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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Zavedeni metody MST pro studium interakci mezi biomolekulami

Termoforéza v mikrométitku (MST) je v soucasné dob€ uznavanou metodou pfi studiu
interakci mezi biomolekulami, pomoci usmérnéného pohybu biomolekul v teplotnim gradientu
je mozné analyzovat prakticky jakékoliv interakce, kde dochéazi ke zmén¢ vlastnosti analyta.
Tato priace byla zaméfena na zavedeni metody pro studium interakci proteinli
s nizkomolekularnimi latkami se zaméfenim na ovéfeni moznosti vyuZziti MST pro sledovani
interakce glutathion-S-transferasy (GST) s vybranymi terpeny ((-)-fenchon, (-)-isopulegol,
(+)-1somenthon, (-)-karvon, (+)-karvon, piperiton a thujon). Dal§im cilem bylo stanoveni
vlastnosti terpenli pomoci klasickych spektrofluorimetrickych metod a MST. V praci bylo
zjisténo spektrofluorimetrickymi metodami, Ze terpeny ovliviiyji fluorescenéni spektra pro
lidsky sérovy albumin a Ze neovliviiuji fluorescenéni spektrum pro barvivo NHS, které je
vyuZivano pro ptipravu vzorkli pro MST. Dale byla v praci stanovena aktivita GST a bylo
studovano jeji ovlivnéni pomoci monoterpenti. GST po pfidani terpenti vykazuje nizsi aktivu.
Metodou MST pak bylo zjisténo, Ze veSkeré pouzité monoterpeny ovliviiuji fluorescencni
spektrum pro GST, pomoci MST byla déale ovéfena vazba pro jednotlivé terpeny s GST a
jednotlivé komplexy byly podrobeny studiu afinity a byly u nich stanoveny disocia¢ni
konstanty, které se dle vysledki fadové lisily od pM u (-)-karvonu (Kq = 785 pM) az do uM
u piperitonu (K¢ =4,1 uM ). Z dosazenych vysledk je vidét, Ze pouziti metody MST je vhodné
pro inhibi¢ni studie GST.



Abstract
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biomolecules

MicroScale thermophoresis (MST) is currently a recognized method for studying
interactions between biomolecules; the method is using directed movement of biomolecules in
a temperature gradient, which allows to analyze practically all interactions where changes in
analyte properties are possible. This thesis was focused on introduction of the MST method for
research of protein interactions with low molecular weight substances focusing on verifying the
possibility of using MST in monitoring the interaction of glutathione S-transferase (GST) with
selected terpenes ((-)-fenchone, (-)-isopulegole, (+)-isomenthone, (-)-carvone, (+)-carvone,
piperitone, and thujone). Another aim was to determinate the properties of terpenes by classical
spectrofluorimetric methods and MST. Using spectrofluorimetric methods it was found that
terpenes affect the fluorescence of human serum albumin, and they do not affect the
fluorescence spectrum of the dye NHS, which is used as a dye for samples for MST. Next part
of experimental work was to determine activity of GST, and to find out if monoterpenes affect
the GST activity. GST shows lower activity after the addition of terpenes. The MST method
determined that all used monoterpenes affected the fluorescence spectrum of GST. Using MST
method was verified the binding of terpenes with GST, and then the complexes were subjected
to affinity studies and dissociation constants were determined. Obtained values of dissociation
constants differed from pM in (-)-carvone (K¢=785 pM) to uM in piperitone (K4 =4,1 uM). The
results show that the use of the MST method is suitable for future GST inhibition studies.
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1 Uvod

S rozvojem znalosti v oblasti biomolekularnich interakci doslo také k potiebé ucelné a
rychlé kvantifikace téchto reakci. Jednim z trendii posledni dekady v tomto sméru je MST
(z anglického MicroScale Thermoforesis), tedy mikroskopickd termoforéza ¢i termoforéza
v mikrométitku. Fenomén termoforézy je zndm od poloviny 19. stoleti. Zakladnim principem
metody je usmérnény pohyb molekul v regulovaném teplotnim gradientu, jehoz vlastnosti se
daji siln€ ovlivnit i minimalni zménou molekuldrnich vlastnosti analyzovanych latek (naboj,
konformace), diky tomuto MST umoznuje ptfesnou kvantifikaci molekuldrnich udalosti
u Sirokého spektra vzorkli. Pomoci infracerveného laseru dochazi k ptesné lokalizované indukci
teplotniho gradientu v rozmezi 4 °C a nasledné detekci a kvantifikaci pomoci fluorofort a to

jak vnitinich, tak kovalentné navézanych.

Pomoci této metody je mozné zjisSt'ovat afinitu Sirokého spektra biomolekul, a to véetné
DNA, RNA, peptidu ¢i ionti. Dale je mozné sledovat interakce mezi vysokomolekularnimi
komplexy, ale také viry ¢i nanocasticemi, ¢i dalSi vlastnosti analyt- agregaci, absorpci,
homogenitu a stabilitu vzorkl. Mezi dalsi vyhody oproti standardné pouzivanym metodam patti
nizkd spotteba reagencii a vzorkd — pouze v jednotkdch mikrolitri a nizkd casova narocnost
s rychlymi vystupy z experimentu pfi dostate¢né robustnosti. Nejenom z téchto divodi jsou
MST analyzy v sou€asnosti na vzestupu a vstupuji ¢im dal vice do poptedi v oblasti studia

biomolekularnich interakeci.

V této praci jsou v teoretické Casti shrnuty literarni udaje o MST, déle o transformaci
xenobiotik se zaméfenim na enzymy glutathin-S-transferasy (GST) a o terpenech s popisem
terpenti- karvon, isopulegol, piperiton, thujon, fenchon a isomenthon, které byly nasledné
vyuzity v praktické ¢asti. Hlavni néplni praktické ¢asti diplomové prace byla analyza interakce
GST s terpeny pomoci MST, déle ptfiprava vzorku pro analyzu, ¢i studium zhaSeni HSA, ¢i

barviva NHS pomoci terpent.



2 Soucasny stav

2.1 Termoforéza v mikroskopickém métitku

2.1.1 Termoforéza

Termoforéza, znama také jako tepelnd difuze, termodifuze, nebo Soretiv jev, je
fyzikalni jev odpovidajici pfimému pohybu molekul vyvolanému teplotnim gradientem,
typicky se jedna o pohyb ze zény tepla do studené zony, tento jev se nazyva jako pozitivni

termodifuze, negativni termodifuize definuje opacny jev. (1)

Pozitivni termoforéza v kapalnych smeésich byla objevena Carlem Ludwigem
v poloviné 19. stoleti, ndsledn¢ byla detailnéji zkoumana a popsana Charlesem Soretem v roce
1897. Termoforéza mezi plyny byla poprvé pozorovana Johnem Tyndallem a popséna Johnem
Struttem také v 19. stoleti. Termoforéza na rozhrani pevnych latek byla popséna az na zac¢atku
21. stoleti. Negativni termoforéza v tekutinach byla zaznamenana v druhé poloviné 20. stoleti,
negativni termoforéza na rozhrani pevnych latek byla pozorovana a analyzovana v roce 2016.

(1;2;3)

Od objeveni termoforézy byla s oblibou pouzivana v anorganické chemii a pro separaci
polymerti. Na zacatku 21. stoleti byla uvedena Deiterm Braunem a Albertem Libchaberem
(2002) termoforetickéd difize DNA s kvantifikovanou konstantou tepelné difuze, a to pomoci
fluorescen¢nich barviv a laserového ohfevu analytu, coZz byl novy pfistup pro pouziti
termoforézy pii studiu biomolekul. Nasledné Filip Reineck dokézal pti studiu jednotetézcové
DNA v mikroskopickém méfitku, ze kapilara s primérem 50 pm, je dostatecné spolehliva jako
mikrofluidni prostfedi pro optické zkoumani elektroforézy v roztoku, a tim vytvotil zéklad pro
kvantitativni analyzu pomoci termoforézy. Néasledné v oblasti vazebnych studii byla zavedena
termoforéza v mikroskopickém metitku (Microscale thermophoresis, MST), byla vyvinuta pro
ucelné feseni prekazek jako je stabilita a specificnost znaceni u jednotlivych bilkovin. (1; 4; 5;

6)

2.1.2  Vyuzti fluorescence

Fluorescen¢ni molekuly se pouzivaji v biologickych védach ke sledovani a analyzovani
molekularnich interakci, techniky zalozené na fluorescenci se staly neocenitelné pro analyzu
kvantitativnich biologickych procest. Tyto techniky umoznuji nejenom vizualizaci, ale také
lokalizaci proteini v jednotlivych bunkdch pomoci rozmanitého mnozstvi mikroskopickych
technik, ale také se pouzivaji in vitro ke stanoveni biofyzikélnich parametri u molekularnich

procest (rovnovazné vazebné konstanty, kinetické vlastnosti enzymi ¢i termodynamika a
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mechanismy sklddani proteinil). V posledni dobé se podafilo objasnit velké mnoZzstvi
biomolekularnich funkci z davodu rostouciho poctu fluorescencnich technik in vitro.
Fluorescence muze byt detekovdna rGznymi zplsoby, a to v zavislosti na vlastnostech

zkoumaného systému — zhaSeni fluorescence ¢i fluorescencni korelacni spektroskopie. (7)

U MST je termoforeticky pohyb detekovan pomoci fluorescence jednoho z vazebnych
partnerti, ta pochazi bud’to z fluorescen¢niho znaceni, nebo z fluorescen¢niho fizniho proteinu,
¢i se vyuziva produkce vnitini fluorescence, pokud by barvivo mohlo vyraznéji interagovat
s analytem. Pro proteiny se nejcastéji pouziva znaceni reaktivni skupiny. Mezi nejpouzivanéjsi
fluorescencni barvivo patii N-hydroxysukcinimid-1-hydroxypyrrolidin-2,5-dion (NHS). Estery
NHS reaguji s primarnimi aminy lysinovych postrannich fetézcl, nebo na N konci proteinu,
také se mohou vézat na guanidinovou skupinu u argininu. Dal$i moznosti je maleimidové

barvivo, které se vaze na sulfhydrylové skupiny. (7; 8)

2.1.3 Termoforéza v mikroskopickém méritku

Mikroskopickd termoforéza — MST (z anglického Microscale Thermophoresis) je
vykonna technika vyuzivajici se pro kvantifikaci biomolekularnich interakci. Je definovana
jako metoda monitorovani zmény intenzity fluorescence u molekul v mikroskopickém
teplotnim gradientu — TRIC (z anglického temperature related intensity change), ktery silné
zavisi na riznych molekularnich vlastnostech, jako je velikost, ndboj, hydratacni obal nebo
konformace. Tim padem je tato technika vysoce citliva na prakticky jakoukoliv zménu
molekularnich vlastnosti, coz umoziuje piesnou kvantifikaci molekularnich zmén nezévisle na

velikosti nebo povaze vySetfovaného vzorku. (1; 7)

Béhem MST experimentu je teplotni gradient indukovany infraervenym laserem, a to
pouze v n€kolika mikrolitrech vzorku. CoZz je jedna z vyhod oproti jinym analytickym
technikdm zalozenym na fluorescenci, mezi dalsi vyhody patii jednoduchost ptipravy vzorki a
obecné nizké objemy vSech pouzitych reagencii. Ve standardnim MST je jeden z vazebnych
partnerti fluorescencné znacen, nicméné je moznost pracovat také s neoznacenymi vzorky
(vyuziva se vlastni fluorescence proteinli obsahujicich tryptofanové zbytky). Navic metoda
MST piekonava nekteré technické piekazky pro bézné nefluorescencni techniky. MST nabizi
systém bez imobilizace ve srovnani s rezonanci povrchového plasmonu (SPR, z anglického
surface plasmon resonance), pti jehoz pouziti je potfeba navazat povrchovy ligand. Oproti

metod¢ ITC (z anglického isothermal titration calorimetry) dochézi ke spottebe nizsiho objemu
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vzorki, a to bez ohledu na ¢as a manualni nadro¢nost celého postupu. Dalsi vyhodou je moznost
pouziti prakticky jakéhokoliv pufru, krevni plazmy, ¢i lyzatu bun€k. Dalsi vyhodou metody je
bezkontaktnost s analyzatorem, méfeni probiha vzdy v jednorazovych kapilarach, tim dochazi
pouze k minimalni kontaminaci vzorki mechanickymi necistotami. Nejenom z téchto divoda
je MST povazovano za univerzalné pouzitelny, robustni a rychly zptisob detekce molekularnich

interakci. (1; 7; 8)

2.1.4 Princip MST technologie

Mikroskopicka termoforéza je optickd metoda k charakterizaci vlastnosti biomolekul.
V piistroji Monolith NT.115 (obr.1). MST se pouziva viditelné svétlo pro spousténi excitace
fluorescence a emise. Pfistroj kombinuje tii druhy LED filtrii a to modry (excitace 460-480 nm,
emise 515-530 nm), zeleny (excitace 515-525 nm, emise 560-585 nm) a Cerveny filtr (excitace
605-645 nm, emise 680-685 nm). V piistroji Monolith NT.LabelFree je nastavena excitacni
vinova délka 280 nm a emise na 360 nm, existuje i detekce viditelnym svétlem s rozsahem

vinovych délek 480 - 720nm, ktery se pouziva pro detekci vnitini fluorescence proteint. (7; 9)

A

Obrazek 1. Pristroj Monolith NT.115, prevzato z (7)

Ptistroj Monolith NT.115 vyuzivé infracerveny paprsek (IR) laseru s emisni vinovou
délkou 1480 nm a dichromatickym zrcadlem, tento paprsek je zaostten objektivem do kapilary.
Nasledné¢ je IR zareni absorbovano vodou v pouzitém pufru ve vzorku, a tim dojde k vytvoteni
teplotniho gradientu. V tuto chvili jsou fluorofory vroztoku excitovany a emitovany,
fluorescence je sbirana stejnym objektivem jako infracervené zateni (viz obrazek 2 A). Toto

nastaveni umoziuje sledovat termoforézu zavislou na vycerpani/akumulaci fluorofor v ramci
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teplotniho gradientu, ktery je indukovan infraCervenym laserem. Na obrazku 1 B je vidét
typicky pribéh MST. V prvni fazi trvajici 5 sekund je detekovéna inicia¢ni fluorescence, ktera
je konstantni pro vSechny molekuly, které jsou rozmistény v kapilarach. Ve chvili, kdy je
zapnut IR laser, nastava ,,T-jump®, ktery je pfimo umérny zméné fluoroforovych vlastnosti
u molekul, tyto zmény nastavaji v dasledku teplené zmény. Doba zaznamenavani zmény
fluorescence je 30 sekund. Po vypnuti laseru, dochdzi k druhému ,,T-jumpu®, kdy jsou

molekuly distribuovany zpét pomoci negativni difize do celé kapilary. (7; 9)

exctto‘\ ané svétlo
dichromatické
zreadlo * .

infragerveny laser —-—’—<\\ I /

“—=]R laser zapnut

g Sl objektrv
smér meieni

e w800
IR laser vypnuty
capila T T T T
kapilary 0 10 20 30 40

Obrazek 2. A, schema objektivu v MST, B, typicky signal MST, prevzato z (9)

Obrazek 3 ukazuje 2 na sobé zavislé vystupy, které jsou typické pro metodu méfeni
vazebné¢ afinity pfistrojem MST. V €asti A je znazornéna zména termoforézy — AFnom-, COZ je
pomér hodnot fluorescence mezi definovanymi oblastmi — Feply/Fehladny. Dal$im jevem, ktery je
na tomto vystupu patrny, je rozdil u termoforézy mezi volnymi fluorescenénimi molekulami
(zndzornéno Cernou kiivkou) a molekulami s navazanym ligandem (Cervena kiivka). V ptipadé,
ze ligand nevykazuje Zadnou fluorescenci, je na zakladné titrace fluorescencnich molekul timto
ligandem a zménou fluorescence v tepelném gradientu sestrojen vystup, ktery udava zavislost
zmeény fluorescence na zvolené koncentraci ligandu. Z kiivky je ndsledné vypoctena disociacni

konstanta K., kterd vyjadiuje afinitu proteinu ke zvolenému ligandu — obrazek 3 ¢ast B. (7; 9)
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Obrazek 3. Vystup z MST vyjadiujici zavislost fluorescence na case, jednotlivé kiivky zndzornuji zmeénu
fluorescence na titraci proteinu ligandem. Cast B vyjadiuje zménu fluorescence ku koncentraci ligandu, prevzato

z(9)

Koherentni laserové zafizeni lze jednoduSe zaostfit, proto dochazi k velmi dobie
lokalizovanému teplotnimu rozdilu A 7'v rozmezi 2-6 °C v prostoru o vnitinim pruméru 50 pm,
v zavislosti na vykonu infracerveného laseru a druhu kapilar. Kapacita MST pfistroje je aZ 16
vzorki, které je mozné opakované pouzit, objem v jedné kapilate je 20 ul, kapilary jsou
vyrobené z Cistého skla a jsou potazené z vnitini strany hydrofobnimi nebo hydrofilnimi
polymery, aby nedochazelo k adsorpci na stény kapilar. Rozméry téchto kapilar jsou presné
definované a vnitini odchylka nesmi byt v&tsi neZz 1 pm z diivodu vysoké reprodukovatelnosti
teplotnich pfechodii. Specialni kapilary pro MST (NanoTemper Technologies) jsou oSetfeny
tak, aby mély homogenni povrch, a tim slaby signal na pozadi. (1; 7; 9; 8)

2.1.5 Teoretické zaklady MST
Termoforéza je molekularni tok, ktery je pifimo Umérny teplotnimu gradientu

s konstantou proporcionality Dr, koeficient tepelné diflize je mozné vyjadrit jako:
j=-—cD,-gradT

Kdy j- molekularni tok; c- molarni koncentrace; D,- teplotni diftizni koeficient; 7-

teplota

V rovnovaZzném stavu je termoforéza kompenzovana hromadnou difuzi vyjadienou

vztahem. j=-D-gradC

D- difazni koeficient
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Na zéklad¢ téchto dvou vztaht byl definovan Soretiv koeficient St, ktery udava

termoforeticky indukovanou zménu koncentrace

Sr=P/p,

Z tohoto vztahu je odvozen dalsi, ktery popisuje pomér koncentraci za ustalenych

podminek Zhot — exp (—S¢AT)

Ccold

Kde cpoe- molekuldrni koncentrace v teplé zoné€; c.o;q- molekuldrni koncentrace

v chladné z6né

Ubytek &astic v teplotnd exponované oblasti je piimo zavisly na rozhrani mezi
molekulami a rozpoustédly. Za podminky konstantnich vlastnosti pufru, naboje, entropie
solvatace a konformace a velikosti molekul, kdy mohou vazebné udélosti ovlivnit minimalné

jeden z vySe uvedenych parametrd, je mozné pouzit termoforézu pro kvantifikaci afinity. (1; 8)

2.1.6  Aplikace termoforézy v mikroskopickém métitku

Vyuziti MST lze rozdélit do dvou zékladnich skupin - proteinové interakce a interakce
nukleovych kyselin. Vyuziti MST v interakcich protein-protein je pestré - charakterizace cilené
imunoafinity mezi lidskymi protilatkami, nebo ke kvantifikaci interakci autoimunitnich
protilatek (proti f1- adrenergnim receptorim) a peptidovému antigenu, ktery je mozné 1é¢ivo
pro 1éCbu dilatacni kardiomyopatie, dale se pouZziva k ur€eni role proteinti, které se podili na

iniciaci ¢i prib&hu tvorby karcinomt. (1; 4)

V sekeci interakce ligandii obsahujici malé molekuly, které reaguji s proteiny, patii mezi
hlavni sméry analyza drog a jejich vliv na konkrétni enzymy, dale vliv kovii na biologické
procesy - konkrétné vliv slouenin olova na identifikaci slou€enin aktivujici
glukocerebrosidazy (enzym ucastnici se degradace glykosfingolipidii). Dalsi studie se tykaji
terapeutické protilatky bevacizumab a jeho schopnosti na rozbiti agregovanych proteind.
Poslednim velkym okruhem je studium pfirodnich latek jako potencidlnich inhibitort, ¢i
induktort enzymatické aktivity. Dalsi moznosti je také sledovani interakci mezi enzymy a ionty
kovil, napt. zkoumdni interakce mezi oxalatoxidizou a Ca**, Fe’" v riizném pH a studium

inhibi¢nich vlastnosti téchto kovi. (1; 10)
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MST se vyuziva ovSem 1 v interakci nukleovych kyselin, termoforetické ucinky
DNA/RNA byly studovany jiz v zacatcich MST experimentl. Pomoci této metody doslo
k charakterizaci snoRNA (z anglického small nucleolar RNA), ¢i k ureni proteinu spojeného
s chromatinem a zndmého jako dekondenzacni faktor 31 (Df31), dale byly zkoumany piimé

interakce mezi snoRNA a Df31 jako mediatoru chromatinu vyssiho fadu. (1; 11)

2.2 Biotransformace xenobiotik

Latky vstupujici do organismu mohou mit fyziologickou funkci a nazyvaji se eobiotika
(voda, mineralni latky, Ziviny ¢i vitaminy), tyto latky slouZzi jako zdroj energie a pro tvorbu
vlastnich slou¢enin organismu. Naopak xenobiotika (xenos — cizi, bios - Zivot) jsou slouceniny,
které jsou cizi zivému organismu, neslouzi jako zdroj energie, ani pro vystavbu endogennich
latek. Mezi hlavni xenobiotika patii latky syntetického ptivodu: 1éky, karcinogeny a latky, které
byly do prostiedi zavedeny jako nezadouci produkty prumyslu, i latky pfirodni napt. aflatoxiny,
botulotoxiny, tetrodotoxiny, terpeny, alkaloidy ¢i latky, které se zneuzivaji jako ndvykové latky

— kokain, kanabinoidy, kofein a mnoh¢é dalsi. (12)

Kazdé xenobiotikum, at’ uz je pfijaté zdmérn¢ ¢i nechténé, predstavuje pro organismus
potencialni zatéz a nebezpeti. Proto maji organismy vyvinuté systémy, kterymi xenobiotika
metabolizuji. Bez metabolismu by mnoho xenobiotik v organismu dosdhlo toxickych
koncentraci. Metabolické aktivity vedouci k biotransformaci xenobiotik v buiice vyZaduji
energii, enzymy a kofaktory. Enzymy, které metabolizuji xenobiotika, délime na enzymy I.

faze, II. faze a transportni proteiny. (12; 13)

2.2.1 Biotransformac¢ni enzymy

Enzymy prvni faze biotransformace katalyzuji oxida¢ni, redukcni ¢i hydrolytické
reakce. V aerobnich vyssich organismech je velké mnoZstvi xenobiotik pfeménovano oxidacni
cestou. Redukéni biotransformacni reakce jsou méné Casté nez oxidacni. Dominantni ulohu
mezi oxidoredukénimi enzymy prvni faze zastavaji cytochromy P450. Hydrolytické reakce jsou

katalyzovany riznymi vice ¢i méné specifickymi hydrolasami.

Druhou fazi biotransformace ptredstavuji reakce konjugacni, pii kterych xenobiotikum

nebo konverzi vznikly metabolit I. faze reaguje s endogenni slouc¢eninou. Vzniklé konjugaty
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jsou vétSinou hydrofilnéjsi a snadnéji eliminovatelné z organismu, také dochazi k snizeni
biologické aktivity a toxicity. Konjugacnich reakci je fada typl.. Rozhodujici je pfitomnost
funkcnich skupin ve struktufe xenobiotika. Konjugacni reakce katalyzuji rizné transferasy.
Jsou to prevazné enzymy cytosolické nebo mikrosomalni a vyskytuji se témét ve vsSech
organech a tkanich. U ¢lovéka jsou nejbéznéjsi konjugace s kyselinou glukuronovou, sulfonace,
acetylace, methylace, konjugace saminokyselinami a konjugace s glutathionem pomoci
glukuronosyltransferas, sulfotransferas, acetyltransferas, methyltransferas a glutathion-S-

transferas, které jsou podrobnéji rozebrany nize. (12; 13)

2.2.2  Glutathion-S-transferasy

2.2.2.1  Charakterizace GST
Glutathion-S-transferasy (GST) (EC. 2.5.1.18.) byly identifikovany v roce 1961
z potkanich jater a nasledné byly nalezeny ve vétSin€ Zivych organismi. Pivodni nazev GST-
ligandin odkazuje na schopnost vazat toxické latky a zaroveil fungovat jako transportni protein.
GST patii do tfidy enzymi transferas (EC 2), transferasy katalyzuji pfenos atomu z jedné
molekuly na druhou (donor-akceptor). Timto mechanismem U¢inku katalyzuji velké mnozstvi
biochemickych reakci. Nomenklatura u v§ech nadrodin GST je stejné jako u cytochromii P450,

enzymy jsou fazeny do rodin a podrodin podle aminokyselinové sekvence. (14; 15; 16)

GST patfi mezi detoxikacni enzymy druhé féze biotransformace, jsou schopné
detoxikovat jak endogenni, tak exogenni latky. Hlavni funkci glutathiontransferasy oznaované
také jako glutathion-S-transferasy je schopnost katalyzovat konjugaci glutathionu (GSH) na
fadu elekrofilnich slouc¢enin. Diky pokrokiim v molekularni biologii byla poodhalena §irsi role
téchto enzymt, napf. Gcast pii biosyntéze a pii metabolismu u prostaglandind, steroidd,
leukotrient, reguluji také intracelularni transport dalSich hormonii. Dale hraji klicovou roli
v boji proti karcinogentiim, ale také pti ziskavani rezistence na chemoterapeutika, podileji se i
na regulaci a odstraiiovani toxickych produkt oxidace lipidi a S-glutatiolovanych proteinti,
které jsou produkovany pii oxidacnim stresu. Nékteré izoenzymy GST moduluji bunééné
signalni drahy, které kontroluji buné¢nou proliferaci a bunécnou smrt (apoptozu). (17; 18; 19;
20)
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Schéma reakce katalyzované glutathion-S-transferasou (21):
GSH+R—-X - GSR + HX

Glutathion-S-transferasy se d€li do tfech nadrodin, nejcastéj$i zastoupeni ma
cytosolicka nadrodina, jsou ale popsany i enzymy z mikrosomalni a mitochondridlni nadrodiny.
U cloveka rozlisSujeme dvé strukturné odlisné nadrodiny GST, a to cytosolickou (GST) a
mikrosomalni (MGST, nebo jako zkratka z membrane-associated proteins in eicosanoid and
glutathione metabolism MAPEG). Cytosolické GST vykazuji shodu v ramci tfidy vice nez 40
% v aminokyselinové sekvenci, naopak homologie mezi tfidami je maximaln¢ do 25 %. GST
se dle podobnosti v aminokyselinové sekvenci déli do tfinacti tfid a to alfa (o), beta (B), delta
(0), epsilon (g), zéta ({), théta(0), mi (), ny (v), sigma (o), tau (1), pi (1), a omega (»). U lidi se
ale vyskytuji pouze tiidy alfa, zéta, théta, mi, pi, sigma a omega. Prvni tfida byla objevena
v roce 1993, naopak posledni (skupina ny) v roce 2005. Cytosolickd GST je schopna tvofit
dimery, stejnou vlastnost ma i mitochondrialni GST. Byly identifikovany heterodimery, které

obsahuji fetézce patfici do stejné skupiny. (18; 22; 12)

Mitochondridlni GST obsahuje tfidu kappa (x), ktera se nachazi i v peroxisomech.
Nadrodina MAPEG se sklada z ¢ty podskupin (I-IV), tyto podskupiny maji shodu v proteinové
sekvenci mensi nez 20 %. U lidi bylo identifikovano 6 izoenzymi, které patii do skupin I, IT a

V. (22; 12)

Cytosolické GST (rozpustné¢) a MAPEG jsou Siroce distribuovany v lidském téle,
nachazi se v jatrech, ledvinach, mozku, slinivce bii$ni, varlatech, srdci, plicich, tenkém streve,
kosterni svaloving, ale i v prostaté ¢i slezin€ a placenté, u nékterych savcich organti mohou

GST tvoti az 10 % ze vSech intracelularnich proteind. (16; 12)

2.2.2.2  Struktura GST
Vétsina GST je slozena z n€kolik podjednotek. Kazdéd podjednotka se sklada ptiblizné
z 200-245 aminokyselin a molekulova hmotnost podjednotky se pohybuje od 22-29 kDa. Kazda
podjednotka obsahuje katalyticky nezévislé aktivni misto-GSH-vazebné misto (,,G-misto®),
které se nachazi na N-koncové doméné, tato doména je podobnd thioredoxinu (s topologii
BapapPa). Na C koncové doméne sloZzené z a-Sroubovice se nachazi misto vazajici hydrofobni
substraty (,,H-misto*). Takto popsand struktura byla ur¢ena z enzymu tfidy n (pGSTP1-1) a

obsahuje typické rysy ¢lent cysololické nadrodiny GST a slouzi jako srovnavaci bod s jinymi
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izoenzymy (obr. 4). Je znamo 16 lidskych gent, které jsou lokalizované na vice chromozomech
(napt. 1p13, 22ql1, 14924 a 6p12) a kdéduji cytosolické GST. Mitochondrialni GST obsahuji
také doménu podobnou thioredoxinu, ale s vlozenou a-helikalni doménou mezi a2-helix a 33-

vlakno. (18; 22; 23; 12)

Obrazek 4.. Krystalograficka struktura GST, 2,68 A, prevzato z (24)

VSechny proteiny z nadrodiny MAPEG jsou levoto€ivé, obsahuji Ctyfi a-Sroubovice
(TM1-TM4), které jsou sestavené do struktury trimert se spiralovitymi svazky, které jsou
kolmo orientovany k roviné membrany (obr. 5). Topologicky je napadna shoda s podjednotkou
I ba3 cytochrom c oxidasy. GSH se mtize vazat na tfech vazebnych mistech, ktera jsou umisténa
proximalné k cytoplasmatické strané€. Za produkci MAPEG mohou tii geny, které se nachazi

na riznych chromozomech (12p12, 1923 a 4q28). (19; 9)
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Obrazek 5. Krystalografickd struktura mGST, 1,90 4, prevzato z: (25)

2.2.2.3  GST substraty, inhibitory a induktory

Jednotlivé nadrodiny GST nemaji ptili§ odliSnou substratovou specifi¢nost, substratem
pro GST mohou byt vSechny slouceniny, které jsou schopné reagovat s thiolovou casti
glutathionu. Nejcastéji se jednad o elektrofilni slouceniny jako epoxidy, estery, peroxidy c¢i
a,B-nenasycené ketony. Ale jiz byly popséany 1 specifické substraty pro urcitou isoformu GST.
Do této kategorie patii napf. trans-stilbenoxid, ktery je diagnostickym substratem pro GST-M1,
nebo kyselina ethakrynova, ktera je specifickym substratem pro GST-P1, ¢i methylenchlorid,
ktery je velmi dobfe konjugovan pomoci GST-T1. V soucasné dobé se jako ,,univerzalni
substrat” pouziva CDNB (1-chlor-2,4-dinitrobenzen). OvSem enzymy tfidy théta nevykazuji
afinitu k tomuto substratu. (16; 12; 26)

V soucasné dob¢ je znamo také velké mnoZstvi inhibitord GST, a to jak endogenniho,
tak exogenniho piivodu napt. fenoly, derivaty vitaminu C, dopamin, a-methyldopa, chinony,
nitrobenzoxadioly, pyridinové derivaty, flavonoidy ¢i bilirubin. Bylo zjisténo, Zze GST jsou

inhibovany také derivaty glutathionu. (16; 27)

Néktera xenobiotika ¢i 1é¢iva maji schopnost zvysit aktivitu GST, diivodem je indukce
exprese GST, urcit¢ formy GST obsahuji v promotoru responzivni elementy EpRE
(electrophile RE) nebo ARE (antioxidant responsive element). Extrakty z Gingo biloba
indukuji GST-P1 a zvySeni aktivity GST u ¢loveka, mezi dalsi extrakty, které¢ indukuji GST,
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lze zatadit vytazky z grapefruitii ¢i z brukvovité zeleniny. Indukéni ucinek vykazuji také

barbituraty. (12; 28; 29)

Mezi faktory, které vyznamné ovliviuji aktivitu GST, patii geneticky polymorfismus.
V tridéach, alfa, mi, pi a théta bylo identifikovano nékolik typt alelickych variaci. Jedinci bez
GST-M1, GST-T1, GST-P1 maji vyssi vyskyt karcinomu moc¢ového méchyte, prsu, rakoviny
plic, pfi ztrat¢ téchto genli se zvySuje nachylnost k astma bronchiale, ¢i alergickym

onemocnénim. (30)

V této praci byla pouzita rekombinantni GST ze Schistosoma japonicum, kterd ma
molekulovou hmotnost 26,98 kDa. Tato GST se pouziva jako antigen k produkci nebo
purifikaci, dal§i moznosti je vyuziti jako pozitivni kontrola pfi testech aktivity GST a pfi

screeningovych testech inhibitort. (31)

2.3 Terpeny

Rostliny produkuji velké mnozstvi sekundarnich metabolitii, velké mnozstvi z nich je,
a historicky bylo, vyuzivano pro svoje uc¢inky. Terpeny tvoii velkou skupinu sekundarnich
metaboliti. Terpeny jsou slozeny primarné z uhliku a vodiku, které se skladaji do izoprenové
jednotky — CsHg. N¢které terpeny, napi. menthol, maji ve své struktufe zabudovany i kyslik.
Vyznam terpenidl pro rostliny je velky, ovlivituji rist rostlin, maji protektivni funkci pred
zivo€ichy a patogeny, nebo naopak funguji jako lédkadla pro opylovace. Terpeny lze d¢lit
dvojim zplisobem, a to dle poctu izoprenovych jednotek (tabulka 1) nebo dle funkcnich
chemickych skupin (tabulka 2). Terpeny v rostlindich mohou vznikat pomoci dvou drah -

mevalonatové a methylerythritol fosfatové drahy. (32; 33)

Terpeny jsou vyuZivany uz od dob starov€ku. Vyuziti terpent je riznorodé, pouZzivaji
se jako ptidavek do potravin a napojti, mydel, parfémt, éterickych olejt, které se Casto pouzivaji

jako 1écivo. Také se pouzivaji v zemedelstvi a v chemickém pramyslu. (33)
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Tabulka 1. Déleni terpenii na zakladé poctu izoprenovych jednotek, prevzato z (33)

Sumarni vzorec Nazev
CsHs Hemiterpeny
CioHie Monoterpeny
CisHaa Seskviterpeny
C20Hs2 Diterpeny
C2sHao Sesterpeny
C3oHas Triterpeny
Caso0Hse Tetraterpney

Tabulka 2. Déleni terpenti na zakladé chemickych viastnosti a priklady, prevzato z (33)

Chemické vlastnosti Priklad terpenu
Uhlovodiky Limonen

Alkoholy Geraniol
Estery Linalylacetat

Aldehydy Geranial
Ketony Carvon
Fenoly Eugenol
Ethery Cineol

Peroxidy Askaridol
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2.3.1 Vybrani zastupci terpenti

2.3.1.1 Thujon
Thujon (Ci10H160) patii mezi monoterpenketony, pfirozené se vyskytuje ve dvou
epimernich formach a to levotoc¢ivy a-(-)-thujon a pravotocivy B-(-)-thujon, rozdil mezi nimi je
pouze v orientaci methylové skupiny. Molarni hmotnost thujonu je 152,23 g/mol, hustota 0,92
g/cm? a teplota varu 201 °C. Thujon obsahuje tii chiralni atomy uhliku. Je rozpustny v ethanolu

a chloroformu, naopak neni rozpustny ve vod¢. (34; 35)

Thujon je kompetitivni antagonista receptori GABAA, inhibici aktivace GABA
receptori dochéazi ke svalovym kife¢im az zéstavé dechu. Proto je thujon povazovan za
neurotoxicky jed. Letalni davka u a-(-)-thujonu (aktivnéjsi z obou izomertt) je 45 mg/kg s 0 %
umrtnosti pfi 30 mg/kg a 100 % pii 60 mg/kg. Pfi studiu na mySich nastavala smrt u vysSich
davek do 1 minuty. (36; 37)

Thujon mé zastoupeni ve velkém mnozstvi rostlin, jako napt. v ¢eledi cypftiSovité. Dale
se vyskytuje naptiklad v jalovci obecném (Juniperus communis L.), oreganu (Origanum
vulgare), Salvéji lucni (Salvia pratensis) ¢i pelynku pravém (Artemisia absinthium) a maté
peprné (Mentha piperita). Pouziva se v parfumerii jako soucast éterickych oleju, ¢i jako
potravni dopln¢k stravy (ftddoveé mg/kg). Ve znamost vstoupil thujon hlavné jako soucést napoje
Absintu. Pravé thujon byl povaZzovan za hlavni problematickou slozku v tomto népoji, protoze
hlavni slozkou byl pelyn€k pravy (4. absinthium), ktery obsahuje pravé thujon. Na ptelomu 19.
a 20. stoleti se ptfedpokladalo, Ze obsah thujonu v napoji je 260-350 mg/l. V soucasné dob¢ byl
tento ndzor vyvracen rozsahlymi studiemi. Pfi studii v roce 2008 byly analyzovany lahve
z pielomu 19. a 20. stoleti a byl zjistén primérny obsah thujonu 25,4 mg/l napoje, pfi¢emz

v zadné lahvi nebyl obsah vyssi nez 50 mg/l. (37; 38; 39)

Obrazek 6. Chemicka struktura thujonu, prevzato z (35)
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2.3.1.2  Karvon
Karvon (C1oH140) patii mezi p-mentanové monoterpenoidy, coz jsou tékavé sekundarni
metabolity, které byly nalezeny v rostlinné fiSi. Molarni hmotnost karvonu je 150,22 g/mol,
hustota 0,96 g/cm? a teplota varu 231 °C. Karvon tvoii 2 enantiomery R a L-(-)-karvon, ktery
ma nasladlou matovou viini, naopak S a D-(+)-karvon ma vini po zit€¢. V tomto ohledu je
zajimavé, ze Clovék vnima dva odlisné enantiomery rozdilnou vini, svéd¢i to o tom, ze Cichové
receptory musi obsahovat chirdlni skupiny, coz ovliviiuje schopnost silngji reagovat na urcité

enantiomery. (40; 41; 42)

V ptirodé nachdzime karvon naptiklad v maté¢ peprné (Mentha piperita), kminu
kotenném (Carum carvi), ¢i v blahovi¢niku kulatoplodém (Eucalyptus globulus) a kopru
vonném (Anethum graveolens). V prumyslu je karvon dominantni slozkou komeréné diilezitych
éterickych olejl, obsah karvonu v téchto olejich je od 30 do 60 %, pouziva se do osvéZovach
vzduchu, velky vyznam ma také v alternativni mediciné, kde se mu piiklada relaxa¢ni uc¢inek.
U S-(+)-karvonu byl prokdzan uc¢inek proti obezit¢ u mysi, kterd byla vyvolana stravou

s vysokym obsahem tuku. (43; 41)

Obrazek 7. Chemicka struktura karvonu, prevzato z (40)

2.3.13 Fenchon
Fenchon (C10H160) je organicka sloucenina klasifikovand jako monoterpenketon, je to
bezbarva olejovita kapalina, kterd vykazuje podobnou strukturu jako kafr. Molarni hmotnost

pro fenchon je 152,23 g/mol, hustota 0,948 g/cm?

a teplota varu 193,5 °C. Vyskytuje se
v ptirod¢ ve form& dvou enantiomert. (+)-fenchon se nachazi v oleji ze semen fenyklu
obecného (Foeniculum vulgare) a voleji zlevandule lékatské (Lavandula angustifolia).

(- )- fenchon je slozkou v oleji z listli zeravu zapadniho (Thuja occidentalis). (44; 45)
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Vyuziti fenchonu je rtiznorodé, at’ uz v potravinaiském pramyslu napt. jako soucast
absintu, ¢i jako potravni dochucovadlo. Jako vét§ina monoterpentl se pouziva také v parfumerii.
Fenchon vykazuje protizanétlivou a antimikrobialni aktivitu, proto je mozné vyuzivat oleje pro
1é¢bu koznich ran. Silice z fenyklu obecného se pouzivaji v pfirodni mediciné pro l1écbu

dychacich onemocnéni. (45; 46)

o

Obrdzek 8. Chemickd struktura fenchonu, prevzato z (44)
2.3.14 Isopulegol

Molarni hmotnost (-)-isopulegolu, ktery se fadi mezi monocyklické monoterpeny, je

154,25 g/mol, hustota 0,912 g/cm? , teplota varu je 212 °C. Isopulegol se vyskytuje ve dvou

stereoisomerech jako (-)-isopulegol (levotocivy) a (+)-isopulegol (pravotocivy). (47; 48)

(-)-Isopulegol se prirozené vyskytuje v ptirod€ v rostlinach jako: korymbie citronikova
(Corymbia citriodora), Zlutodiev vinobobovity (Zanthoxylum schinifolium), meduiika lékaiska
(Melissa officinalis) a eukalyptus citronovy (Eukalyptus citriodora). VSechny tyto uvedené
proc se éterické oleje pouzivaji v medicing€, navic étericky olej z eukalyptu ma taka centralni a

periferni analgeticky ucinek. (47; 48)

_:--ullll;'

Obrazek 9. Chemicka struktura isopulegolu, prevzato z (47)
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2.3.1.5 Piperiton
Piperiton (CioH160) fadime mezi ptirodni monoterpenketony. Hustota piperitonu je
0,933 g/cm?, molarni hmotnost 152,23 g/mol a bod varu je mezi 232-233 °C, coZ je nejvyssi

hodnota z vybranych terpenti. Jsou zndmé dva stereoizomery (+)-piperion a (-)-piperiton. (49)

Vyskyt v rostlinach se li§i podle toho, o jaky stereoizomer se jedna. (-)-Piperiton se
nachazi napfti. v smrku sitka (Picea sitchensis), (+)-piperiton ma vétsi zastoupeni a vyskytuje
se v rostlinach rodt Andropogon a Mentha, tato forma ma aroma podobné maté peprné (Mentha
piperita). Primyslové vyuziti je kromé éterickych olejt také ve vyrobé syntetického mentolu,
kde je to zdkladni surovinou. Piperiton byl také nalezen v Cerveném vin€ a ovliviiuje vlni

u zrajicich vin. (49; 50)

Obrazek 10. Chemicka struktura piperitonu, prevzato z (49)

2.3.1.6  Isomenthon
Menthon méa dvé asymetricka uhlikova centra, z toho divodu mulize mit Ctyfi razné
stereoizomery, stereoizomery v cis konformaci se nazyvaji isomenthony. Je zfejma strukturalni
podobnost s mentolem, ktery ma ovSem misto karbonylu sekundarni alkohol. Molarni hmotnost
menthonu je 154,253 g/mol, hustota 0,933 g/cm?® a teplota varu 207 °C. Jedna se o bezbarvou

kapalinu s matovou viini. (51; 52)

Menthon se v pfirodé vyskytuje v mnoha druzich maty (Mentha) ¢i v rodu Pelargonium.
Je ovSem mozné ho syntetizovat oxidaci mentholu. Jako vSechny zde uvedené terpeny se
pouziva ve formé éterickych oleju, které maji antimikrobialni a analgetické uc¢inky, déle se

vyuzivaji v kosmetice nejcastéji jako ptisada do parfémi pro svoji vini. (53)
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Obrazek 11. Chemicka struktura menthonu, prevzato z (51)
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3 Cil prace

Cilem prace bylo zavedeni metody MST pro studium interakci proteind
s nizkomolekuldrnimi latkami a ovéfeni vhodnosti této metody pro sledovani interakce
glutathion-S-transferasy s vybranymi terpeny ((-)-isopulegol, (+)-isomenthon, (-)-karvon,

(+)-karvon, thujon, piperiton, (-)-fenchon).

Dil¢imi cili bylo:

Literarni reSerse shrnujici aktualni poznatky o MST

Stanoveni aktivity GST a ovlivnéni jeji aktivity monoterpeny

Stanoveni vlastnosti terpent spektroskopickymi metodami — spektrofluorimetrii a MST

e Sledovani interakce lidského sérového albuminu (HSA) s terpeny

e Interakce barviva NHS s terpeny

e Ptiprava vzorku GST pro metodu MST (vymeéna pufru, znaceni barvivem NHS)
e Kontrola vazby GST s terpeny metodou MST

¢ Studium afinity a stanoveni disocia¢ni konstanty GST a terpenti metodou MST

Posouzeni vhodnosti MST pro inhibi¢ni studie s GST
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzity biologicky material, chemikalie a vybaveni
4.1.1 Chemikalie, reagencie

(-)-Karvon- Extrasynthese

(+)-Karvon- Extrasynthese

(-)-Fenchon- Extrasynthese

(-)-Isopulegol- Extrasynthese

(+)-Isomenthon- Extrasynthese

Alpha-(-)-Thujon- Extrasynthese

Piperiton- Extrasynthese
1-chloro-2,4-dinitrobenzen- CDNB- Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid- DMSO- Sigma Aldrich
Ethanol- Sigma Aldrich

Glutathion-S-transferasa ze Schistosoma japonicum, rekombinantni- GST-

kategorie Z02039-GenScript

Human serum albumin- HSA- Sigma-Aldrich
Tween 20- NanoTerpen

Pluronic F-127- NanoTerpen

RED-N-Hydroxysuccinimide (RED-NHS)- NanoTemper
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4.1.2 Pouzité roztoky
Na-fosfatovy pufr- 0,1 M, pH 6,5; 1,79 g Na,HPO4 x 12 H>0 — do 50 ml doplnéno
redestilovanou vodou; 1,56 g NaH>PO4 x 2 H,O — do 100 ml doplnéno redestilovanou

vodou; ob¢ slozky byly smichany v poméru 1:3, pH upraveno na 6,5

PBS- 0,1 M, pH 6,5; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 3,58 g Na,HPO4 x 10 H2O; 0,272 g
KH>PO4 do 1000 ml doplnéno redestilovanou vodou, nasledné¢ pH upraveno pomoci

HCl

Roztok CDNB- 51,5 mM CDNB v ethanolu; 5,22 mg CDNB rozpusténo v 0,5 ml
C2HeO

Roztok GSH- 5,15 mM GST v 0,1 M Na-fosfaitovém pufru; 7,92 mg GSH
rozpusténo v Sml 0,1 M Na-fosfatovém pufru-pH 6,5

Roztok HSA - 4:10 M v Na-fosfatovém pufru, 2,6 mg HSA rozpusténo v 1 ml 0,1
M Na-fosfatovém pufru-pH 6,5

Roztok GST — 10 uM v Na-fosfatovém pufru, 1 mg GST rozpustén v 3,8 ml Na-

fosfatového pufru

Pro piipravu zasobnich roztokii terpenti o koncentraci 4:10° M bylo pouZito

mnozstvi uvedené v tabulce 3 a doplnéno DMSO na objem 1 ml

Tabulka 3. Objem terpenu pro pripravu 1 ml 4-10-5 M roztoku

Terpen Objem [pl]
(-)-isopulegol 6,76
(+)-isomenthon 6,89
(-)-karvon 6,26
(+)-karvon 6,26
thujon 6,65
piperiton 6,53
(-)-fenchon 6,42
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4.1.3 Technické vybaveni

- Centrifuge 5415 D (Eppendorf, Némecko)

- Magnetickd michacka RSM-10 B (PHOENIX instrument, Némecko)
- Minicentrifuga (Benchmark, USA)

- Monolith NT.115 Series (Nanotemper, Némecko)

- PH metr pH/mV/Ion/Temp Meter (Boeco, Némecko)

- Spektrofluorimetr Perkin-Elmer LS 50 B (PerkinElmer, USA)

- Tecan Infinite M200 (Tecan, Svycarsko)

- Termostat ThermoHaake P5 (Sigma-Aldrich, Némecko)

- Ttepacka MS2 Minishaker (Marshall Scientific, USA)

- Vahy Scaltec SBC (SCALTEC, Némecko)

- Ultrazvukova lazeti (Unimed, Ceska republika)

- Membrénova vakuovéa pumpa KNF UN840 (KNF group, Némecko)

- Centrifuga-Biofuge stratus Heraeus (ThermoFisher Scientific, Némecko)
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4.2 Metodika

4.2.1 Stanoveni aktivity glutation-S-transferasy

Pro stanoveni aktivity GST byla modifikovana metoda dle Ye and Zhang (2001) (54).
Méteni aktivity GST je zalozeno na spektrofotometrickém stanoveni tvorby S-2,4-
dinitrophenylglutathionu (GSH-CDNB) pomoci specifického substratu 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenu (CDNB) a konjuga¢niho cinidla redukovaného glutathionu (GSH). Pomoci
Lambert-Beerova zakona lze ze zmény absorbance kvantitativné vyjadrit aktivitu GST. Jako

inhibitory byly pouzity terpeny rozpusténé¢ v DMSO.

Absorbance byla métena na spektrofotometru Tecan Infinite M200, byl nastaven
ptisluSny program, ktery meéti absorbanci 6krdt v minutovych intervalech. Byla zvolena
desticka Greiner s plochym dnem. Do jamek byly napipetovany 2 ul DMSO (kontrola) nebo 2
ul 1,3-10° M terpenu (pro stanoveni inhibice), do viech jamek bylo nasledné piidano 192 ul
reakéni smési (2 ml GSH, 0,2 ml CDNB a 7,8 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru) a reakce byla
odstartovéna ptfidavkem 6 pl GST o fedéni 2,5x (ve slepém vzorku byl misto GST pouzit 0,1
M Na-fosfatovy pufr-pH 6,5). Vyska roztoku v jamce byla 0,8 cm. Vzorky byly protfepany a
vlozeny na analyzu do pfistroje Tecan, kde prob&éhlo méteni absorbance. Aktivita GST byla
vypocitina ze zmény absorbance za 1 minutu s pouzitim extinkéniho koeficientu (9,6 mM™! cm’

1) pfi 340 nm. Specifick4 aktivita je vyjadfena jako pocet jednotek U / mg proteinu.

4.2.2 Spektroskopické metody

4.2.2.1  Stanoveni reakce lidského sérového albuminu s terpeny

Pro méfeni byla pouzita metoda standardniho ptfidavku, tato metoda byla modifikovana
dle Trnkova (2012) (55). Reakéni smés obsahovala 10 ul HSA o koncentraci 4'10°M v 0,1 M
Na-fosfatovém pufru a 100 pl zvoleného terpenu (isopulegol, isomenthon, fenchon, (-)-karvon,
(+)-karvon, piperiton, thujon) o jedné z naslednych koncentraci 1,3:10° M, 2,6:°10° M a 4:107
M rozpusténé v DMSO, pomér HSA/terpeny byl vzdy 1:10, takto pfipravend smeés byla
inkubovéna po dobu 5 minut pfi 37 °C. Byla sledovana vnitini fluorescence tryptofanu
v molekule HSA. Pro méfeni byl pouzit spektrofluorimetr Perkin-Elmer LS 50 B, emisni

spektra byla métena v intervalu 300-550 nm pti 37 °C za neustalého michani v kyveté. Excitace
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byla nastavena na zdklad¢ vlastnosti tryptofanu na 295 nm. Na doplnéni objemu do 1 ml byl

pouzit 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,5. Veskera méfeni probihala v duplikatech.

4.2.2.2  Stanoveni reakce RED-N-Hydroxysuccinimide barviva s terpeny
Pro ovéfeni eventualniho zhaSeni barviva RED-NHS druhé generace pomoci terpent
byla upravena metoda z kapitoly 4.2.2.1. 10 ul Barviva RED-HNS bylo rozpusténo v 25 ul
DMSO, finalni koncentrace zadsobniho roztoku barviva byla 600 pM. Pomér mezi barvivem a
terpeny byl 1:5. Dale byl postup stejny dle 4.2.2.1., pouze HSA byl nahrazen barvivem RED-

NHS druhé generace. Veskera méfeni probihala v duplikatech.

4.2.3 Ptiprava vzorku pro analyzu metodou MST

Microscale thermophoresis (termoforéza v mikrométitku, MST) provadénd pomoci
ptistroje Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies, Mnichov, Némecko) je vysoce citliva
technika zalozena na Soretové efektu, kterd umoziuje kvantitativni analyzu molekularnich
interakci v roztoku v mikrolitrovém meéfitku. Vazebné konstanty Ize urcit napt. pro interakce

protein-protein, protein-DNA a protein-mala molekula.

Pro ptipravu vzorku byl pouzit komeréné dodévany kit ,,Monolith Protein Labeling
RED-NHS 2nd Generation®, ktery je optimalizovany na proteiny s molekularni hmotnosti vyssi
nez 5 kDa. Tento kit obsahuje: barvivo RED-NHS druhé generace, pufr NHS pro znaceni,

kolonu A, kolonu B a adaptér na kolonu B.

4.2.3.1  Vyména pufru ve vzorku proteinu
Pro vyménu pufru ze vzorku GST (10 uM, 100 pl v 0,1 M Na-fosfatovém pufru pH 6,5)
byla pouzita kolona A, spolecné s pufrem NHS pro znaceni (puftr z kitu byl rozpustén v 3 ml

destilované vody, konec¢né pH je 8,2-8,3 pti laboratorni teplot¢).

Po nékolikanasobném protiepani kolony A byla oteviena a odstranéna zatka, kolona
byla umisténa do mikrozkumavky a byla centrifugovana pti 1500 g po dobu 1 minuty, ¢imz
doslo k odstranéni roztoku v koloné€. Nasledné byla kolona déna do ¢isté mikrozkumavky a

bylo ptidano 300 ul pufru NHS pro znaceni pro ekvilibraci kolony A. Takto pfipravend kolona
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byla centrifugovana pii 1500 g po dobu 1 minuty, vzdy po centrifugaci byl vyhozen protekly

pufr. Tento krok nésledné opakujeme trikrat.

Po ekvilibraci byla kolona dana do Cisté mikrozkumavky. Nasledn¢ bylo na kolonu
pipetovano 100 ul 10 uM vzorku proteinu a probéhla centrifugace pii 1500 g po dobu 2 minut.

Protein protekl kolonou do mikrozkumavky.

4.2.3.2  Znaceni proteinu fluorescen¢nim barvivem
Nejprve bylo smichano 7 pl barviva RED-NHS druhé generace rozpusténého v DMSO
s 7 pl pufru HNS pro znaceni (ziskali jsme 300 uM barvici roztok). V €isté mikrozkumavce
bylo smichdno 10 pl 300 uM barviciho roztoku s 90 pul 10 pM vzorku proteinu. Takto

ptipraveny vzorek byl inkubovan po dobu 30 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.

V dobg, kdy byl vzorek inkubovan, byla ekvilibrovana kolona B; doba ekvilibrace byla
cca 15-20 minut. Z kolony B byly odstranény zatky a byla umisténa pomoci adaptéru do 15 ml
zkumavky. Kolona byla promyvéna cca 2-2,5 ml pufru volby (pro GST byl vybran 0,1 M PBS
pH 6,5), kolona byla promyta pouze pomoci gravitace, tento krok byl tfikrat opakovan. Celkova
spotieba pufru v tomto kroku byla cca 8-10 ml. V ptipad¢, ze ekvilibrace byla dokoncena diive

neZ inkubace, byly nasazeny zpét zatky, aby nedoslo k vyschnuti jiz ekvilibrované kolony B.

4.2.3.3  Odstranéni pfebytecného volného barviva z proteinu
Na kolonu B bylo pipetovano 100 ul obarveného proteinu, ten se nechal vsdknout do
kolony, néasledné bylo pfidano 550 ul ekvilibra¢niho pufru volby-PBS. Po proteceni 550 pl
pufru s pfebyte¢nym barvivem (cca 5 minut) ziistava protein zachycen na koloné€ a je pfipraven
k eluci. Kolonu dame do ¢isté mikrozkumavky. Pro eluci proteinu bylo ptidano 450 pl pufru
PBS, timto postupem bylo ziskano 450 ul obarvené GST o finalni koncentraci 2 uM. Takto
pfipraveny vzorek byl rozdélen na alikvoty - 100 ul a uskladnén pii — 80 °C.

4.2.4 MST metody
Veskeré metody byly provedeny v programu MO.Control v 1.6.1. K analyze byly celou
dobu pouzivany kapilary typu Monolith NT. 115 Premium Capillary dodavané spolecnosti

Nanotemper. Pro analyzu byl pouzit enzym GST, ktery byl oznacen fluorescen¢nim barvivem
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dle postupu uveden¢ho v kapitole 4.2.3. Spektrum pro analyzy Nano-RED bylo vybrano

automatickou programovou detekci. Pro analyzu byl pouzit 0,1 M fosfatovy pufr o pH 6,5.

4.2.4.1 Piedbézné testovani
Pro kontrolu spravného provedeni postupu uvedeného v kapitole 4.2.3 byla pouzita
metoda Pretest. Vysledkem tohoto stanoveni je urceni, zda dosSlo k obarveni proteinu
v analyzovaném vzorku. Vzorek GST (pivodni koncentrace 2 pM) byl nafedén 0,1 M PBS
o pH 6,5 na koncentraci 40 nM, nasledn¢ byl takto nafedény vzorek smichan s 0,1 M PBS
pufrem o pH 6,5 v poméru 1:1, minimalni mnozZstvi pro provedeni 1 pretestu je 30 ul. Takto
pfipraveny vzorek byl nanesen do dvou kapildr a umistén v nosici do piistroje Monolith NT.

115.

4.24.2  Kontrola vazby GST s terpeny
Pro orienta¢ni urceni interakce mezi enzymem GTS a ligandem-terpeny byla vyuzita
metoda ,,Binding Check“- kontrola vazby. Zarovei v této analyze prob¢hla kontrola zobrazeni
terpent ve spektru, totéz plati pro kontrolu zobrazeni rozpoustédel — PBS pro enzym, DMSO
pro terpeny. GST byla nafedéna 0,1 M PBS o pH 6,5 na koncentraci 40 nM (minimdlni mnozstvi
pro analyzu 50 pl). Zvoleny terpen byl natfedén ze zdsobniho roztoku 40 uM na koncentraci 4
pM (minimalni mnoZstvi pro analyzu 50 pl). Dale byl ptipraven vzorek smichdnim 6 ul DMSO

s 54 ul PBS.

- Vzorek 1 byl pfipraven smichanim 25 ul 40 nM GST s 25 pl smichanych pufra.
Vzorek pouze s GST byl nanesen do kapilar 1-4.

- Vzorek 2 byl ptipraven smichdnim 25 pl 40 nM GST s 25 pl 4 uM terpenem. Vzorek

s komplexem byl nanesen do kapilar 5-8.

- Vzorek 3 byl ptipraven smichanim 25 ul 4 uM terpenem s 25 pl PBS. Kontrolni vzorek
pro ligand byl nanesen do kapilar 9-12.

- Vzorek 4 byl pfipraven smichanim 25 pl smichanych pufrt s 25 pl PBS. Kontrolni
vzorek pro pufry byl nanesen do kapilar 13-16.

Naplnéné kapilary byly na nosi¢i (obr. 12) umistény do pfistroje Monolith NT. 115 na

analyzu.
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Obrazek 12. Nosic kapilar pro pristroj Monolith NT. 115

4.2.43  Stanoveni vazebné afinity

Zasobni roztok GST o koncentraci 2 uM byl nafedén 0,1 M PBS o pH 6,5 na findlni
koncentraci 40 nM a byl pouzit pro analyzu vazebné afinity (,,Binding Affinity*). Koncentrace
terpenti pro analyzu byla stanovena na zdklad¢ stanoveni analyzy HSA s terpeny na pfistroji
Perkin-Elmer LS 50 B (viz metoda 4.2.2.1) na 13 uM, coZ je koncentrace, kterd minimalné
zhasi/vlibec nezhasi fluorescenci barviva RED-NHS pouZitého pro znaceni GST v zavislosti na
druhu terpenu. Pro tuto analyzu je potieba 16 zkumavek na ptipravu vzorki. Do druhé az
Sestnacté zkumavky bylo napipetovano 10 ul PBS, do prvni zkumavky bylo napipetovano 20
pl 13 uM terpenu, nasledné byl terpen pomoci dvojkového tfedéni pfenesen do zbyvajicich
patnacti zkumavek (z posledni zkumavky bylo nasledné odstranéno piebytecnych 10 pl
vzorku). Nasledné bylo do vSech zkumavek napipetovano 10 ul GST. VSechny vzorky byly
naneseny do jednotlivych kapilar, kapilary byly na nosi¢i umistény do pfistroje Monolith NT.

115 na analyzu.

4244  Reseni problémi
Jako nejcastéji se vyskytujici problém pfi analyze interakce GST s terpeny na pfistroji

Monolith NT. 115 byl problém s agregaci vzorku. Agregace byly zpisobeny nespecifickymi
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interakcemi mezi molekulami. Pro odstranéni agregaci byl PBS pufr filtrovan pfes membranu
s velikosti poru 0,22 pm pomoci vakuové membranové pumpy, ¢imz doslo k odstranéni
nerozpusténych Casti a dalSich necistot, nasledné byl pufr na 15 minut dan do ultrazvukové

lazn€ pro odstranéni eventualnich bublin v pufru.

Dale byly jednotlivé vzorky po smichani vSech slozek centrifugovany pii minimalné
20 000 g, po dobu 10 minut pii 4 °C. Nasledn¢ byl ke kazdému vzorku pfidan komercné
dodavany detergent - 0,05 % Tween 20 nebo 0,1 Pluronic F-127, a to v poméru 1 pl detergentu
ku 10 pl reakéni smési a byly dikladné promichany.

Po zatazeni obou téchto kroki, vzdy doslo k odstranéni agregaci ve vzorcich.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni inhibice glutathion-S-transferasy

Postup pro stanoveni aktivity GST a komplexu GST s terpeny je podrobné popsan

v kapitole 4.2.1.

Veskeré terpeny snizily aktivitu GST, pokazdé doslo k poklesu absorbance, nejméné
byla absorbance ovlivnéna u isomenthonu — 96,9 + 0,15 %, coz odpovida specifické aktivite
8,62 £ 0,02 U/mg, naopak nejvice byla absorbance ovlivnéna u (-)-karvonu 81,2 = 0,09 % a
(+)-karvonu 83,0 + 0,21 %, kde byla specificka aktivita 7,39 + 0,11 U/mg, respektive 7,73 +
0,24 U/mg (obr. 13). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Specificka aktivita GST a jeji inhibice studovanymi terpeny

Komplex Absorbance [%] | Specificka aktivita [U/mg]
GST kontrola 100+ 0,31 8,90 £ 0,01
GST + piperiton 91,1 £0,23 8,11 +0,13
GST + thujon 92,5+ 0,41 8,23 +0,07
GST + isomenthon 96,9 +£ 0,15 8,62 +£0,02
GST + isopulegol 88,7+ 0,43 7,89+0,18
GST + (-)-karvon 81,2+ 0,09 7,73 +£0,11
GST + (+)-karvon 83,0+ 0,21 7,39 £ 0,24
GST + fenchon 87,4+0,12 7,78 £0,32
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Obrazek 13. Absorpcni spektrum pro GST s terpeny v case

5.2 Stanoventi vlastnosti terpent spektrofotometrickymi metodami

5.2.1 Reakce terpent s lidskym sérovym albuminem
Pro stanoveni vlastnosti terpend byl pouZzit bézné dostupny standard HSA. Podrobny
popis metody je uveden v ¢asti 4.2.2.1. Bylo sledovano zhaseni vnitini fluorescence tryptofanu

HSA studovanymi terpeny.

VSechny pouzité terpeny ovliviiovaly fluorescenéni spektrum HSA. Rozdily byly dany
predevsim strukturnimi rozdily u jednotlivych terpent, jelikoz pouzité koncentrace byly ve
vSech ptipadech stejné. Jako vysledna koncentrace terpent pouzita pro dalsi analyzu byla na
zédkladg vysledkii vybrana koncentrace 1,3-10° M. U této koncentrace nedochézelo k vyrazné

zméné emisniho spektra (nejvétsi pokles byl na 82 %) na rozdil od vyssich koncentraci.

Mezi terpeny, které nejméné ovlivnily spektrum, patfil (+)-karvon a isopulegol, kde byla
zaznamenana nejmensi zména spektra. Primémé se spektra po piidavku 1,3-10° M terpent
snizila na hodnotu 88,3 %, po piidavku 2,6:10° M terpenti na hodnotu 61,8 % a pii nejvyssi
koncentraci 410 M na 50,7 %.

Maximum ve fluorescen¢nim spektru pro HSA ma hodnotu 540 AU, pfi vySe zminéné
koncentraci isopulegolu 1,3:10° M doslo k poklesu na uroveni 92 %, pii koncentraci 2,6°10° M

na 89 % a pfi nejvyssi pouzité koncentraci na hodnotu 75 % (obr. 14).
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Obrazek 14. Fluorescencni spektrum cisteho HSA a HSA s isopulegolem v riuznych koncentracich.

Ve fluorescencnim spektru méla fluorescence HSA hodnotu 559 AU, po ptidani (-)-
karvonu klesla hodnota na 84 %, pii stfedni hodnoté zvolené koncentrace byl propad

az na 38 %, pfi maximalni zvolené koncentraci az na 31 % (obr. 15).
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Obrazek 15. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s (-)-karvonem v riiznych koncentracich

HSA v tomto fluorescenénim spektru mélo hodnotu 528 AU, po ptidavku 1,3-10° M

(+)-karvonu byl zaznamenan pokles na 95 %, po dal$im ptidavku na koncentraci 2,6 -10° M
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byl zaznamenam pokles na 82 %, po finalnim ptidavku byl zaznamenan pokles az na 81 %
(obr. 16).
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Obrazek 16. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s (+)-karvonem v riiznych koncentracich

Hodnota fluorescence pro HSA byla naméfena na 393 AU, po pfidani nejnizsi
koncentrace fenchonu klesla na 82 %, po dalsich ptfidavcich terpenti nasledoval pokles na 62

%, respektive az na hodnotu 53 % (obr. 17).
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Obrazek 17. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s fenchonem v riiznych koncentracich
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Maximum v tomto fluorescencnim spektru bylo stanoveno na 302 AU, po piidavku
piperitonu nastal pokles na hodnotu 94 % z maxima, nasledny pokles byl na 17 % ¢i

v poslednim piidavku az na 16 % (obr. 18).
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Obrazek 18. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s piperitonem v riiznych koncentracich

V tomto flurescen¢nim spektru byla hodnota HSA stanovena na 385 AU, po piidani
nejnizsi zvolené koncentraci thujonu (1,3-10° M) byl zaznamenam pokles na 85 %, po dalgich

ptidavcich terpenii byl pokles na 74 %, pfi nejvyssi koncentraci byl zaznamendm pokles aZ na
35 % (obr. 19).
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Obrazek 19. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s thujonem v riiznych koncentracich
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Pti stanoveni HSA s isomenthonem byla naméiena hodnota pro HSA na 523 AU, po
ptidavku terpenu nésledoval pokles na 85 %, po dal§im na 71 % a pfi maximalni hodnoté

koncentrace na 64 % (obr. 20).
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Obrazek 20. Fluorescencni spektrum HSA a HSA s isomenthonem v riiznych koncentracich

5.2.2 Reakce terpent s barvivem RED-NHS
Pro stanoveni vlastnosti terpenti bylo pouzito barvivo RED-NHS. Podrobny popis
metody je uveden v Casti 4.2.2.2. Byl sledovan rozdil ve fluorescenci u barviva a po pfidavku

terpent.

Fluorescenéni spektra barviva se po pfidavku terpenti o koncentraci 1,310 M vyraznéji
nezmeénila, nejvétsi pokles zaznamenan u piperitonu, a to na 94,58 % a u (-)-karvonu, kde doslo
1 k nejveétsi zmeéné spektra, naopak prakticky bez zmény bylo spektrum po ptidavku isopulegolu
— 99,27 %. Piperiton jak u HSA, tak u barviva vyvolal nejmensi zmény ve fluorescencnim

spektru.
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Terpen isopulegol nejmén¢ ovlivnil fluorescenéni spektrum, hodnota bez terpenu byla

stanovena na 197.9, pokles byl pouze na 99,27 % (obr. 21).
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Obrazek 21. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s isopulegolem

Hodnota naméfena pro terpen byla 181 AU, po piidavku 1,3-10° M (-)-karvonu byl

naméten pokles na 98,88 % z maxima (obr. 22).
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Obrazek 22. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s (-)-karvonem
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Maximum barviva ve spektru bylo stanoveno na 176 AU, po piidavku 1,3:10° M
(+)- karvonu byl zaznamenan pokles na 94,49 %. Jako u jediného terpenu doslo ke zméné
hodnoty absorbance, kde bylo naméfeno maximum oproti Cistému barvivu, u ostatnich bylo

naméfeno maximum v prakticky stejné hodnoté (obr. 23).
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Obrazek 23. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s (+)-karvonem

Hodnota pro barvivo byla stanovena na 190 AU, po ptidavku 1,3:10> M fenchonu se spektrum

vyznamngji nezmenilo, maximum barviva s terpenem bylo na 98,51 % (obr. 24).
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Obrazek 24. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s fenchonem
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Ptidavkem piperitonu byla zaznamendna zména spektra na 94,58 % - a je to druhy

z terpend, po jehoz ptidani dosSlo k poklesu pod 95 %. Maximum samotného barviva bylo

stanoveno na 197 AU (obr. 25).
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Obrazek 25. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s piperitonem

Hodnota maxima pro barvivo v fluorescenc¢nim spektru byla stanovena na 181 AU, po

pridavku 1,3:10° M thujonu byl zaznamenén pokles na 98,12 % maxima (obr. 26).
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Obrazek 26. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s thujonem
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Ve fluorescencnim spektru byla hodnota pro barvivo stanovena na 193 AU, po piidavku
isomenthonu o koncentraci 1,3-10° M byla zaznamenana zména na 98,43 % z maxima (obr.
27).

barvivo + isomenthon

barvivo

" barvivo +1,3°10-5 M isomenthon

100 .

intenzitafluorescence [AL]

300 SCn A 450 500

vinova deélka [nm]

Obrazek 27. Fluorescencni spektrum RED-NHS a RED-NHS s isomenthonem

5.3 Stanoveni vazby biomolekul pomoci MST
Veskeré vysledky byly naméteny na pfistroji Monolith NT.115. V nésledujici kapitole
jsou vzdy pouzity vystupy, které jsou zpracovany piimo programem MO.Control v 1.6.1. Na
zacatku kazdé podkapitoly je vZdy ukazan u konkrétniho terpenu (isopulegol) kompletni vystup

z programu, u dalSich jsou uvedeny zpracované grafy s popisem.

5.3.1 Kontrola vazby Glutathion-S-transferasy s terpeny

Ptesny popis pouzité metody je uveden v kapitole 4.2.4.2. Po ptidavku terpenti vzdy
doslo k sniZeni fluorescence. Mezi terpeny, které nejvice ovlivnily fluorescenéni spektrum,
pattil isopulegol a (-)-karvon, naopak nejméné ovlivnil spektrum piperiton a isomenthon, také
vzdy doslo ke zméné fluorescen¢niho spektra po MST analyze. Smés rozpoustédel v zadném

z méfeni nevykazovala vyrazné€jsi fluorescencni pozadi ve spektru, proto u poslednich dvou
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analyzovanych terpentu (thujon, piperiton) jiz nebyla provedena zkouska pro ovéfeni, to také
plati pro samotny analyzovany pufr. Veskeré vzorky byly bez agregaci a neobsahovaly zadné

adsorpce, které jsou nejcastéji zptisobeny mechanickymi necistotami.

Hodnota maxima pro GST byla v tomto fluorescen¢nim spektru naméfena 527 AU, ve
vzorcich obsahujicich komplex GST s terpenem isopulegolem byl zaznamenén pokles na 242
AU, coz znamena pokles o 54,1 %. V tomto méfeni také doslo k nejvétsi zmeéné fluorescence,
které je zmétena po MST analyze a neni zptsobena ligandem, zména byla o = 37,1 %. Vzorky
a komplexy nevykazuji Zadnou agregaci viz. MST Traces a doslo k viditelnému rozdéleni
vzorklt GST - (modie oznacen¢) a komplext, kde doslo k navazani s isopulegolem. Zaroven

doslo k poklesu relativni fluorescence u vzorku s terpenem (obr. 28).
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Obrazek 28. Vystup z Monolith NT.115, reakce mezi GST a 2-10° M isopulegolem; graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorkit v poradi-GST, komplex, smés ligandit, pufr; MST Traces ukazuje rozdil relativni
fluorescence u GST a komplexu, Signal to Noise Ratio ukazuje rozptyl relativni fluorescence u GST a komplexu
s terpenem

Maximum pro GST v tomto fluorescencnim spektru bylo 600 AU, po ptidavku (-)-
karvonu byl zaznamenan pokles o 46,6 % na vyslednou hodnotu 326 AU. Zména fluorescence
po MST analyze byla = 29,7 %. Opét doSlo k vyraznému odd¢leni cisttho GST a GST
s terpenem (obr. 29).
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Obrdzek 29. Vystup z Monolith NT. 115, reakce mezi GST a 2-10°° M (-)-karvonem; graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorki v poradi- GST, komplex, smés ligandut, pufr; MST Traces ukazuje rozdil relativni
fluorescence u GST a komplexu

Ve fluorescenénim spektru mélo GST maximum 349 AU, po ptidavku (+)-karvonu ke
GST doslo k poklesu o 21,5 % na 274 AU, hodnota fluorescence po MST byla zménéna o +
12,1 % tento pokles patii mezi nejnizsi ze vSech analyzovanych terpend. Opét doslo k jasnému
oddéleni mezi vzorky obsahujicimi pouze GST a mezi vzorky, kde vznikl komplex. Je
zajimavé, ze u obou komplext GST s karvonem doslo k narGstu relativni fluorescence, jak je
vidét na vystupu MST Traces, zbyvajici terpeny vykazuji nizsi, nebo maximalné stejné hodnoty

relativni fluorescence (obr. 30).
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Obrdzek 30. Vystup z Monolith NT.115, reakce mezi GST a 2-10° M (+)-karvonem; graf Capillary scan

ukazuje miru fluorescence vzorkii v poradi- GST, komplex, smés ligandit, pufr; MST Traces ukazuje rozdil relativni
fluorescence u GST a komplexu
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Maximem pro GST vtomto fluorescencnim spektru bylo 277 AU, maximem pro
komplex GST a fenchonu bylo 203 AU, coZ znamena pokles 0 26,7 %. Zména fluorescence po
provedené MST analyze byla = 15,3 %. Dle vystupu z MST Traces nedoslo k vyraznéjsimu

oddéleni GST a komplexu, to stejné se tyka zméeny relativni fluorescence (obr. 31).

Tae et
Cornphes

= "
1 £
—
2
bl

_.
=

g
5
e

Fluorascence [counts]
=
Relative Flusrescense [-]

z

s O (
P — = S |
=]

&
-
&

Targs1 Camples @ = * Lipased = Barftes o a8 3 s 1 _c
Time [5]

Terges & Complan B ¢ *

Cariar peiitiesy

Obrazek 31. Vystup z Monolith NT.115, reakce mezi GST a 2-10° M fenchonem, graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorkii v poradi-GST, komplex, smés ligandii, pufr; MST Traces ukazuje rozdil relativni
fluorescence u GST a komplexu

GST pti méteni komplexu s piperitonem mélo maximum ve fluorescenénim spektru 403
AU, maximum pro komplex GST a piperiton bylo 335 AU, coZ znamend pokles pouze o 11,9
%, po MST byla zména fluorescence o + 6,4 %, coz byla nejmenSi zména, ktera byla
indukovana MST. Doslo k vyraznému oddéleni a zméné relativni fluorescence u ¢ist¢tho GST

a u komplexu (obr. 32).
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Obrdzek 32. Vystup z Monolith NT.115, reakce mezi GST a 2:10°° M piperitonem, graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorkii v poradi-GST, komplex; MST Traces ukazuje rozdil relativni fluorescence u GST

a komplexu

Maximum pro GST bylo ve fluorescencnim spektru 471 AU, komplex GST s thujonem

mél maximum 345 AU, coz je pokles 0 26,7 %, MST analyza zménila fluorescenci o + 6,4 %.

Opét doslo k viditelnému rozdéleni GST a komplexu s ligandem, pouze u jednoho vzorku

nedoslo k dostate¢nému navazani komplexu (obr. 33).
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Obrazek 33. Vystup z Monolith NT.115, reakce mezi GST a 2:10°° M thujonem, graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorkit v poradi-GST, komplex; MST Traces ukazuje rozdil relativni fluorescence u GST

a komplexu
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Hodnota maxima ve fluorescencnim spektra pro GST byla 302 AU, maximum pro
komplex s isomenthonem bylo 263 AU, coz znamena pokles o 12,9 %, zména fluorescence po
MST byla o + 6,9 %. Nedoslo k vyraznému rozdéleni komplexu od ¢istého GST u relativni

fluorescence (obr. 34).
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Obrazek 34. Vystup z Monolith NT. 1135, reakce mezi GST a 210 M isomenthonem, graf Capillary scan
ukazuje miru fluorescence vzorkii v poradi-GST, komplex, smés ligandii, pufr; MST Traces ukazuje rozdil relativni
fluorescence u GST a komplexu

5.3.2 Stanoveni vazebné afinity Glutathion-S-transferasy s terpeny

Podrobny popis pro provedeni metody je uveden v kapitole 4.2.4.3. Vzdy pied
provedenim testu na vazebnou afinitu byl proveden ,,pretest a byla zkontrolovana hodnota
fluorescence Cist¢tho GST bez terpent, ve vSech ptipadech byla hodnota ve fluorescenénim

spektru v rozmezi 450-500 AU.

Po ptidavku jednotlivych terpent k GST vzdy doslo ke zméné ve fluorescencnim
spektru, ovSem dle vysledkd vychdzi, Ze samotnd koncentrace terpenu piimo neovliviiuje
intenzitu fluorescence, obecné lze fici, Ze dle naméfenych dat dochazi k potencovani
fluorescence u hodnot s nejvyssi koncentraci terpentt a s nizSi koncentraci terpeni klesa i

intenzita fluorescence. Nejvyssi priumérnou hodnotu fluorescence mély terpeny fenchon,

piperiton a thujon, nejniz§i naopak isomenthon.
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V tomto fluorescenénim spektru, kde bylo méfeno GST s isopulegolem, byl zaznamenén pokles
fluorescence o 14,9 %. Primérma hodnota fluorescence byla 284 AU. Hodnota pro Kq byla

programem stanovena na 407 nM (obr. 35).
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Obrazek 35. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a riiznymi koncentracemi isopulegolu,; Dose
responce graf vyjadiuje miru zavislosti na relativni fluorescence na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota
Ka: graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkit v zavislosti na koncentraci terpenii; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

Komplex GST a (-)-karvonu zaznamenal ve fluorescen¢nim spektru pokles o0 32,6 %, primérem

ve spektru bylo 233 AU. Hodnota K4 byla stanovena na 785 pM, coz je nejnizsi hodnota, ze
vSech pouzitych terpent (obr. 36).

53



Yo R

-
L "
-
- .
& LI
" & L
.
. L]
™
i - - - - - s -
LB o tiom a0 ] o Ao
Ligassd ™
Capillary Scans
L
= | | |
3._“ | | | |
| |
i.“ |
s
i,
4 L] [ L3 L1 - w
Caplilary Poultion [-]

Response Evaluation: On Time 155

Kd model
Unbound 7919
Bound TB4.2
Kd 785 pM
TargetConc  20nh (&

Response Amplitede: 7.7
Moise: 9.4

Signal to Noige Ratio: 0.8

Initial Fluorescence:

Average:
Varlation:

Mo adsoaption

| | No Ligand induced @
Fluorescence Change

233 counts &9

+326% )

@

oy

Cursor positions
Cold Region: -15 - 05
Hot Reglon: 1ds - 155

Mo Aggregation i
Mo Ligand induced
Photobleaching Rate (=)
Chasncp:

Obrazek 36. Vystup z Monolith NT. 115, reakce mezi GST a riznymi koncentracemi (-)-karvonu; Dose
responce graf vyjadruje miru zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota K4
graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenit; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

GST s (+)-karvonem mélo primérnou hodnotu ve fluorescenénim spektru 228 AU a byl

zaznamenam pokles o 32,8 %, coz je hodnota, ktera se téméf shoduje s (-)-karvonem. Hodnota

pro Kq byla stanovena na 6,51 uM (obr. 37).
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Obrazek 37. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a ruznymi koncentracemi (+)-karvonu; Dose
responce graf vyjadruje mirii zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota Kg;
graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenii; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu
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Priimérné hodnota fluorescence fenchonu s GST byla 352 AU, tato primérna hodnota

patii mezi nejvyssi mezi vSemi pouzitymi terpeny a celkovy pokles byl o 17,7 %. Hodnota pro

K4 byla automaticky stanovena na 6,82 uM (obr. 38).
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Obrazek 38. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a riznymi koncentracemi fenchonu; Dose
responce graf vyjadruje miru zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota K4
graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenii; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

Komplex GST sraznymi koncentracemi piperitonu mél primérnou hodnotu ve
fluorescen¢nim spektru 350 AU, coz je spole¢né s fenchonem nejvyssi hodnota. Na zakladé

zmény koncentrace byl zaznamenan pokles o 18,7 %. Kq bylo stanoveno na 4,1 uM (obr. 39).

Dose Response AET T
. Response Evaluation: On Time 1.5¢ i c i
. 1 ursor positions:
- Kd madel ;
Unbound 9031 =" f;lf RR;::”
E Bound 9084 o .
K 01 M Mo Aggregation
i — TargetConc 20 nhd & Mo Ligand Induced
- .. . ) - r Photobleaching Rate
_._-'—. R RM::sponH Amplitude: 5 3 . = g Change
L * * - - e 3 e
L] Signal to Molse Ratio: 1.0 L]
U e ek we s . T -
4 Ary ACans
w | Initial Fluorescence: B
_ | Average: 350 counts. (=)
i - | Variation: +18.7% ()
%_.K [ || o adsorption )
o Mo Ligand Induced )
e Flucrescence Change
5
o
4 L] [} w w L
Lapiflary Position [-]

Obrazek 39. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a riiznymi koncentracemi piperitonu, Dose
responce graf vyjadiuje mirii zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu- vystupem je hodnota K.

55

15 - 0%

1.55-2.5s

(]

)

=)

15 - 0s

0.5s-1.5s
-

&



graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenii; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

Primérna hodnota fluorescence u komlexu GST a thujonu byla 380 AU a byl
zaznamenan pokles fluorescence o 20,2 %. Zméfend hodnota K4 ma hodnotu 2,82 uM (obr.

40).
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Obrazek 40. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a riznymi koncentracemi thujonu, Dose
responce graf vyjadiuje miru zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota Kd;
graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenii;, MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

Posledni stanoveny komplex GST byl sisomenthonem, priméma hodnota ve
fluorescencnim spektru byla nejnizsi ze vSech stanovenych terpenii a to 189 AU, byl
zaznamenan pokles o 14 %. A Kg bylo stanoveno na 871 pM, coz je také jedna

z nejnizSich hodnot, které byly stanoveny (obr. 41).
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Obrazek 41. Vystup z Monolith NT. 115- reakce mezi GST a riiznymi koncentracemi isomenthonu; Dose
responce graf vyjadruje miri zavislosti na relativni fluorescene na koncentraci terpenu - vystupem je hodnota K4
graf Capillary scan ukazuje miru fluorescence vzorkii v zavislosti na koncentraci terpenii; MST Traces ukazuje
rozdil relativni fluorescence u jednotlivych koncentraci komplexu

U vSech terpenti byla automatickym vypocétem stanovena disocia¢ni konstanta Kg, ale byly
naméfeny velké rozdily mezi hodnotami u jednotlivych terpend, jednalo se o nékolik fadi od
pM ((-)-karvon) az do puM (piperiton). Terpeny s naméfenymi hodnotami Kg jsou uvedeny

v tabulce 4. Veskerad méteni byla bez adsorpci a agregaci.

Tabulka 5. Hodnoty K4 pro jednotlivé komplexy GST s terpeny

Komplex GST + terpen | Ka
Isopulegol 407 nM
(-)-karvon 785 pM
(+)-karvon 6,51 uM
fenchon 6,82 uM
piperiton 4,1 uyM
thujon 2,82 uM
isomenthon 871 pM
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6 Diskuze

Vyuziti metody MST pro studium biomolekularnich interakei je na vzestupu, jednim
z davodu je zajisté Siroké spektrum latek, které je mozné analyzovat. Pomoci MST jiz byly
analyzovany interakce nukleovych kyselin (9), (11), reakce protein-protein, které patii mezi

nejcastéji sledované interakce (8), (7), ¢i interakce proteintl s ionty (10).

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni MST metody pro studium interakci proteini
s nizkomolekularnimi latkami a ovéteni vhodnosti této metody pro sledovani interakce GST
s terpeny ((-)-isopulegol, (+)-isomenthon, (-)-karvon, (+)-karvon, thujon, piperiton, (-)-
fenchon). Dil¢imi cili bylo sepsani literarni reSerSe o MS, stanoveni aktivity GST a ovlivnéni
jeji aktivity vybranymi terpeny, dale stanoveni vlastnosti terpenti sketroskopickymi metodami
— MST a spektrofluorimetrii. Dal$im ukolem bylo sledovani interakce terpenti s HSA a ovéfenti,
zda terpeny neinteraguji nebo nezhaseji fluorescencni barvivo NHS, pouzivané pro ptipravu
vzorku na MST. Na zavér byla pomoci metody MST provedena kontrola vazby pro GST
s terpeny, studovana afinita GST k jednotlivym terpeniim a uréena disocia¢ni konstanta pro

vazbu GST s terpeny.

Zatim nebyly provedeny zadné studie tykajici se analyzy komplextt GST s terpeny
pomoci metody MST, ale studie afinity pro enzym GST s jinymi substraty jiz byly provedeny
napf. Kun a kolektiv 2017 touto metodou studovali vazbu bakterialniho proteinu Vip3A (56).
Naopak dosud nebyly provedeny zadné studie, pii kterych byly méfeny interakce terpent
s proteiny nebo jinymi biomolekulami metodou MST. Divodem muze byt, ze n¢které terpeny
zh4si vnitini fluorescenci HSA/BSA pf1 spektrofluorimetrickych metodach, coz bylo dokézano
(57), navic u BSA doslo i1 k posunu naméfeného fluorescenéniho maxima, ktery byl pfimo
umeérny koncentraci pouzitého diterpenu (0—500 puM). V této praci vSechny zvolené terpeny
zhagely fluorescenci HSA. Primérné se spektra po piidavku 1,3-10° M terpendl sniZila na
hodnotu 88,3 %, po ptidavku 2,6:107> M terpenti na hodnotu 61,8 % a pii nejvyssi koncentraci
4:10° M na 50,7 %. Z tohoto diivodu se pro analyzu GST a terpenii metodou MST vybrala
maximalni koncentrace terpenu 1,3-10 M. Dale bylo v praci ovéfeno, zda nedochazi ze zhaseni
barviva NHS zvolenymi terpeny, protoze toto barvivo se pouziva pro znaceni studovaného
enzymu. V tomto piipadé pti koncentraci terpenti 1,3-10° M nedoslo ke statisticky vyznamné

zmén¢ fluorescencniho spektra barviva NHS.
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GST patii mezi detoxikacni enzymy II. fdze biotransformace. Vliv terpent na GST jiz
byl zkoumany ve vétSim mnozstvi studii. OvSem tyto studie vykazuji velmi Casto rozdilné
vysledky. Inhibi¢ni efekt terpenti na aktivitu GST byl popsan v ¢lanku Bartikova a kolektiv
2014 (58), naopak induk¢ni efekt na GST ukazuje studie Alvarez-Gonzales a kolektiv 2014.
(59). V této praci byl sledovan vliv monoterpenti isopulegolu, isomenthonu, karvonu, thujonu,
piperitonu a fenchonu. P¥i méfeni aktivity GST s ptidavkem 1,3-10° M terpenu nevykazovalo
statisticky vyznamnou zménu aktivity. Tato koncentrace byla zvolena na zakladné analyzy
interakce mezi HSA a terpeny, pfi této koncentraci nedochéazelo k vyrazné inhibici, ale je

mozné, zZe je priliS nizka pro prokazani signifikantni inhibice.

Analyza komplexit GST s terpeny metodou MST ma 2 velké ¢asti: kontrolu vazby a
méteni afinity. Pii kontrole vazby dochéazi k ovéfeni, zda je GST schopna vytvofit komplex
s pouzitymi terpeny a zda ovliviiuji néjakym zptisobem fluorescenci, pii mefeni afinity dochazi

ke stanoveni hodnoty Ka.

Pii méfeni kontroly vazby vzdy doSlo ke snizeni fluorescence — nejvice u isopulegonu
a (-)-karvonu a zaroven doslo ke zméné¢ fluorescence po MST analyze, coz mtize byt zpisobeno
minimélni zménou teploty v méfeném gradientu. Dale doSlo k potvrzeni, ze rozpoustédla
DMSO a 0,1 M PBS pH 6,5 nevykazuji fluorescenéni pozadi ve spektru. PBS pufr s pH okolo
7 je povazovan za standardné pouzivany pufr v metodé¢ MST, do kterého je mozné pridavat
detergent, aby nedochézelo k agregaci vzorkl (7), coz potvrzuji i métfeni v této praci. Bez
pfidavku detergenti a centrifugace dochéazelo k nespecifickym interakcim, které zpusobuji
agregace, agregace ovliviuji prabéh ,, T-jumpu®, tedy jednoho z parametri, na zdkladé kterého

jsou vyhodnoceny vysledky.

Pii méfeni fluorescence komplext znacené GST s terpeny metodou MST dochazelo
k jejimu potencovani, nejvysSi hodnoty intenzity fluorescence byly stanoveny u nejvyssi
koncentrace terpent a nasledné dochézi k poklesu fluorescence ve smeéru klesajici koncentrace
terpentl, pokles je vZzdycky lineédrni, ale vzdy do hodnoty 35 %. U nékterych komplexii nedoslo

ani ke zmén¢ na statistické hladin€ vyznamnosti pro o= 0,05 (isomenthon).

Pii méfeni afinity komplexi GST s jednotlivymi terpeny byly zjiStény vyznamné
rozdily u hodnoty disocia¢ni konstanty K4. Velmi zajimavy je rozdil v naméfené hodnoté Kd
pro 2 enantiomery karvonu, kdy (-)-karvon mé hodnotu Kd = 785 pM a (+)-karvon Kd = 6,51
uM. Divodem muZe byt konformace vazebného mista GST, kdy pro jeden z enantiomert je

snadné&j$i pristup nez pro druhy, a dochazi tak k navazani s riznou afinitou. Rozdil Kq4 na
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zéklad¢ enantiomerd byl prokazan ve studii Wallinder a kolektiv 2018 (60). Fenchon, ktery je
bicyklicky terpen, vykazoval nejvyssi hodnotu Kq. Déle se zda, ze vySs$i mnozstvi dvojnych
vazeb zvysuje Kg, (+)-karvon a piperiton méely nejvyssi Kq hned po bicyklickém fenchonu. Mezi

% inhibice a hodnotou K4 nebyla zaznamenéna Z4dn4 pfima iméra.

Na zaklad¢ literarni reSerSe, ze které vychazi, ze MST je jak rychla, tak nendkladna
metoda, kterd poskytuje ptesné vysledky, a také z toho, ze je mozné analyzovat Siroké spektrum
interakci od nukleovych kyselin, pfes proteiny po interakce protein a inhibitor, byla metoda
MST zvolena pro inhibi¢ni studii GST s terpeny. Z dosazenych vysledk je vidét, Ze pouziti
metody MST je vhodné pro inhibicni studie s GST. V praktické casti nebyl problém
s navazanim barviva NHS na GST (dostatecnd molekulovd hmotnost GST), vzdy doslo
k obarveni a vysledna koncentrace vzdy byla stejnd, coZ bylo ovéfeno pretestem u MST
metody. Na druhou stranu interakce GST s terpeny vykazovala nékteré zvlastni hodnoty — kdy
pfi nejvyssi koncentraci terpenti byla naméfena nejvyssi fluorescence a s klesajici koncentraci
jednotlivych terpenti klesala i namétfend fluorescence, rozdil v poklesu ovSem nebyl vzdy na
polovinu, jak by se dalo pfedpokladat pii dvojkovém fedéni, ale pouze o n¢kolik procent, ¢i
Siroké rozpéti hodnot disocia¢ni konstanty K4, v tomto ohledu by bylo dobré provést vice

opakovanych méteni a nasledné hodnoty statisticky vyhodnotit.
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7 Zavér
Hlavnim cilem prace bylo zavedeni MST metody pro studium interakci proteinu

s nizkomolekularnimi latkami a ovéfeni této metody pro sledovani interakce GST se zvolenymi

terpeny.
Vysledky ziskané v experimentalni ¢asti miizeme shrnout nasledovngé:

- Zvolené terpeny v koncentraci 1,3-10° M neprokazaly inhibi¢ni vlastnosti na
statistické hladin¢ vyznamnosti (o= 0,05) pro enzym glutathion-S-transferasu.

- Terpeny zhaseji vnitini fluorescenci pfi interakei s lidskym sérovym albuminem.

- U interakce terpent s barvivem NHS nedochazelo k zhaSeni fluorescence.

- GST je vhodny enzym pro piipravu vzorkti na MST.

- Pti kontrole vazby GST s terpeny vzdy doslo ke tvorbé komplexu s poklesem
fluorescence. DMSO a PBS vyraznéji neovlivitovaly fluorescen¢ni pozadi.

- Piistudiu afinity GST a terpent byly zjistény velké rozdily v hodnoté€ Kg, ale u vSech
terpenti se podafilo tuto hodnotu zméfit.

- MST metoda je vhodna pro studium dal$ich interakci GST.
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8 Seznam pouzitych zkratek

CDNB 1-chloro-2,4- dinitrobenzen

DMSO dimethylsulfoxid

GSH glutathion

GST glutathion-S-transferasa

HSA human serum albumin

ITC isothermal titration calorimetry

MAPEG membrane-associated  proteins in
metabolism

MST microscale thermophoresis

NHS N-hydroxysukcinimid

PBS phosphate-buffered saline

SPR surface plasmon resonance

UV/VIS ultrafialovo-viditelna oblast
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