluci pouze ostatnich proteini bunécného lyzéatu, pozadované
enzymy se zachytily na kolon¢ pftiliS siln€ a nepodafilo se je eluovat. Z tohoto divodu
byla zvolena vys$i koncentrace imidazolu v elu¢nim pufru (300 mmol/l); precistény
enzym se pak eluoval zhruba v 50-60 % gradientu. U 300 mmol/ imidazolu v§ak doslo

ke koeluci precisténych enzyml s ostatnimi proteiny v bunééném lyzatu. Pii dalsi
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optimalizaci s cilem maximalizovat ¢istotu vysledného enzymu byl do ekvilibra¢niho
pufru pfidan 100 mmol/l imidazol. Tak se na kolon& nezachytily zddné kontaminujici

proteiny a pfti eluci se ziskal poZadovany enzym ve vysoke Cistoté nad 95 %.

Postup purifikace DhAAST a DspAST nebyl zatim z ¢asovych diivodl nijak zdsadné
optimalizovan, dalo by se vSak uvazovat, ze pfidinim 50 mmol/l imidazolu
do ekvilibra¢niho pufru by se eliminovalo nespecifické zachyceni ostatnich proteini
ve vzorku na stacionarni fazi, coz by eliminovalo eluci ostatnich proteind v 50-60%
gradientu a eluoval by se pouze precistény enzym v 80 % gradientu. Byl by to tedy

obdobny postup jako u EcoAST a ShoAST.

Po dialyze, jez byla provedena k odstranéni imidazolu z elu¢niho pufru, musely byt
enzymy DhAST a DspAST stabilizovany pfidavkem 20 % glycerolu [45]. Tim se jejich
stabilita v zakoncentrovaném roztoku zvysila z pouhych nékolika dni na dobu nékolika
mésicii. Enzymy ShoAST a EcoAST byly oproti DAAST a DspAST vyrazné stabilnéjsia
po dialyze nebylo nutno ptidavat glycerol. Podle vytézku proteinu se pak nejlépe

produkoval a purifikoval enzym ShoAST.

U enzymi byla provedena biochemické charakterizace, bylo stanoveno pH optimum,
teplotni optimum a enzymova kinetika. U enzymu DspAST bylo pH optimum stanoveno
na 9,5, stejné pH optimum mé enzym DAAST [45]. U enzymu ShoAST bylo pH optimum
stanoveno na 10,5 a u EcoAST na 8, coz odpovida literatute [17,30]. Teplotni optimum
DspAST bylo 45 °C, coz se ponc¢kud lisi od teplotniho optima DAAST popsaného
v literature, kde bylo stanovenona 35 °C [45]. Teplotni optimum ShoAST a EcoAST bylo
stanoveno na 50 °C, profil jejich teplotniho optima vypadal velmi podobné. Da se tedy
fici, Ze u vSech studovanych enzymi je pH optimum spiSe v bazické oblasti a teplotni

optimum nijak nevybocuje z hodnot obvyklych pro rekombinantni proteiny.

Aby byl stanoven rozsah podminek, za nichz lze s nové pfipravenymi enzymy pracovat,
u DspAST, SboAST a EcoAST byla stanovena jejich stabilita piti pH 7, 8 a 9 a
pii teplotach 30 a 40 °C; v téchto podminkach byly enzymy inkubovany po dobu 48 h,
tento Casovy usek byl vybran vzhledem k planovanym reakénim podminkam pii syntéze
sulfati polyfenolovych latek. U enzymii ShoAST a EcoAST aktivita po dobu 48 h
inkubace pfi danych podminkach neklesla pod 50 %, u DspAST klesla aktivita pod 40 %
upodminek pH 9 a 40 °C (33 %)apH 8 a30 °C (39 %), U enzymu DAAST v podminkach
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pH 9 a 35 © klesla enzymova aktivita na 80 % oproti poc¢atecni hodnoté [45]. Z hlediska
stability se pro syntézy jevi jako nejvhodnéjsi enzymy ShoAST a EcoAST.

Pro enzym DspAST byly optimalni reakéni podminky v pH 8 a 40 °C, kdy bylo naméteno
po 48 h 53 % plvodni enzymové aktivity pii stanoveni na zacatku experimentu.
U enzymu ShoAST to pak byla kombinace pH 9 a teplota 30 °C, kdy bylo dokonce
naméieno vyrazné navyseni aktivity — prakticky 2,5% oproti ptivodni hodnoté¢ na zacatku
experimentu (245 %). Pro enzym EcoAST byla idedlni kombinace z testovanych pH 8 a
30 °C, kdy bylo naméfeno 112 % oproti pocateéni enzymové aktivité, coz znamena, ze

enzym byl po celou dobu experimentu velmi stabilni.

Flavonoidy byvaji $patné€ rozpustné v polarnich rozpoustédlech a je potieba do smési
pfidavat organickd rozpoustédla. Z toho divodu byla sledovana stabilita enzymu

v 20% acetonu, 5 a 10% DMSO, ktera by mohla ovliviiovat aktivitu enzymii.

Ptidanim 20 % acetonu se po 5 h u ShoAST a EcoAST snizila enzymova aktivita
na zhruba 20 %, zatimco u DspAST uz po 4 h inkubace nebyla pozorovéana prakticky
zadnéa enzymova aktivita, stejn¢ jako bylo popsano u DhAST ze stejného klastru [45].
Ptidani DMSO naopak ptisobilo na enzymy aktiva¢né. Enzymova aktivita se po 5 h
inkubace se zvySilau DspAST az ttikrat oproti pocatecni namétené hodnoté aktivity, to
mohlo byt zplisobeno jinym sbalenim proteinu a nasledné lepSim pfistupem substratu
k aktivnimu mistu. U enzymu DAZAST naproti tomu nemélo ptidani 10 % DMSO Zadny
vliv [14]. Do reak¢énich smési se nicméné v literatute pridava spise aceton diky jeho

snadnému odstranéni z reakéni smési [14].

Pro stanoveni kinetickych parametrt se zvolily tfi kombinace donort a akceptort sulfati:
p-NPS — fenol, p-NPS — katechol a MUS — katechol. Ziskané parametry Michaelisova
konstanta, Cislo pfemény a katalyticka u€innost byly u jednotlivych enzymi nésledné
srovnany. U reakce p-NPS s fenolem m¢él nejvyssi katalytickou ucinnost DspAST a
EcoAST, hodnoty byly zhruba o 25 % vysSinezu DhAST. U reakce p-NPS s katecholem
mél nejvyssi katalytickou ucinnost EcoAST; DhAST a DspAST pak vykazovaly podobné
hodnoty katalytické ucinnosti. U reakce MUS s katecholem mél nejvyssi katalytickou
ucinnost enzym EcoAST. Naopak u vSech tii reakci mél nejnizsi katalytickou ti¢innost
enzym ShoAST. Je tieba poznamenat, Ze niz$i katalyticka acinnost, respektive pomalejsi

prubeh reakce muze vést pii syntéze sulfatti k vétsSimu vytézku, reakce muiize byt vice
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specificka, pripadné miize vést ke vzniku disulfatt [45].

Protoze bakterialni AST jsou vhodnym nastrojem pro sulfataci polyfenolovych latek,
bylo zdsadni Casti této prace posoudit sulfatacni schopnosti enzymt DhAST, DspAST,
SboAST a EcoAST. Pro vSechny reakéni smési s vybranymi akceptory byly zvoleny
stejné reakéni podminky, aby bylo mozné porovnavat sulfatacni schopnosti jednotlivych
enzymu mezi sebou. Jako donor sulfatu by vybran p-NPS. Reakce se inkubovaly 48 h pti
35 °C apH 8,9 v pfitomnosti 5 % DMSO a ve vSech reakcich byl stejny molarni pomér
danych enzymt pro porovnani jejich i¢innosti sulfatace s danymi substraty. Teplota a pH

byly vybrany na zékladé stanoveni stabilitjednotlivych enzymii a srovnanim s literaturou.

Sulfata¢ni schopnosti enzyma byly ovéfeny na nékolika vybranych polyfenolovych
latkach: chrysinu, apigeninu, luteolinu, kaempferolu, kvercetinu, myricetinu a

silydianinu. Tyto akceptory byly také vybrany z hlediska porovnani s literaturou.

Béhem reakce byl sledovan narist produktti s casem. Béhem reakcéni doby se ve smési
vytvarela srazenina substratii (p-NPS a akceptoru), kterd byla pred HPLC analyzou

odstfedéna.

U reakéni smési chryisinu a silydianinu nebyl po analyze TLC pozorovan vznik produkti,
to potvrdila i HPLC analyza po 48 hodinach, kde nedoSlo ani k ubytku substrati.
Enzymova sulfatace u flavonoidl vétSinou probiha na benzenovém jadie — kruh B
(obrazek 1.2). Ve struktufe chrysinu vSak na tomto jadie neni ptitomna hydroxylova
skupina, hydroxylové skupina je pfitomna pouze na kruhu A, zde vSak dochézi
ke sterickému branéni, takze sulfatace v tomto misté je obvykle obtizna. U struktury
silydianinu se vedle hydroxylu pro potenciondlni sulfataci vyskytuje methylesterova

skupina, kterd miZze zabranovat navazani sulfatu.

U reak¢nich smési s apigeninem byla provedena HPLC analyza, diky niz se sledoval
naruast produktu apigeninsulfatu s Casem; nejlépe tuto reakci katalyzoval enzym DspAST.
Reakéni smés luteolinu a p-NPS pak nejlépe katalyzovaly enzymy DspAST a EcoAST,
tyto dva enzymy katalyzovaly reakci prakticky se stejnou t¢innosti a vytézkem, u reakéni
smési s kaempferolem to byl pak enzym SboAST. Reakce s luteolinem katalyzovana
enzymem DhAST byla popsana [18]. VSechny reakce katalyzované enzymem DspAST
mély vyssi vytézky oproti enzymu DAAST. V reakénich smésich s apigeninem a

luteolinem vznikalo obdobné mnozstvi sulfatti s enzymem DAAST a ShoAST. U reakéni
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smési s kaempferolem vznikalo obdobné mnozstvi keampferolsulfatu jak ve smési
katalyzované enzymem DAAST, tak EcoAST. NiZz8§i mnoZstvi produktu oproti reakci
katalyzované DAAST bylo zaznamenano pouze u reakéni smeési s apigeninem

katalyzované enzymem EcoAST.

U reakéni smési kvercetinu a myricetinu podle analyzy TLC vznikaly v reakéni smési
s kvercetinem produkty p-NP a sulfati kvercetinu u vSech enzymti. U myricetinu nebyl
naproti tomu pozorovan vznik zadnych produkti. To mohlo byt zplisobeno vznikem
srazeniny béhem inkubace reak¢nich smési. Tyto reakce katalyzované enzymem DhAST

byly jiz popsany v literatute [18,42].

Potvrzeni ptitomnosti monosulfatti u apigeninu a luteolinu bylo provedeno nejprve HPLC
analyzou standardi téchto latek, kdy se potvrdil retencni €as a absorpéni spektrum téchto
latek. Nasledné byla provedena hmotnostni analyza tfi reprezentativnich vzorkl
reak¢nich smési apigeninu, luteolinu a kaempferolu katalyzovanych enzymem DspAST.

U vSech téchto vzorkil byla potvrzena ptfitomnost monosulfati.

Tyto akceptory byly zvoleny jako vhodné téz vzhledem ke své struktufe: apigenin a
kaempferol obsahuji fenol, zatimco luteolin a kvercetin obsahuji katechol. Vysledné
reakce katalyzované jednotlivymi enzymy AST mohly tak byt porovnany i s katalytickou
ucinnosti AST reakci p-NPS s fenolem a katecholem, u kterych se provadély kinetické

studie.

Podle katalytickych Gi¢innosti s pfislusnymi strukturné ptibuznymi akceptory zjisténych
v kinetickych studiich mély katalyzovat AST reakce s apigeninem a kaempferolem
v poradi ShoAST, DhAST a nejlépe pak EcoAST a DspAST. Reakci s luteolinem pak
v potadi ShoAST, DhAST podobné DspAST a nejlépe EcoAST. U DspAST se toto
potvrdilo u reakéni smési apigeninu, kde vznikalo oproti ostatnim enzymim nejvice
produktu apigeninsulfatu. Naopak u EcoAST vznikalo tohoto produktu nejméné, coz
ovSem neodpovidalo jeho katalytické uCinnosti s p-NPS a fenolem. U smési
s kaempferolem to mélo byt obdobné, avSak nejvétsi mnozstvi produktu bylo
zaznamendno u reakce katalyzované enzymem ShoAST, ktery mél naopak nejmensi
katalytickou i€¢innost v reakci p-NPS a fenolu. Podle katalytické ucinnosti AST v reakci
p-NPS a katecholu mél nejlépe reakcei s luteolinem a p-NPS katalyzovat enzym EcoAST.

V této reakci vznikalo nejvice produktu luteolinsulfatu, ale stejné mnozstvi produktu
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vznikalo 1 u reakce katalyzované enzymem DspAST, ktery mél zhruba polovicni
katalytickou i€¢innost s p-NPS a katecholem oproti EcoAST. Podle katalytické i¢innosti
nebylo tedy v této praci mozné predikovat syntetickou ucinnost jednotlivych enzymu
s riznymi substraty. Zatim nejsou v literatue znamy parametry, které by byly vhodné&;si

pro predikci sulfatacni kapacity AST.

V budoucnu budou vyprodukované aryl-sulfotransferasy pouzity pro sulfatacii dalSich
polyfenolovych latek pro produkci ptislusnych sulfata. Sulfatované slouc¢eniny budou

vyuzity jako standardy a umozni charakterizovat lidské metabolity.

77



6 Zavér

V ramci této prace byly heterologné exprimovany dvé nové aryl-sulfotransferasy (AST)
navrzen¢ z proteinové databaze, jednalo se o AST ze Desulfosporosinus sp. HMP52 a
Salmonely bongori. Dale byla produkovana rekombinantni AST z E. coli pro srovnani
katalytickych vlastnosti s enzymem SbhoAST taktéz z klastru 1. Ziskana data byla

porovnana se znamou AST z Desulfitobacterium hafniense, ktera patii stejn¢ jako enzym

DspAST do klastru II.

Nasledné byla optimalizovana purifikace enzymu a bylo stanoveno jejich pH optimum a
teplotni optimum, véetné¢ meéteni stability enzymt pfi raznych podminkéach. Pro ucely
sulfatace vybranych polyfenolovych latek byla urovana stabilita v nepoldrnich

rozpoustédlech — acetonu a dimethylsulfoxidu.

Dal$im krokem bylo urceni substratové specifity a kinetickych parametrti. Jako donor
sulfatu byl vybran p-NPS a MUS, jako akceptory byly vybrany latky fenol a katechol.
Nejlepsi katalytickou uc¢innost v reakci p-NPS a fenol mél enzym DspAST a EcoAST,
v reakci p-NPS akatechol stejné€ jako v reakci MUS a katechol to pak byl enzym EcoAST.

Nejmensi katalytickou u¢innost u vSech tfi reakci mél enzym ShoAST.

Tyto  parametry byly porovnavany sjiz  charakterizovanym enzymem
z Desulfitobacterium hafniense aenzymem z E. coli. Enzym DspAST se purifikaciasvou
biochemickou charakterizaci podobal enzymu DAAST, coz odpovida ptedpokladu, nebot’
oba tyto enzymy patii do klastru I. Naproti tomu enzymy EcoAST a ShoAST (klastr II)
meély stejné purifikani podminky, vykazovaly stejné chovani v teplotach avsak jiné

chovani v pH.

Nové enzymy byly pouzity k enzymové sulfataci vybranych slou¢enin (chrysin, apigenin,
luteolin, kaempferol, kvercetin, myricetin a silydianin). Produkty enzymové sulfatace
byly analyzovany metodami TLC a optimalizovanymi metodami HPLC s UV a MS
detekci. Pomoci MS detekce pak byl ovéfen vznik monosulfati apigeninu, luteolinu,
kaempferolu, kvercetinu a myricetinu. U reakéni smési apigeninu, luteolinu a
kaempferolu byl sledovan nariist mnozstvi sulfatti s casem pomoci HPLC analyzy.
Mnozstvi vzniklého sulfatu v reak¢nich smési katalyzovanych enzymy DAAST, DspAST,
SboAST a EcoAST u akceptort apigenin, luteolin a kaempferol se nasledné porovnaval

s katalytickou ui¢innosti jednotlivych enzymu s p-NPS a fenolem/katecholem. Trend mezi
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zjisténymi kinetickymi parametry a témito rekénimi smesi se vSak nepotvrdil.

Produkované AST budou pouzity v dalSim vyzkumu pro sulfataci polyfenolovych latek,
ale také pro ptipadnou krystalizaci. Sulfatované slou¢eniny budou pouzity jako standardy,

které¢ umozni charakterizovat lidské metabolity.
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Prilohy
Priloha 1: Aminokyselinové sekvence aryl-sulfotransferas

Aminokyselinova sekvence DspAST (AST z Desulfosporosinus sp. HMPS2)

MTNQIKHEQIAHIITKONNLEQAMLAEFEAGNYTIDNPLVKLNPYGVCPLTAMVLFETPVMTEAATIVVKG
KEHPGDIRHTFPAGKTHILPVYGLYADYENTVEIVMANGEKNSIRIQTGPIHPDVPLATSIKTTSEYMGH
NMMFLTAAMRSMPAGYDYAGDVRWYASENFAFDLKRMPNGHILIGTERLVKMPYFTTGLYEMAFSGKIFK
EYRTPSGYHHDQEFVMDDGNILVLSEDEYSGTVEDVCLLIDPNTGEVLKSWDYKNVLPONVAGSGSQDEHD
WEHNNAVWYDKKTHSLTFSGRHODAVINLDEFETGELNWILGDPEGWPQEMVEKYFFTPVGDGEFDWQYEQ
HACVILPDGDVMLEDNGHFRSKNKENYLANSKNESRGVRYRIDTEKMTIQQIWQYGKERGAEFEFSPYICN
VEYYNEGHYMVHSGGIGYENGETCEGMAVMKVMQPEFKDSITENSITCELKDDVLMYELQVPANCYRAEK
LPLYYANETAELGAGKVLGSLIETQTTKMKIKAQETGQLVPDHYEASIIEEEDRMTENAIFESGEMAQLL
LVDEAGEVRRYPINTVAQNEFQAMCVGTEFQKADPRNVDVEFINKTGLSGKYQVKLVAEEKIYETGVTISAHH
HHHH

Teoretické pl: 4,95; Mw: 71278,57 Da
S His-kotovou: teoretické pl: 5,12; Mw: 72101,42 Da

Aminokyselinova sekvence ShoAST (AST ze Salmonely bongori)

MEFHQCRKTLLAGAVALTFGLTSASIFAAGFQPAQPAGKLGAVIVDPYGNAPLTALVELDSHMISDVKVTV
HGKGEKGVPVTYTVGQESLKTYDGIPIFGLYQKEFANNVTVEYKENGKAMKDDYVVHTSAIVNHYMDNRST
SDLOQTKVIKVAPGFEDRLYLVNTHTFTPQGAEFHWHGEKDKNAGILDAGPAGGALPFDIAPYTEVVDTQ
GEYRWWLDODTFYDGHDRDINKRGYLMGIRETPRGTFTAVOGOHWYEFDMMGQILADHKLPRGFMDASHE
SIETVNGTVLLRVGKRNYRKEDGLHVHTIRDQITEVDKSGRVVDVWDLTKILDPMRDALLGALDAGAVCV
NVDLAHAGQQAQLEPDTPYGDALGVGPGRNWAHVNSIAYDAKDDATILSSRHOGIVKIGRDKQVKWILAP
SKGWNKPLASKLLKPVDGQGKPLTCDENGKCENTDEDFTYTQHTAWLSSKGTLTVEDNGDGRNLEQPALP
TMKYSREVEYKIDEKKGTVQOVWEYGKERGYDEYSPITSVVEYQOKDRDTMFGFGGSINLEFDVGKPTVGKL
NEIDYKTKEVKVEIDVLSDKPNQTHYRALLVHPQOMEFKHHHHHH

Teoretické pl: 6,07; Mw: 66700,42 Da
S His-kotovou: teoretické pl: 6,23; Mw: 67523,26 Da

Aminokyselinova sekvence EcoAST (AST z E. coli)

MEDKYRKTLVAGTVAITLGLSASGVMAAGEFKPAPPAGOLGAVIVDPYGNAPLTALVDLDSHVISDVKVTV
HGKGEKGVEISYPVGQESLKTYDGVPIFGLYQKEFANKVTVEWKENGKVMKDDYVVHTSAIVNNYMDNRST
SDLOQTKVIKVAPGFEDRLYLVNTHTFTAQGXDLHWHGEKDKNAGILDAGPATGALPFDIAPFTFIVDTE
GEYRWWLDODTEFYDGRDRDINKRGYLMGIRETPRGTFTAVQGOHWYEFDMMGOQVLEDHKLPRGEFADATHE
SIETPNGTVLLRVGKSNYRRDDGVHVTTIRDHILEVDKSGRVVDVWDLTKILDPKRDALLGALDAGAVCV
NVDLAHAGQQAKLEPDTPFGDALGVGPGRNWAHVNSIAYDAKDDSTIILSSRHOQGVVKIGRDKQVKWILAP
SKGWEKPLASKLLKPVDANGKPITCNENGLCENSDEDFTYTQHTAWISSKGTLTIFDNGDGRHLEQPALP
TMKYSREVEYKIDEKKGTVQOVWEYGKERGYDEYSPITSIIEYQADRNTMEGFGGSIHLEFDVGQPTVGKL
NEIDYKTKEVKVEIDVLSDKPNQTHYRALLVRPOOMFKHHHHHH

Teoretické pl: 5,93; Mw: 66570,45
S His-kotovou: teoretické pl: 6,12; Mw: 67393,29 Da



Priloha 2: Priklady HPLC analyzy reakénich smési katalyzovanych
AST

Reakéni smés s apigeninem katalyzovana DspAST
Retenéni casy latek: p-NPS (& = 4,293 min), APIS (& = 12,514 min),
p-NP (tr = 14,027 min), apigenin nebyl detekovan
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Reakéni smés s luteolinem katalyzovana DspAST
Retenéni casy latek: p-NPS (i = 4,312 min), LS (& = 11,675 min),
p-NP (r = 13,998 min), luteolin nebyl detekovan
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Reak¢ni smés s kaempferolem katalyzovana DspAST
Retencni Casy latek: p-NPS (r = 4,289 min), KS (& = 12,035 min),
p-NP (tr = 14,005 min), kaempferol nebyl detekovan
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Reakéni smés s kvercetinem katalyzovana DspAST
Retencni casy latek: p-NPS (r = 4,171 min), QS (& = 11,897 min),
p-NP (tr = 13,345 min), kvercetin nebyl detekovan
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Reakéni smés s myricetinem katalyzovana DspAST
Retenéni casy latek: p-NPS (rr = 4,189 min), MYRS (xx = 11,500 min),
p-NP (tr = 13,373 min), myricetin nebyl detekovan
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