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Heterologni exprese a vyuziti bakterialnich aryl-
sulfotransferas (EC 2.8.2.1)

Souhrn

Sulfatace biologicky aktivnich pfirodnich latek, které jsou soucasti (zdravé) lidské stravy,
je jednou z hlavnich reakci faze I jejich biotransformace v lidském téle a miize mit vyznamny
vliv na farmakokinetiku a biologickou aktivitu téchto latek. Typickymi zastupci jsou napf.
polyfenoly, rostlinné steroidy, karotenoidy ¢i glukosinolaty. Piiprava selektivné sulfatovanych
latek jako definovanych standardl pfirodnich metabolitd chemickou cestou je vSak obtizna,
vhodnou alternativou je syntéza pomoci enzymi. Zatimco savci eukaryotni sulfotranserasy
vyuzivaji k sulfataci drahy a nestabilni adenosin-3’-fosfat-5'-fosfosulfat (zkracené PAPS) jako
donor sulfatu a jejich heterologni exprese je problematicka, bakterialni aryl-sulfotransferasy
(AST; EC 2.8.2.1) jsou robustni enzymy s Sirokou substratovou specifitou vyuzivajici pro
sulfataci levné donory (napf. p-nitrofenyl-sulfat). Tyto enzymy lze s vysokym vytézkem
exprimovat V bakterialnich expresnich systémech. Bakterialni AST jsou mnohem méné
charakterizované nez eukaryotni PAPS zavislé sulfotransferasy. Presto se pro biosyntézu
metabolitil xenobiotik v posledni dob& vyuzivaji prave tyto bakterialni AST, které na rozdil od
eukaryotnich nejsou zavislé na PAPS. Diky své Siroké substratové specifité maji aryl-
sulfotransferasy velky potencial k vyuzZiti v biotechnologickych aplikacich.

Vramci této prace byly heterologni expresi vyprodukovany dvé Sarze
arylsulfotransferasy z Desulfitobacterium hafniense v Escherichia coli BL21(DE3)pLysS,
enzymy byly z bunék ziskany 1) jako hruby bunécny lyzat a 2) z periplazmatického prostoru.
Ob¢ vyprodukované Sarze byly nasledné purifikoviny dvéma metodami — pomoci
iontoméni¢ové chromatografie (anex) na koloné DEAE Sephacel a pomoci metody gelové
permeacni chromatografie. U purifikovanych aryl-sulfotransferas byly porovnany jejich
vytézky, Cistoty (pomoci SDS-PAGE), specifické aktivity (U/mg), koncentrace (mg/ml) a
aktivity (U/ml) v jednotlivych fazich. Dale byly charakterizovany jejich biochemické (pH a
teplotni optimum) a kinetické parametry (Michealisova konstanta a maximalni rychlost).

Klicova slova: Metabolismus, sulfatace, aryl-sulfotransferasy, purifikace, Desulfitobacterium

hafniense



Heterologous expression and use of bacterial aryl
sulfotransferases (EC 2.8.2.1)

Summary
Sulfation of biologically active natural substances, that are part of the (healthy) human

diet is one of the main reactions of phase 11 biotransformation of these xenobiotics (for example
polyphenols, plant steroids, carotenoids and glucosinolates) in the human body and can have
significant impact on the pharmacokinetics and biological activity of these substances.
However, the preparation of selectively sulfated substances as defined standards for natural
metabolites by chemical means is difficult, and enzymatic synthesis is a suitable alternative.
While mammalian eukaryotic sulfotransferases use expensive and unstable adenosin-3’-
phosphate-5"-phosphosulfate (PAPS) as a donor for sulfation and their heterologous expression
is not easy, bacterial aryl-sulfotransferases (AST, EC 2.8.2.1) are robust enzymes with wide
substrate specificity utilizing inexpensive donors (for example para-nitrophenylsulfate) for
sulfation. These enzymes can be expressed in high yields in bacterial expression systems.
Bacterial ASTs are much less characterized than eukaryotic PAPS-dependent sulfotransferases.
Nevertheless, these bacterial non PAPS-dependent ASTs are frequently used for biosynthesis
of xenobiotic metabolites. Due to their wide substrate specificity, aryl-sulfotransferases have
great potential for biotechnological applications.

In this work, two batches of arylsulfotransferase from Desulfitobacterium hafniense were
produced in Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS by heterologous expression, enzymes were
obtained from cells 1) as total cell lysate and 2) from the periplasmic space. Both batches
produced were purified by two methods — by ionic exchange chromatography (anex) on a
DEAE Sephacel column and by gel permeation chromatography. The purified sulfotransferases
were compared for the yields, purity (by SDS-PAGE), specific activity (U/mg), concentration
(mg/ml) and activity (U/ml). Furthermore, were compared their biochemical (pH and
temperature optimum) and Kkinetic values (Michealis constant and maximum velocity).

Keywords: Metabolism, sulfation, aryl sulfotransferases, purification, Desulfitobacterium

hafniense
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1 Uvod

Soucasti (zdravé) lidské stravy je mnozstvi ovoce a zeleniny, které obsahuji zdravi
podporujici latky, jako jsou vitaminy, nenasycené mastné kyseliny, ale i rostlinné sekundéarni
metabolity, napt. flavonoidy a jiné polyfenoly. Tyto latky jsou také slozkami mnoha doplikt
stravy, ve kterych se nachazeji v Casto velmi vysokych koncentracich (az gramy v denni davce).

Mezi hlavni reakce ve fazi II metabolismu téchto xenobiotik patii sulfatace. Je znamo, Ze
v lidském téle dochazi k sulfataci flavonoidu, steroidt, IléCiv, antibiotik, hormoni,
polysacharidt a proteinti, coz vede ke zménam biologické aktivity téchto latek (Simpson &
Widlanski 2006). Béhem sulfatace dochazi ke zmén¢ mnoha chemicko-fyzikalnich vlastnosti
akceptoru, jako je velikost a hlavné rozpustnost. Vznikl¢ sulfatované slouceniny jsou polarnéjsi
a mohou se snadnéji transportovat v krvi nebo vyloucit moc¢i (Van Der Horst et al. 2015).
Sulfatace ma rovnéz dulezitou roli pii detoxikaci napt. fenolovych sloucenin v jatrech. Mnoho
metabolitd xenobiotik miize mit vliv na rizné buné&né funkce a farmakokinetiku v lidském
téle. Proto jsou stale cCastéji syntetizovany sulfatované metabolity biologicky aktivnich
flavonoidu ¢i dalsich polyfenold (Chapman et al. 2004).

Chemicka sulfatace je pro ptipravu téchto latek jako definovanych standarda ptirodnich
metabolitl pomérné obtizna. V chemickém nebo farmaceutickém primyslu se pouziva fada
toxickych ¢inidel ¢i organickych rozpoustédel zatézujicich zivotni prostiedi ve formé odpadu
(napt. oxid sirovy, pyridin ¢i terciarni amidy). Reakce provazi ¢asto nedostate¢na selektivita
nebo muze dochdzet ke vzniku vedlejsich produktt. Celkova nizké rozpustnost v organickych
rozpoustédlech ztéZzuje dalsi ¢isténi ¢i transformace sulfatovanych molekul (Al-Horani & Desal
2010; Van Der Horst et al. 2012; Islam et al. 2018).

Vhodnou alternativou ke komplikované chemické syntéze je syntéza enzymova. Hlavni
roli pii sulfataci hraji eukaryotni sulfotransferasy (SULT), které vyuZzivaji adenosin-3'-fosfat-
5'-fosfosulfat (PAPS) jako donor sulfatu (Murray et al. 2002). Tyto enzymy jsou vsak znacné
nestabilni a jejich izolace nebo heterologni exprese neni snadné zejména proto, Ze se asto jedna
o enzymy zabudované do membrany endoplazmatického retikula. Na druhé strané existuji
bakterialni aryl-sulfotransferasy (AST) nezavislé na PAPS, které se jevi jako vhodny nastroj
pro sulfataci v laboratornich podminkach. Tyto extracelularni a robustni enzymy maji fadu
vyhod, pocinaje levnéj$im a stabilngj$im donorem sulfatu v podobé para-nitrofenyl-sulfatu,
ptes snadnou expresi v bakterialnich expresnich systémech po schopnost piipravy stovek
miligrami pozadovaného sulfatovaného produktu (Van Der Horst et al. 2012). Piestoze se jiz
bézné pouziva nékolik takovych enzymi, vétSina znich vSak nebyla podrobné
charakterizovana a krystalova struktura je znama pouze u jedné z nich. Dle literatury (\VVan Der
Horst et al. 2012) hraji aryl-sulfotransferasy roli v fadé chorobnych stavii véetné vstupu HIV,
chronického zanétu a riznych forem rakoviny. I diky tomuto biologickému vyznamu roste
zajem o syntézu sulfatovanych molekul.

Tato bakalaiska prace se zabyva heterologni expresi a produkci aryl-sulfotransferasy z
Desulfitobacterium hafniense v Escherichia coli BL21(DE3)pLysS, jeji naslednou purifikaci a
stanovenim optimalni teploty, pH a kinetickych parametri (Michaelisova konstanta a
maximalni rychlost Vimax).



2 Cil prace

Cilem bakalatské prace bylo:
e Vypracovani literarni reSerSe na téma vyuziti bakterialnich aryl-sulfotransferas
e osvojeni si metodiky heterologni exprese
e purifikace bakteridlnich enzymu

e charakterizace exprimovaného purifikovaného enzymu — teplotni a pH optimum,
Michealisova konstanta a maximalni rychlost (Vmax).



3 Literarni reSerse

3.1 Metabolismus xenobiotik

Lidé jsou ve zvétSujici se mife vystavovani nejriznéjSim cizorodym latkdm
(xenobiotiklim), at’ uz se jedna o chemické ptipravky, potravinaiské chemikalie, 1€ky nebo latky
znec€iStujici Zivotni prostiedi (Murray et al. 2002). Mezi xenobiotika se vSak fadi také zdravi
prospésné latky, jako jsou naptiklad pfirodni biologicky aktivni latky z potravy, zejména
sekundarni metabolity rostlin, tzv. fytochemikalie. Typickymi zastupci takovych latek jsou
napf. polyfenoly, rostlinné steroidy, karotenoidy, glukosinolaty aj. (Shin et al. 2018).

Nejdulezitéjsim organem v lidském téle, kde vétSina xenobiotik mize byt
metabolizovana, jsou jatra. Metabolismus xenobiotik se vétSinou rozd€luje na dvé faze
(Obrazek 1), na jejichz konci se stavaji polarngjsimi, a tak je jednodussi je vyloucit z organismu.
Metabolismu téchto latek se ucastni enzymy, jejichz aktivita je ovliviiovana mnoha faktory,
napt. v€k a pohlavi jedince. Aktivita danych enzymu se muzZe lisit u riznych biologickych druht
a zaroven je rozdilnéd i mezi samotnymi jednotlivcei (rozdily zpsobené genetickymi faktory).
Vliv mohou mit i metabolity jinych xenobiotik, které mohou inhibovat aktivitu enzymu prave
metabolizovaného xenobiotika (Murray et al. 2002; Hodgson 2010).
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Obrdzek 1 - MoZnosti faze | (Cervené) i Il (modre) metabolismu paracetamolu. Prevzato od (Murray et al. 2002).
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3.1.1 Prvnifaze

Hlavni reakci v prvni fazi metabolismu xenobiotik je hydroxylace. Zodpovidaji za ni
zejména enzymy zvané monooxygenasy neboli systém cytochromu P-450. Obecna reakce pro
néje: RH + O2 + NADPH + H* — R-OH + H,0 + NADP", kdy RH je cizoroda latka (Murray
et al. 2002; Timbrell & Marrs 2009; Boroujerdi 2015).

Vétsina polyfenold je v potravé pfitomna ve formé glykosidi, esterd nebo polymeri.
V této forme¢ vSak nemohou byt absorbovany do lidského téla. Tyto latky musi byt nejprve
hydrolyzovany. Béhem absorpce a po ni projdou polyfenoly methylaci, sulfataci nebo
glukuronidaci (Murray et al. 2002).

3.1.2 Druha faze

Zatimco v prvni fazi jsou xenobiotika metabolizovana na polarnéjsi hydroxyderivaty,
ve druhé fazi jsou tyto slouceniny konjugovany napt. S molekulami kyseliny glukuronové,
sulfatu nebo glutathionu. Tim se stavaji rozpustné&j$imi ve vodé a mohou byt vylou¢eny mo¢i.
Podle (Murray et al. 2002) existuje nejméné pét typu reakci faze II.

3.1.2.1 Glukuronosylace

Pomoci glukoronosylace jsou vylu€ovany cizorodé latky jako anilin, kyselina benzoova,
fenol a celd fada steroidi. Donorem reakce je UDP-glukuronat a katalyzatorem jsou
glukosiduronattransferasy, vyskytujici se v cytosolu nebo endoplazmatickém retikulu.

3.1.2.2 Acetylace

Donorem acetylace je acetyl-koenzym A (CoA) a reakce katalyzuji acetyltransferasy,
které jsou ptitomny v cytosolu (hlavné v jatrech). Schéma reakce je R + AcetylCoA — Acetyl-
R + CoA, kde R je oznaceni pro xenobiotikum.

3.1.2.3 Methylace

Xenobiotikum mize byt metabolizovano pomoci methylace, kdy donorem je methyl ve
form¢ S-adenosyl-L-methioninu a reakci katalyzuji methyltransferasy (napf. katechol-O-
methyltransferasa, COMT).

3.1.2.4 Konjugace s glutathionem

Tento tripeptid napomaha metabolizovat velky pocet potencialné toxickych elektrofilnich
xenobiotik. Sam glutathion (GSH) je nukleofilni. Reakci mtizeme vyjadiit jako R + GSH — R-
S-G, kdy R je oznaceni pro xenobiotikum. Katalyzujicim enzymem jsou glutathion-S-
transferasy, vyskytujici se hlavné v jaternim cytosolu.

11



3.1.2.5 Sulfatace

Sulfatace molekul hraje velkou roli v biologickych funkcich jako je regulace hormont,
transdukce signalti nebo detoxikace. V metabolismu ji nejcastéji podléhaji alkoholy, fenoly a
arylaminy. Donorem reakce je adenosin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat (zkracené PAPS), ktery se
nazyva aktivni sulfat (Obrazek 2). PAPS je syntetizovan prostiednictvim fosforylace adenosin-
5'-fosfosulfatu (APS) s pouzitim ATP jako donoru (Murray et al. 2002).

Béhem sulfatace dochazi ke zméné mnoha chemicko-fyzikalnich vlastnosti akceptoru,
jako je naboj, velikost a hlavné rozpustnost. Vytvotrené sulfatované slouceniny jsou polarné;jsi
a mohou se snadnéji transportovat v krvi nebo vyloucit moc¢i. Na reakcich téchto sloucenin se
podileji sulfotransferasy, které usnadniuji pienos sulfatové skupiny na hydroxylovou skupinu
riznych sloucenin napt. flavonoidt (Van Der Horst et al. 2012). Sulfatace xenobiotik snizuje
jejich toxicitu a zlepsSuje jejich vylu¢ovani (Purchartova et al. 2015). Celkové sulfatace je hlavni
cesta pro biotransformaci fenolovych a katecholovych 1é¢iv a jinych xenobiotik.

o)
Sulfatace -O-5—
R—OH > R-0-S-0
o]
NH,
+ N \ +
</ ‘ N NH;

N A
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7 Q o) N ) /

0=8-0-P-0 N
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0-P-0 N
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O OH
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o O OH
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o

Obrdzek 2 - Schéma sulfatace. Prenos sulfdtu z donoru sulfdtu adenosin-3’-fosfat-5-fosfosulfdtu PAPS na OH skupinu
slouceniny R-OH.

Typ konjugace je rozdilny dle typu povahy substratu a piijimané skupiny. Sulfatace ma
obecné vyssi afinitu a nizs§i kapacity nez glukuronidace. Kdyz se tedy zvysi pozita davka
xenobiotika, bude dana latka ve zvySené mife glukuronylovana. Rovnovaha mezi sulfataci a
glukuronylaci je ovlivnéna druhem, pohlavim a nutriénim statutem jedince (Manach et al.
2004). Metabolity faze II biotransformace mnoha latek jsou sulfaty. Sulfatované malé molekuly
mohou byt také, diky jejich hydrofilni povaze, uzite¢né jako slozky terapeutickych ptipravki
(Purchartova et al. 2015). Pfiprava autentickych, ¢istych a strukturné charakteristickych
metaboliti polyfenolli je velmi dilezitd pro spravné stanoveni jejich farmakologickych
vlastnosti (Purchartova et al. 2015).

3.2 Enzymy prenasejici sirné skupiny

Vétsina enzymi katalyzujici reakce faze II biotransformace xenobiotik patii do druhé ze
Sesti tfid enzymu, jsou to tedy transferasy. Tyto enzymy napomahaji pfenosu skupiny atomi
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z jedné molekuly (donoru) na druhou (akceptor). Dale se déli do podtiid a skupin podle typu
ptenasenych funkénich skupin. Jednou z téchto podtiid jsou enzymy pienasejici sirné skupiny
(EC 2.8.), kam patii:

e Sulfurtransferasy (EC 2.8.1.) — sirné skupiny kromé EC 2.8.2. a 2.8.3.

o Sulfotransferasy (EC 2.8.2.) — ptenasejici sulfat

e CoA-transferasy (EC 2.8.3.) — pienasejici koenzym A

3.2.1 Aryl-sulfotransferasy (EC 2.8.2.1)

Aryl-sulfotransferasy (AST) jsou skupinou enzymu, které vyuzivaji jako
substraty (donory i akceptory) celou fadu derivatt fenolu. Ayuso-Fernandez et al. fadi AST
mezi cystolické sulfotransferasy, které pienaseji sulfatovou skupinu na molekuly jako jsou
fenoly, steroidy, hormony, aminy a xenobiotika (Ayuso-Fernandez et al. 2014). Tyto enzymy
se déli do dvou skupin - aryl-sulfotransferasy |, 11 a aryl-sulfotransferasy I1l, IV (Sekura et al.
1981). Dalsi mozné rozdéleni je podle (Van Der Horst et al. 2012), ktery rozdéluje AST na
skupinu, ktera pouziva jako molekulu donoru PAPS pro sulfataci cukri, hormoni a antibiotik.
Druha skupina vyuziva fenolové sulfatové estery, jako je p-nitrofenylsulfat (p-NPS), p-
acetylfenylsulfat nebo 1-naftylsulfat jako donor sulfatu (Van Der Horst et al. 2012; Islam et al.
2018).

Rada malych molekul véetn& hormont, 16¢iv, antibiotik nebo i makromolekul, jako jsou
proteiny a cukry, je piirozené¢ sulfatovana pravé AST (Stressler et al. 2016). Aryl-
sulfotransferasy jsou navic schopné zvratit proces sulfatace v buiikach (Wang & James 2005).
AST maji Siroky substratovy rozsah a je mozné je snadno produkovat v bakterialnich
expresnich systémech. AST jsou schopné sulfatovat fenolova antibiotika, steroidy, flavonoidy
a lignin (Islam et al. 2018). Aryl-sulfotransferasy je mozné najit v mikroorganismech,
v zivo¢isnych tkanich i u n€kterych rostlin (Stressler et al. 2016).

3.2.1.1 Eukaryotické sulfotransferasy

V eukaryotnich bunkéch sulfotransferasy zodpovidaji pravé za pfeménu xenobiotik na
metabolity, které jsou dale rozpustnéjsi ve vodé a vylu€ovany do moci. Protoze jsou metabolity
snadno odbouravany, lze povazovat sulfataci pomoci sulfotransferas za bunéfny obranny
mechanismus (Strott 2002). Tyto enzymy jsou pfitomny v riznych tkanich a k G¢inné konjugaci
sulfatu v eukaryotech je potfebna ptitomnost PAPS. Enzymovy mechanismus této reakce se
oznacuje ,,bi-bi“, jelikoZ reakce zahrnuje 2 substraty (donor a akceptor sulfatu), které vedou ke
dvéma produktim. Existuji dvé skupiny ecukaryotickych sulfotransferas — cytosolové a
membranové vazané (Negishi et al. 2001).

Cytosolové sulfotransferasy sulfatuji malé endogenni a exodenni slouceniny jako jsou
steroidy, bioaminy a riizna 1é¢iva, a podileji se tak na detoxikaci organismu. Podileji se ale i na
aktivaci a deaktivaci hormont a karcinogent tvorbou sulfatovych konjugati (Chapman et al.
2004).

Membranové sulfotransferasy sulfatuji i vétsi molekuly, napiiklad proteiny (Negishi et
al. 2001) a jsou lokalizované v Golgiho aparatu (Glatt et al. 2001). Tyto sulfotansferasy reguluji
extracelularni signaliza¢ni pochody (Chapman et al. 2004). Vétsina znamych sulfotransferas je
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¢lenem nadrodiny enzymi zvané SULT. U ¢lovéka je znamo deset geni kodujicich rizné
isoformy SULT (Glatt et al. 2001).

Jak uz bylo feceno vyse, eukaryotické sulfotransferasy pouzivaji PAPS jako donor sulfatu
pro sulfataci molekul. Problematickym pro praktické vyuziti téchto sulfotransferas je velmi
nakladny PAPS, ktery Ize sice regenerovat, zavadi se vSak do systému dalsi donor substratu
(Van Der Horst et al. 2012). AST IV (arylsulfotransferasa z potkanich jater), byla pouzita
k vyvoji takového regeneracniho systému S jednim enzymem pro PAPS (Burkart et al. 2000;
Ayuso-Fernandez et al. 2014), ktery vyuziva reverzibilitu reakce katalyzované pomoci AST IV,
Pokud je spojena s jinou sulfotransferasou, zavislou na PAPS, mize AST IV pienaset
sulfatovou skupinu z p-NPS na PAP a regenerovat PAPS (Obrazek 3). Nevyhoda tohoto
systému muize byt v nestabilité Cisté AST IV (Ayuso-Fernandez et al. 2014), kterou je mozné
prekonat pouzitim celych bun€k exprimujicich AST IV namisto jejich dezintegrace a
ptidavanim Cerstvého enzymu K piekonani jeho kratké zivotnosti.
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Obrdzek 3 - Regeneracni cyklus adenosin-3’-fosfdt-5'-fosfosulfatu (PAPS) zavisly na pouZiti aryl-sulfotransferasy. Upraveno a
prevzato od (Ayuso-Fernandez et al. 2014).

Podle literatury (Van Der Horst et al. 2012) hraji aryl-sulfotransferasy roli v fadé
chorobnych stavii véetné vstupu HIV, chronického zanétu a riznych forem rakoviny. I diky
tomuto biologickému vyznamu roste zajem o syntézu sulfatovanych molekul.

3.2.1.2 Bakterialni arylsulfotransferasy

Tato skupina aryl-sulfotransferas pouziva fenolové sulfatové estery (Obrazek 4, napf. p-
NPS) jako donory sulfatu (Van Der Horst et al. 2012). Mechanismus pienosu sulfatu béhem
této reakce je nezavisly na PAPS (Mangold et al. 1993). Pouzivani téchto enzyma se ukazalo
jako vhodné pro preparativni piipravu sulfat. Jejich velkou vyhodou je snadna exprese v E.
coli. AST jsou stabilné&jsi oproti eukaryotickym aryl-sulfotransferasam a p-NPS je levnéjsi a
stabiln&jsi oproti PAPS. Mezi nejvyuzivanéjsi patii AST z Desulfitobacterium hafniense ¢i z
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Haliangium ochraceum (Ayuso-Fernandez et al. 2014). Prvni AST byla objevena v bakterii
Eubacterium A-44 v lidském stfevé. V posledni dobé bylo objeveny dalsi bakterie obsahujici
aryl-sulfotransferasy nezavislé na PAPS (Van Der Horst et al. 2012). Jedina krystalova
struktura AST byla dosud ur¢ena pro AST z kmene E. coli CFT073 (Maloj¢i¢ et al. 2008). AST
vykazuji Sirokou substratovou specifitu a u vétSiny bakterii jejich fyziologické role zlstavaji
neznamé. Ale napiiklad ze Streptomyces sp. MK730-62F2 byla exprimovana AST, ktera se
ucastni biosyntézy liponukleosidi. Je zodpovédna za tvorbu sulfatovanych liponukleosidovych
antibiotik (Kaysser et al. 2010; Van Der Horst et al. 2012).

O 0 (0]
HO\S// HO\S// HO\S//
7 o VAR VAN
O o) Q o) Q
T — L
o o]
p-NPS p-Acetylfenyl sulfat I-naftyl sulfat

Obrdzek 4 - Priklady fenolovych sulfatovych esterti jako donoru sulfatové skupiny
3.3 Sulfatace v primyslovém a laboratornim méritku

3.3.1 Chemicka sulfatace

V chemickém nebo farmaceutickém primyslu se k sulfataci sloucenin pouzivaji
komplexy oxidu sirového (SO3) s tercialnimi amidy nebo aminy (Van Der Horst et al. 2012),
kyselina sirova a amidosulfonova (Islam et al. 2018). Pouzivani téchto ¢inidel ma fadu nevyhod.
Mezi hlavni nevyhody patii nepfiznivé podminky reakci, které mohou poSkodit citlivé
komplexni slouceniny, nebo Spatna selektivita reakce, tj. v prubéhu reakci miize dochazet i
ke vzniku vedlejsich produkti (Van Der Horst et al. 2012). Chemicka vyroba zahrnuje nékolik
krokti a pouziti fady nebezpecnych chemikalii jako je napf. oxid sirovy-pyridin, fada toxickych
¢inidel ¢i organickych rozpoustédel, zatézujici Zivotni prostiedi ve formé odpadt (Simpson &
Widlanski 2006; Islam et al. 2018).

Dalsi problém je spojen se zménami fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti
sulfatovanych molekul. Celkova nizk4 rozpustnost v organickych slouceninach ztézuje dalsi
transformace ¢i CiSténi. Dale je potfeba chranéni reaktivnich skupin a nasledné odstranéni
chranéni, coz vyzaduje nékolikakrokovou syntézu (Penney & Perlin 1981; Al-Horani & Desai
2010).
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3.3.2 Enzymaticka sulfatace

Alternativou k chemické sulfataci je vyuziti enzymu, jako jsou pravé sulfotransferasy.
Oproti chemické sulfataci zahrnuje enzymova reakce vétSinou pouze jeden krok a probiha za
mirné&jSich podminek. Nicméné u SULT je hlavnim problémem, ze potiebuji pouzivat nakladny
PAPS, ktery je zaroven nestabilni a mize zpusobit i K substratové inhibice produktu 3'-
fosfoadenosin-5'-fosfatem (PAP) (Gamage et al. 2006; Ayuso-Fernandez et al. 2014). Nakladny
PAPS lze regenerovat ovsem za cenu zavedeni dalsiho sulfatového donoru do reakce. Zaroven
membranové sulfotransferasy jsou nestabilni a hiife se exprimuji, proto neni jejich produkce
trivialni (Chopin et al. 2014).

Bakterialni AST jsou vyhodné&j$i pro biotransformace multigramovych mnozstvi
substratli z divoda nizsich nakladt, diky jejich vyssi stabilit¢ a schopnosti vyuzivat levné
donory sulfati jako je p-NPS oproti PAPS. AST maji Sirokou substratovou specifitu a vysokou
regioselektivitu. Maji niz8i tendenci inhibice produktem nez SULT a jsou schopny sulfatace
nearomatickych slouc¢enin (Hartog & Wever 2015; Van Der Horst et al. 2015).

3.3.3 Vyuziti sulfotransferas ze savéich enzymii

3.3.3.1 Sulfotransferasa z potkanich jater (AST V)

-----

substratovou specifitu (Duffel & Jakoby 1981; Sekura et al. 1981). Tento enzym byl pouzit
v mnoha pracich pro ovétovani autenticity sulfatovanych metabolitl u savcu.

Kvercetin, rutin, isokvercetin a taxifolin patii mezi flavanoly, coz je hlavni tiida
flavonoidi - pfirozené se vyskytujicich polyfenolt a latek, které maji vyznamnou roli v lidské
stravé. Vyskytuji se v ovoci a zelenin€ a jsou povazovany za antioxidanty. Kvercetin pomaha
organismu pi1 chorobach spojenych s oxida¢nimi nerovnovahami, napf. pfi zanétech nebo
kardiovaskularnich problémech. V ptirodé¢ se kvercetin vyskytuje ve formé glykosida, napf.
isokvercitrin (3-O-B-D-glukopyranosid) nebo rutin (kvercetin 3-O-rutinosid, Obrazek 5), ktery
je pouzivan ve farmaceutickém, nutraceutickém a kosmetickém priimyslu jako stabilizator nebo
ptirodni barvivo (Purchartova et al. 2015). Krom¢ toho maji kvercetin a rutin antikoagulaétni,
antiagregacni a antivirové U€inky (Valentova et al. 2018). Taxifolin se od kvercetinu 1i8i absenci
dvojné vazby v poloze C2 a C3 na kruhu C; izoluje se z kury Pinus roxburhii, Larix sibirica
nebo Taxus chinensis var. mairei. Taxifolin se podili na udrzovani normalni funkce obéhového
systému, zlepsuje imunitu a snizuje tvorbu rakovinnych bunék (Weidmann 2012). Nejbohat$im
zdrojem kvercetinu je napiiklad cibule, kapusta nebo brokolice (Manach et al. 2004). Ptijem
kvercetinu a jeho glykosidu i taxifolinu z potravy je pomérné vysoky a jejich metabolity jsou
Casto sulfaty. Sulfatované derivaty téchto latek jsou tedy dilezité jako standardy pro
metabolické studie. Sulfatované derivaty kvercetinu navic vykazuji dalsi zajimavé biologické

-----

2015).

Pro ovéfeni, zda jsou kvercetin a jeho derivaty substraty pro AST IV z jater potkana, byla
testovana sulfatace rekombinantnim enzymem exprimovanym V E. coli. Diky pfirozené se
vyskytujicimu kofaktoru PAPS v butikach E. coli byla AST IV schopna katalyzovat regeneraci
PAPS pomoci p-NPS jako donoru sulfatu, ale pouze za pouziti celych bunék produkujicich
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tento enzym, ktery byl po izolaci nestabilni. Ze zkoumanych latek byl pouze taxifolin schopen
sulfatace pomoci AST IV (Purchartova et al. 2015).

OH 0 Kvercetin

4" _OH

Taxifolin
Rutin O

Obrdzek 5 - Kvercetin a jeho derivdty

Sulfatace pomoci AST IV byla studovana i u flavonolignana silymarinu, coz je vytazek
z plodu ostropestice marianského (Silybum marianum (L.) Gaertn.). V soucasné dobé se
pouziva jako doplnék stravy s antioxida¢nimi (Kwon et al. 2013), hepatoprotektivnimi
(Dehmlow et al. 1996), chemoprotektivnimi, protirakovinnymi (Zi et al. 2000) a
dermatoprotektivnimi uc¢inky. Mezi hlavni flavonolignanové izomery v silymarinu patfi silybin,
silychristin a silydianin (Obrazek 6) (Saller et al. 2001; Gillessen & Schmidt 2020).
K prvotnimu prokazani sulfatace byl proveden pokus pomoci AST z potkanich jater, ktera
prokazala proces sulfatace (tvorba p-nitrofenolu z p-NPS), avsak izolovany sulfat se povedlo
ziskat pouze od silybinu B (Valentova et al. 2018).
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Obrdzek 6 - Vybrané flavonolignany obsaZené v ostropestrci maridnském.
3.3.4  Vyuziti bakterialnich sulfotransferas

Vyhodou bakteridlnich enzymi je zejména jejich snadna exprese v jednoduchych
expresnich systémech, jako je E. coli, a nasledna schopnost piipravit zadané produkty
vV mnozstvich az stovek miligrami. Bakterialni AST jsou mnohem méné charakterizované nez
eukaryotni PAPS zavislé sulfotransferasy. Nicméné¢ pravé tyto AST jsou uziteéné
pro biotransformacni ucely. Maji vyhodu ve vyssi stabilit¢ p-NPS oproti PAPS a v §iroké
substratové specifité (Mozhaev et al. 2002), proto mohou byt potencionalné uzite¢nymi
v selektivni a mirné sulfataci mnoha sloucenin napf. peptidi, steroidt a sacharida (Van Der
Horst et al. 2012).

3.3.4.1 AST z Desulfitobacterium hafniense

Tento enzym byl poprvé exprimovan a zkouman v roce 2012 (Van Der Horst et al. 2012).
Proteinové sekvence z D. hafniense koduje protein se 628 zbytky odpovidajici molekulové
hmotnosti 71,4 kDa. Srovnani sekvenci AST od rtznych organismi ukazuje na mozné
rozdéleni do dvou tiid (Van Der Horst et al. 2012). Prvni tfida zahrnuje proteiny hlavné
proteobakterii a sekvence vykazuji velkou podobnost (Grimshaw et al. 2008). Druha tiida, kam
patii i AST z D. hafniense, vykazuji mensi podobnost sekvenci, sekvence jsou delsi nez u prvni
tiidy (az o 30 zbytki) a lisi se i poty zbytkt (Van Der Horst et al. 2012). Prostorové usporadani
zbytkt aktivniho mista v bakteridlnich AST je nicméné stejné jako v sulfotransferasach
zavislych na PAPS (Teramoto et al. 2009).

Byla zkoumana aktivita AST z D. hafniense a jeji schopnost sulfatace riznych akceptora
ze skupin fenolovych latek, steroidu a alifatickych alkoholt; jako donor sulfatu byl pouzit p-
NPS. U vétsiny fenolovych sloucenin bylo zjisténo, ze jsou schopny pfijmout sulfat. Pro
sulfataci steroidu, jak se ukazalo, je dulezita pfitomnost 3"-OH skupiny na aromatickém jadre,
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ktera dobie pfijima sulfatovou skupinu (Obrazek 7). Pii stanoveni charakterizace enzymu bylo
stanoveno optimalni pH 9,6 a stfedni teplota tani v zavislosti na podminkach v rozmezi 30,9-
44,9 °C. K purifikaci enzymu byla pouzita kolona DEAE Sephacel. Autoti uvadéji, ze po
purifikaci byl na kontrolni SDS-PAGE pouze jeden prouzek o ptiblizné molekulové hmotnosti

70 kDa, ovSem obrazek nebyl v praci uveden (Van Der Horst et al. 2012). Piesto tento enzym
dosud nebyl krystalizovan.
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Obrazek 7 - Priklady steroid(i, které se podarilo (A) a nepodarilo (B) sulfatovat pomoci AST z D. hafniense. Upraveno a prevzato
od (Van Der Horst et al. 2012).

AST z D. hafniense dokazala vyuzit jako akceptory sulfatové skupiny také néekteré
nefenolové alkoholy. Ovsem tato reakce je mnohem pomalejsi oproti reakei s fenoly (Van Der
Horst et al. 2012).

Pomoci AST z D. hafniense byly ziskany sulfatované produkty kvercetinu ve velmi
dobrém mmnozstvi (stovky mg) k provedeni dalsich studii (Purchartova et al. 2015). Bylo
zjisténo, ze AST z D. hafniense je velmi vhodna pro sulfataci diky své vysoké ucinnosti
(Tabulka 1) a ze produkuje stejné derivaty jako sav¢i enzym (Obrazek 8). Testovani ptipadnych
alternativnich donorti sulfatu (N-hydroxysukcinimid sulfat, N-ftalimid sulfat) ukazalo, ze p-
NPS je jako donor nejlepsi (Valentova et al. 2017).
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Obradzek 8 - Sulfatace kvercetinu. Upraveno a prevzato od (Purchartova et al. 2015)

Tabulka 1 - Porovndni zdkladnich vlastnosti AST IV a AST z D. hafniense. Upraveno a prevzato od (Purchartovd et al. 2015)

Vlastnosti Potkani AST IV AST z D.hafniense
Pouziti PAPS Ano Ne

Katalyzator Celé buriky Lyzat

Cas reakce 3 dny 4 hodiny

Vytésiek 0-25 % (10 mg) 50-80 % (100 mg)
Optimadilni teplota °C 37 30

Pomoci D. hafniense byly ziskany i sulfatované flavonolignany silymarinu (napf. silybin
A'i B, silydianin, silychristin a 2,3-dehydroflavonolignany), strukturné identické s metabolity
savcl (Marhol et al. 2013; Valentova et al. 2018). Nasledné testovani ukdzalo, Ze nckteré
sulfatované metabolity flavonolignand silymarinu vykazovaly vazorelaxa¢ni ucinky (Pourova
et al. 2019).

3.3.4.2 AST z Haliangium ochraceum (HocAST)

AST kodovana timto genem byla heterologné exprimovana v E. coli a byla dokazana
aktivita tohoto enzymu. HocAST je schopna pouzivat PAPS i p-NPS jako donor sulfatu, coz
zngj déla pomeérné vsestranny enzym. VyzkouSené akceptory HOCAST jsou uvedeny na
obrazku (9). Molekularni hmotnost tohoto enzymu ¢ini 37 kDa (Ayuso-Fernandez et al. 2014).
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Obradzek 9 - Akceptory pro AST z H. ochraceum Prevzato a upraveno od (Ayuso-Ferndndez et al. 2014).

Z vyse uvedeného vyplyva, ze piestoze se jiz bézné¢ pouzivd nckolik bakteridlnich
arylsulfotransferas, vétSina z nich nebyla podrobné¢ charakterizovana a krystalova struktura je
znama pouze u jedné z nich.
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4 Metodika
4.1 Pouzité materialy a pristroje
4.1.1 Vychozi latky a pouzita Cinidla

Akrylamid (VWR, Ceska republika)

Bradfordovo ¢inidlo (fedéno 1:4 s destilovanou vodou, Bio-rad, USA)
Coomassie Brilliant Blue (USB Corporation, USA)
Destilovana voda

Dodecylsiran sodny (SDS, SERVA, USA)

Ethanol (VWR, Ceska republika)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)
Fenylmethylsulfonyl-florid (PMSF, Sigma-Aldrich, USA)
Fenol (VWR, Ceska republika)

Glycerol (VWR, Ceska republika)

Glycin (Lach-Ner, Ceska republika)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)
Isopropyl-B-D-thiolaktopyranosid (IPTG, Sigma-Aldrich USA)
Kanamycin-sulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina chlorovodikova (VWR, Ceska republika)

Kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika)

Lysozym (Oxoid, Velka Britanie)

Methanol (ISOLAB, Némecko)

para-Nitrofenyl-sulfat (ACROS Organics, Némecko)
Persulfat amonny (Bio-rad, USA)

Sacharosa (Chemapol, Ceska republika)
Tetramethylethyldiamin (TEMED, Sigma-Aldrich, USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, MERCK, Némecko)
Trypton (Oxoid, Velka Britanie)

Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, Velka Britanie)

4.1.2 Biologicky material

Kryokonzervované buniky E. coli BL21(DE3)pLysS, transformované plasmidem
obsahujicim gen pro AST z D. hafniense (dar dr. van der Horsta, University of Amsterdam)
byly skladovény pii -80 °C a pouzity nejpozdéji 6 mésicl po transformaci.

4.1.3 Meédia a roztoky

Luria Bertani (LB) médium: 5 g tryptonu, 2,5 g kvasni¢né¢ho extraktu a 2,5 g NaCl
doplnéné vodou na 500 ml

100 mM Tris-glycinovy pufr: 6,057 g Tris-baze, 3,754 g glycinu a 5,84 g NaCl doplnéné
vodou na 500 ml a upravené na pH 8,9 HCI
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Pufr A: 7,507 g glycinu a 12,114 g Tris-baze doplnéné na 1000 ml a upravené pH 8,5
HCI

Pufr B: 7,507 g glycinu, 12,114 g Tris-baze a 11,688 g NaCl doplnéné na 1000 ml a
upravené pH na 8,5 HCI

Periplasmaticky lyzaé¢ni pufr: 40 g sacharézy, 6 ml Tris o pH 8,0, 0,4 ml 0,5M EDTA
o pH 8,0a0,2 g lysozymu doplnéné vodou na 200 ml

Barvici roztok: 0,25 g Coomassie Briliant Blue, 90 ml methanolu, 90 ml vody a10 ml
99% kyseliny octové

Elektrodovy pufr pro SDS-page (Running pufr): 3 g/l Tris, 18,8 g/l glycinu a 1 g/l
SDS, zasobni roztok Skrat koncentrovany

Gel na SDS-PAGE (10%): 10% separacni gel — 4 ml vody, 3,3 ml 30% akrylamidu, 2,5
ml 1,5M Tris pufru pH 8,8, 100 ul 10% SDS, 100 pl 10% persulfatu amonného, 5 ul TEMED
a 5% zaosttovaci gel — 2,7 ml vody, 0,67 ml 30% akrylamidu, 0,5 ml 0,5 M tris pufru pH 6,8,
40 ul 10% SDS, 40 ul 10% persulfatu amonného a 4 ul TEMED

Marker molekulovych hmotnosti: LMW (low molecular weight) 14,4 - 97,4 kDa, 2,4
mg proteinu ve 200 pl 50% glycerolu, 300 mM NaCl, 10 mM Tris o pH 8,5, 2 mM EDTA, 3
mM NaNs3,

Odbarvovaci roztok: 350 ml ethanolu, 550 ml vody, 100 ml kyseliny octové

4.1.4 Pristrojové vybaveni

Akta FPLC (Amersham Biosciences, Svédsko)

Akta purifer (Amersham Biosciences, Svédsko)
Analytické vahy (OHAUS Corporation, USA)

Aparatura pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, USA)

Inkubator a shaker NB205-QF (N-Biotek, Velka Britanie)
Kolona DEAE Sephacel (Sigma Aldrich, USA)

Kolona Sephacryl (Amersham Biosciences, Svédsko)
Kolona Superdex (Amersham Biosciences, Svédsko)
Magnetick4d michacka Magneticstirner (Velp Scientifica, Italie)
Sonikator UP50H (Hielscher, Némecko)

Spektrofotometr UV mini 1240 (SHIMADZU, Japonsko)
Spektrofotometr Schoeller instruments (Tecan, Svycarsko)
Termomixer (Eppendorf, USA)

Vortex Grant-bio (Grant Instruments, Velka Britanie)

pH metr (Eppendorf, USA)

4.2 Pouzité metody

4.2.1 Stanoveni aktivity aryl-sulfotransferasy

Principem metody pro stanoveni aktivity enzymu je reakce fenolu jako akceptoru a p-
nitrofenyl-sulfatu jako donoru sulfatové skupiny ve stejném poméru za ptitomnosti aktivniho
enzymu ve 100 mM Tris-glycinovém pufru o optimalnim pH 8,9 (Van Der Horst et al. 2012).
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Mg¢teni probiha ve spektrofotometru v jamkach mikrotitracnich desticek za teploty 30 °C.
Nasledné se aktivita vypocitd pomoci vzorce:

A/min o
a= " * IV x Fedéni * 5

kdy A/min je absorbance za minutu, k — kalibra¢ni faktor zavislosti absorbance na koncentraci
o hodnoté 0,0109 [mMM™1], fedéni znaéi fedéni enzymu ze zasobniho roztoku, V je celkovy
objem (250 pl), a je vysledna aktivita v jednotkach U/ml.

4.2.2 Méreni koncentrace proteini podle Bradforda

Mg¢teni proteinii podle Bradforda (Bradford 1976) slouzi ke stanoveni koncentrace
proteinti ve vzorku (Vv mg/ml). Méfeni se provadi ve spektrofotometru. K méfeni je potieba 1
ml Bradfordova cinidla, které spolu s 100 ul 100 mM Tris-glycinového pufru tvofi slepy
vzorek. Vzorek enzymu (100 pl) s Bradfordovym ¢inidlem (1 ml) je pak méten pii absorbanci
595 nm vici slepému vzorku. Reakéni smési jsou pfed zméfenim inkubovany 15 minut pfi
laboratorni teploté. Vysledna koncentrace se pak vypocita dle vzorce:

c =Axk *redéni

kdy A je absorbance pii 595 nm (vysledna absorbance by se méla nachdzet v rozmezi 0,1-0,6
pro zachovani linearni zavislosti), k je kalibra¢ni faktor Bradfordova c¢inidla zavislosti
absorbance na koncentraci standardu (hovézi y-globulin, ,,Protein Standard I, Bio-Rad), fedéni
znaci fedéni vzorku ze zasobniho roztoku a ¢ je vysledna koncentrace v mg/ml.

423 SDS-PAGE

Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-
PAGE) je biochemicka metoda, ktera se pouziva k déleni proteini na zakladé jejich
pohyblivosti v elektrickém poli, ktera je zavisla na jejich molekularni hmotnosti a na prachodu
gelem. Jejich pohyblivost je srovnavana s pohyblivosti standardi o znamé molekularni
hmotnosti.

Pfipraveny roztok pro 10% polyakrylamidovy gel byl napipetovan do aparatury, Ktera se
sklada ze dvou skel a nastavce s jamkami pro nasledné pipetovani vzorki, a odstaven pro
ztuhnuti separa¢niho gelu. Nasledné byl pfipraven zaostiovaci gel a napipetovan do aparatury
po rysku. Po plném ztuhnuti byl gel pfipraveny k elektroforéze.

Elektroforesa probiha v aparatufe Mini-PROTEAN Tetra cell pti 130 V v prostiredi
elektrodového pufru. Do prvni jamky bylo napipetovano 5 pl markeru molekulovych
hmotnosti. Vzorky byly napipetovany do dalsich jamek (20 pl) spolu s pfidanym vzorkovym
pufrem (5 pl). Vzorky byly pied nanesenim denaturovany (3 minuty pii 99 °C). Gel byl zalit
elektrodovym pufrem a aparatura ptipojena k elektrodam. Po skonéeni byl gel vyjmut, proteiny
obarveny (15 minut) pomoci Coomassie Brilliant Blue a pozadi bylo odbarveno odbarvovacim
¢inidlem (slozeni roztoku viz kapitola 4.1.2).
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4.2.4 Koncentrovani proteini

Koncentrovani enzymu probiha na principu ultracentrifugace pii 10 °C a 5000 otackach
za minutu (rpm) (1677 x g) na 1 ml v kyvetach Amicon Ultra S membranou 0 ,,cut-off< 10 kDa.

4.3 Produkce enzymu

4.3.1 Priprava bunék

Do péti Erlenmeyerovych banék se 100 ml Zzivného LB média bylo nao¢kovano 100 pl
pfedem piipravenych kryokonzervovanych bunék E. coli, transformovanych plasmidem
obsahujicim gen pro AST z D. hafniense. Bunky byly pfed pouzitim postupné rozmrazeny na
ledu. Dale bylo piidano 100 ul antibiotika kanamycin-sulfatu. Veskeré pipetovani a dalsi
manipulace s buitkami byly provadény ve sterilnim prostifedi v laminarnim boxu. Poté byly
bunééné suspenze inkubovany pii teploté¢ 37 °C a 120 rpm ve tfepacce. Bakterie se nechaly
nartst, dokud OD (opticka densita) pti vinové délce 600 nm nebyla 0,600. Prib&zné méteni
bylo provadéno po 2, 2,5 a 3 hodinach spektrofotometricky proti slepému vzorku, kterym bylo
LB medium bez bakterii. Do kazdé baiiky bylo nasledné piidano 160 pl isopropyl-p-p-
thiolaktopyranosidu a suspenze byly inkubovany pies noc ve tiepaéce za stalé teploty 25 °C a
220 rpm.

Druhy den byly kultury prelity do kyvety a centrifugovany 20 minut pii otackach 5000
rpm (4000 x g) a teploté¢ 10 °C. Po centrifugaci byl supernatant odstranén a vznikla peleta
obsahujici bunky byla dale zpracovana.

4.3.2 Lyzovani bunék E. coli

K ziskdni enzymu z bunék byly pouzZity dvé rizné metody. Pii prvnim zplsobu byly
bunky rozbity pomoci ultrazvuku, u druhého zptisobu byla pouzita metoda, kdy pomoci zmény
osmotického tlaku byla rozbita periplasmaticka membrana.

4.3.2.1 Sonikace

Peleta vznikla po centrifugaci byla resuspendovana v 10 ml 100 mM Tris-glycinového
pufru o pH 8,9. Do resuspendovaného vzorku bylo ptidano 100 ul PMSF. Roztok byl sonikovan
pomoci sonikatoru UP50H ve zkumavce o objemu 50 ml (typ Falkon) na ledu v pravidelnych
intervalech 4 minuty sonikovani, 4 minuty stani ve ¢tyfech opakovanich pii amplitudé 80 % a
cyklu 0,5. Rozbité buriky byly piepipetovany do zkumavek o 1,5 ml (eppendorf) a nasledné
centrifugovany 2 minuty pii 13 000 rpm (12 225 x g). Poté byl odebran supernatant s enzymem
a zméfena jeho aktivita a koncentrace proteint.

4.3.2.2 Periplasmaticky lyzat

Pro zisk enzymu z bunék byl pouzit periplasmaticky lyza¢ni pufr (25 ml), ve kterém byla
resuspendovana peleta. Roztok byl inkubovan 24 hodin pti 6 °C za stalého michani. Nasledujici
den byl vzorek rozpipetovan do zkumavek o objemu 1,5 ml (eppendorf) a centrifugovan po
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dobu 20 minut, pfi otackach 13 500 (12 225 x g) a teploté 8 °C. U vysledného supernatantu
s enzymem byla zméfena aktivita enzymu a koncentrace proteint.

4.3.3 Purifikace pomoci iontoméni¢ové chromatografie

Pro purifikaci AST byla pouzita metoda iontoménicové chromatografie na koloné¢ DEAE
Sephacel (anex) na chromatografické sestavé Akta Prime Plus. Kolona byla nejdfive
promyvana pufry A (100 mM Tris-glycinovy pufr o pH 8,5) a B (100 mM Tris-glycinovy +
1 M NaCl o pH 8,5 pufr) za tlaku 0,35 MPa a pratoku 2 ml/min. Nasledné byl nanesen vzorek
pii prutoku 2 ml/min. Poté, co byl vzorek nanesen, byla kolona promyta pufrem A. Enzym byl
eluovan pii gradientu 120 ml a pratoku 2 ml/min pomoci soli obsazené v pufru B. Frakce
eluovanych proteint byly sbirany po 2 ml na automatickém sbéraci do 15 ml zkumavek.

Prubéh purifikace byl spektrofotometricky monitorovan pomoci programu Unicorn, kde
byla kontrolovana absorbance UV pii 280 nm. Po ukonceni purifikace byla kolona nasledné
promyta postupné 1 M NaOH, 1 M NacCl, destilovanou vodou a 20% ethanolem.

4.3.4 Purifikace pomoci metody gelové permeacni chromatografie (gelova filtrace)

Pro purifikaci AST byla pouzita metoda gelové filtrace na kolon¢ Sephacryl. Kolona byla
nejdiive promyvana 100 mM Tris-glycinovym pufrem o pH 8,5 s pfidavkem 200 mM NaCl
ptes noc pii pratoku 0,2 ml/min a tlaku 0,65 MPa. Druhy den byl na kolonu nanesen
koncentrovany vzorek enzymu, tento vzorek byl délen pii pratoku 0,5 ml/min a 2 ml frakce
eluovanych proteinti byly sbirdny na automatickém sbéraci do 20 ml zkumavek.

Prabéh purifikace byl spektrofotometricky monitorovan pomoci programu Unicorn, kde
byla kontrolovana absorbance UV pii 280 nm. Po ukonceni purifikace byla kolona nasledné
promyta 20% ethanolem.

Z divodu nizsiho mnozstvi enzymu byla purifikace u vzorku 2 provedena na jiné kolon¢
— Superdex S-200. Purifikace probéhla za stejnych podminek, kromé velikosti frakci, které byly
sbirany po 0,3 ml do 1,5 ml zkumavek.

4.4 Charakterizace sulfotransferasy

Charakterizace sulfotransferasy zahrnovala stanoveni pH optima, teplotniho optima a
méfeni enzymové kinetiky. Pii vSech méfenich bylo pouZzivano stanoveni aktivity enzymu, jak
je popsano v oddile 4.2.1.

4.4.1 Teplotni optimum

Me¢feni teplotniho optima bylo provadéno pomoci stanoveni aktivity enzymu zahtat¢ho
na uréitou teplotu v termomixeru. Teplotni Skala byla vybrana od 20 °C az do 75 °C, vzdy
Vv rozmezi po 5 stupnich. Aktivita byla méfena pomoci spektrofotometru Tecan a programu
Magellan. Pro méfeni aktivity bylo pouzito 25 ul 50 mM p-NPS, 25 ul 50 mM fenolu, 50 pl
100-krat zfedéného enzymu a 150 pl 100 mM Tris-glycinového pufru o pH 8,9. Méteni bylo
provadéno v tripletu v mikrotitra¢nich destickach.
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4.4.2 pH optimum

Meéieni pH optima bylo provadéno pomoci stanoveni aktivity enzymu v pufru o urcitém
pH. Skala pH byla vybrana od 2 do 12 po pull jednotkach pH v Britton-Robinsonovych pufrech.
Aktivita byla méfena pomoci spektrofotometru Tecan a programu Magellan. Pro méfeni
aktivity bylo pouzito 25 pl 50 mM p-NPS, 25 pl 50 mM fenolu, 50 pl 100krat ziedéného
enzymu a 150 pl Tris-glycinového pufru o urcitém pH. Méfeni bylo provadéno v tripletu
v mikrotitracnich destickach. Hodnotili jsme zavislost aktivity na pH.

4.4.3 Méreni enzymové kinetiky

Byla zmétena zavislost pocatecni rychlosti enzymové reakce na koncentraci substratu a
zni byla nelinearni regresi stanovena Michaelisova konstanta (Km) a maximalni rychlost
enzymové reakce (Vmax).

Bylo vybrano osm koncentraci substratu v rozmezi 0,025 — 1,25 mM. Reakce obsahovala
50 pl enzymu, 125 ul 50 mM fenolu a p-NPS v riznych objemech od 0,5 do 25 ul. Objem
reak¢éni smési byl doplnén pufrem na 250 ul. Hodnoty absorbanci byly zaneseny do grafu
v zavislosti na koncentraci substratu a kinetické parametry byly vyhodnoceny nelinearni regresi
pomoci programu GraphPad Prism 7.0.
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5 Vysledky

5.1 Sulfotransferasa pripravena sonikaci a purifikovana metodou
iontoménicové chromatografie (anex) a gelovou filtraci na koloné
Sephacryl

5.1.1 Produkce enzymu

Vzorek 1 byl produkovan v LB mediu pii 37 °C a 125 rpm do nartstu ptiblizné¢ OD 0,6.
OD bylo prabézné kontrolovano béhem produkce a vzorek inkubovan pies noc pii 25 °C a
otaCkach 225 rpm. Parametry ziskaného enzymu byly zaznamenany v nasledujici tabulce

(Tabulka 2). Enzym byl ziskan z bunék pomoci metody sonikace celych bunék.

Tabulka 2 - Parametry vzorku 1 - objem, hmotnost, koncentrace a aktivita po produkci

Objem Hmotnost Aktivita /JU/ml]J  Koncentrace

supernatantu /ml/ pelety /g/ /mg/mlj
Vzorek 1 14,2 4,7 13,5 7,1

5.1.2 Prvni purifikace metodou iontoméni¢ové chromatografie

Vzorek byl purifikovan pomoci kolony DEAE Sephacel za pouziti chromatografu Akta.
Kolona byla nejdiive promyvéna pufry A (100 mM Tris-glycinovy pufr o pH 8,5) a B (100 mM
Tris-glycinovy + 1 M NaCl o pH 8,5 pufr) za tlaku 0,35 MPa a pritoku 2 ml/min. Enzym byl
eluovan pfi gradientu 120 ml a pritoku 2 ml/min pomoci soli obsazené v pufru B. Bylo sebrano
23 frakci po 2 ml a u viech zméfena aktivita (Obrazek ). Cistota purifikovaného enzymu ve
vybranych frakcich byla stanovena SDS-PAGE (Obrazek 10).

12

10

Aktivita [U/ml]

Frakce

Obrdzek 10 - Aktivita AST ve frakcich po prvni purifikaci
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Obrdzek 10 — Polyakrylamidovy gel frakci po prvni purifikaci.
Jako marker (M) byl pouzit LMW. V ostatnich drahdch jsou jednotlivé frakce (4-19) s AST.

Frakce s nejvy$sim mnozstvim enzymu a nejvétsi aktivitou (frakce 6 az 11) byly spojeny
do jedné zkumavky (vysledny objem 12 ml) a koncentrovany pomoci centrifugacnich filtrii
Amicon na celkovy objem 1 ml. Nasledn¢ byla zméfena koncentrace proteint podle Bradforda
a aktivita enzymu. Vysledny vzorek mél aktivitu 9,1 U/ml, koncentraci 8,6 mg/ml.

5.1.3 Druha purifikace metodou gelové filtrace

Koncentrovany vzorek byl dale purifikovan pomoci metody gelové filtrace (Obrazek 12).
K purifikaci byla pouzita kolona Sephacryl. Kolona byla nejdiive promyvana 100 mM Tris-
glycinovym pufrem o pH 8,5 s ptidavkem 200 mM NacCl pies noc pii pritoku 0,2 ml/min a
tlaku 0,65 MPa. Druhy den byl na kolonu nanesen koncentrovany vzorek enzymu, tento vzorek
byl délen pii prutoku 0,5 ml/min. Celkem bylo sesbirano 51 frakci po 2 ml. U kazdé tieti frakce
byla zméfena aktivita (Obrazek 11). U frakci S nejvétsi aktivitou (4-12) byla provedena

elektroforesa pro kontrolu ¢istoty enzymu (Obrazek 13).
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Obrdzek 11 — Aktivita AST ve frakcich vzorku po druhé purifikaci
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Obrdzek 12 — Chromatogram prubéhu purifikace pomoci metody gelové filtrace. Modrd krivka je elucni krivka enzymu
vyjadrujici absorbanci pri 280 nm. Na ose x je objem mobilni fdze.

Podle mnozstvi enzymu a ¢istoty byly spojeny frakce 7-10. Vysledné mnozstvi vzorku 1
bylo 7,7 ml. Aktivita vzorku byla 9 U/ml a koncentrace 8,8 mg/ml. U vzorku bylo nadale
provedeno provedeno stanoveni teplotniho a pH optima a kinetickych parametrii Vmax a Km
(kapitola 5.4).
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Obrdzek 13 - Polyakrylamidovy gel frakci 4-12 po druhé purifikaci.
Jako marker (M) byl pouzit LMW. V ostatnich drahdch jsou jednotlivé frakce enzymu.

5.2 Sulfotransferasa pripravena periplasmatickym lyza¢nim pufrem a
purifikovana pomoci metod iontoménicové chromatografie (anex) a
gelové filtrace na koloné Superdex — S 200

5.2.1 Produkce enzymu

Vzorek 2 byl produkovan v LB mediu pii 37 °C a otackach 125 rpm do nartstu OD
ptiblizné 0,6, které bylo pribézné kontrolovano béhem produkce, a inkubovan ptes noc pfii
25°C a 225 rpm. Enzym byl ziskan pomoci periplasmatického lyza¢niho pufru. Parametry
ziskaného enzymu byly zaznamenany v nasledujici tabulce (Tabulka 3). Ze vzorku pied
inkubaci byl odebran alikvot o objemu 1 ml, ze kterého byl enzym ziskan pomoci sonikace, pro
porovnani vytézku, mnozstvi a €istoty enzymu z obou metod.

Tabulka 3 - Parametry vzorku 2 po produkci

Objem Hmotnost pelety Aktivita /JU/mlJ  Koncentrace
supernatantu [a] [mg/ml]
fml]

Vzorek 2 19,5 4,2 9,9 6,92

Alikvot 1 1,0 0,3 10,0 17,5

5.2.2 Prvni purifikace metodou iontoménicové chromatografie

Vzorek byl purifikovan pomoci kolony DEAE Sephacel za pouziti chromatografu Akta.
Kolona byla nejdiive promyvana pufry A (100 mM Tris-glycinovy pufr o pH 8,5) a B (100 mM
Tris-glycinovy + 1 M NaCl o pH 8,5 pufr) za tlaku 0,35 MPa a pratoku 2 ml/min. Enzym byl
eluovan pii gradientu 120 ml a pritoku 2 ml/min pomoci soli obsazené v pufru B. Cistota
purifikovaného enzymu byla ovéfena SDS-PAGE (Obrazek 15). Bylo sebrano 24 frakci po 2
ml a u vSech zméfena aktivita (Obrazek 14).
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Obrdzek 14 - Aktivita AST v jednotlivych frakcich po prvni purifikaci vzorku 2
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Obrdzek 15 - Polyakrylamidovy gel frakci 8 aZ 16 po prvni purifikaci.
Jako marker (M) byl pouzit LMW. V ostatnich drahdch jsou jednotlivé frakce enzymu.

Frakce s nejvys$sim mnozstvim enzymu a nejvétsi aktivitou (frakce 11 az 16) byly spojeny
do jedné zkumavky. Vysledny objem c¢inil 12 ml. Nésledné¢ byl produkt zakoncentrovany
pomoci zkumavek Amicon na 1 ml. Byla zmétena koncentrace podle Bradforda a aktivita
enzymu. Vysledny vzorek mél aktivitu 3,0 U/ml, koncentraci 3,9 mg/ml.

5.2.3 Druha purifikace metodou gelové filtrace

Zakoncentrovany vzorek byl dale purifikovan pomoci gelové filtrace. K purifikaci byla
pouzita kolona Superdex 200. Kolona byla nejdiive promyvana 100 mM Tris-glycinovym
pufrem o pH 8,5 s pfidavkem 200 mM NaCl ptes noc pfi pratoku 0,2 ml/min a tlaku 0,65 MPa.
Druhy den byl na kolonu nanesen koncentrovany vzorek enzymu, tento vzorek byl délen pfi
pritoku 0,5 ml/min. Celkem bylo vzato 43 frakci po 0,3 ml. U kazdé tfeti frakce byla zméfena
aktivita (Obrazek 16). U frakci s nejvétsi aktivitou (6 az 27) byla provedena elektroforesa pro
kontrolu Cistoty enzymu (Obrazek 17).
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Obrdzek 16 - Graf aktivity AST v jednotlivych frakcich po druhé purifikaci vzorku 2
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Obrdzek 17 - Polyakrylamidovy gel jednotlivych frakci po druhé purifikaci pomoci gelové filtrace.

Jako marker (M) byl zvolen LMW. V ostatnich drahdch jsou jednotlivé frakce enzymu s nejvyssi aktivitou

Frakce 14-17 a 18-20, které vykazovaly nejvétsi Cistotu a mnozstvi proteinu, byly spojeny
do dvou samostatnych zkumavek a u obou zmeétena aktivita a koncentrace, které vychéazely u
frakei 14 az 17 3,6 U/ml a 3,4 mg/ml a u 18 az 20 frakci 2,1 U/ml a 3,3 mg/ml. Vysledné

mnozstvi vzorki bylo 1 ml a 0,8 ml.

5.3 Porovnani obou vzorku

Dale byly porovnany hodnoty specifické aktivity a celkové aktivity obou vzorkit AST
v pritbéhu jejich purifikaci (Tabulka 4). Pro porovnani celkové Cistoty vzorka byla provedena
SDS-PAGE z odebranych 1 ml alikvot béhem kazdé faze purifikace vzorkia (Obrazek 18).
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Produkce obou vzorkti enzymu byla provedena za stejnych podminek, nasledné se vsak
lisila metoda extrakce a vytézek enzymu z bun¢k. Zatimco prvni vzorek byl sonikovan, protein
byl ziskan rozbitim bunék pomoci ultrazvuku, u druhého vzorku byl ziskan pomoci inkubace
Vv periplasmatickém lyzacnim pufru, kdy jsou bunky rozbity pomoci zmény osmotického tlaku
aenzym je z nich vyplavovan. Cistota finalnich AST po obou purifikacich v obou metodach je
srovnatelna (Obrazek 18, drahy 2,5,6). Dale byl pouzit vzorek ¢islo jedna pro dalsi testovani.

6 5 a 3 2 1 M
—‘ S
- = Se— -
- - - -
¢ —
‘;,. — - g

Obrdzek 18 — Srovndvaci polyakrylamidovy gel protein(i v riiznych fdzich purifikace arylsulfotransferasy (AST)
z Desulfitobacterium hafniense.
Jako marker (M) byl pouzit LMW. 1- alikvot vzorku 2 po sonikaci. 2 - vzorek 1 po provedeni obou purifikaci. 3 - vzorek 2 po
prvni purifikaci. 4 - vzorek 2 po vyprodukovdni enzymu pomoci lyzacniho pufru. 5 a 6 — vzorek 2 po druhé purifikaci (5 -
frakce 14-17 a 6 - frakce 18-20.
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Tabulka 4 - Srovndni celkového vytézku bunék, aktivity, specifické aktivity, celkové aktivity, koncentrace a celkové aktivity na
gram bunék obou vzorkd v prabéhu jejich purifikace

cislo vytéZek Pribéh Akti- Koncent- Objem Specificka  Celko Aktivita
vzorku  bunék vita race  vzor-  aktivita -va  fUlg
[9] /U/mlJ proteinu  Ku J/U/mg aktivit  punek]
/mg/mlj /mlj  proteinuj U]
1 4.7 po sonikaci 13,5 7,1 14,2 1,9 192,0 41,0
po DEAE 91 8,6 12 1,1 109,0 23,0
Sephacel
po gelové 9,0 8,8 7,7 1,0 69,0 15,0
filtraci
2 alikvot 0,3 po sonikaci 10,0 17,9 1,0 0,6 10,0 50,0
4,2 24 hod 9,9 6,9 19,5 1,4 193,0 46,0
2 vzorek periplasmatic
ky lyzacni
pufr
po DEAE 3,1 3,4 12,0 0,8 30,0 7,0
Sephacel
po gelové 3,6 3,4 1,0 1,1 3,0 1,0
filtraci frakce
14-17
po gelové 2,1 3,3 0,8 0,6 2,0 0,5
filtraci frakce
18-20

5.4 Stanoveni biochemickych vlastnosti
5.4.1 pH optimum a teplotni optimum

Stanoveni pH optima bylo provedeno v prostfedi univerzalniho Britton-Robinosonova
pufru vrozmezi hodnot pH 2-12 pii 30°C. Stanoveni bylo provedeno v tripletu.
Z vypocitanych hodnot byl stanoven graf zavislosti aktivity na pH. Idealni pH bylo stanoveno
z grafu (Obrazek 19) a ma hodnotu 9.
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Obrdzek 19 — Graf zavislosti aktivity enzymu na pH

Teplotni optimum bylo stanoveno V prostiedi Tris-glycinového pufru pH 9 v rozmezi
teplot 20 °C az 80 °C. Teplota byla zvySovana postupné po 5 °C. Méfeni bylo provedeno
v tripletu a z vypocitanych hodnot byl stanoven graf zavislosti aktivity na teploté (Obrazek 20).
Idealni teplota byla z grafu stanovena na hodnoté 30 °C.

0,25

0,2

o
=
(9]

Aktivita [U/ml]
o

0,05

Teplota (°C)
Obrdzek 20 - Graf zavislosti aktivity enzymu na teploté
5.4.2 Hodnoty Km a Vmax

Posledni charakterizaci sulfotransferasy bylo stanoveni kinetickych parametri. Byla
stanovena aktivita ve dvou paralelnich stanovenich pro koncentrace substratu 0,05 az 1,25 mM
(Obrazek 21, Tabulka 5, Tabulka 6). Pomoci programu GraphPad Prism byly stanoveny
hodnoty Km (0,0618 mmol/l) a Vimax (14,04 mmol/l/s).
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Tabulka 5 - Méreni kinetiky v nadbytku akceptoru a vysledné aktivity

MnoZstvi fenolu [ul]

Paralelka 1 10,5 10,9 11,7
Aktivita /U/ml]

Paralelka 2 8,7 10,8 12,2
Aktivita /U/ml]

Tabulka 6 - Méreni kinetiky v rozdilnych objemech donoru a jejich aktivity

MnoZstvi

donoru ful]
Paralelka 1 4,0 5,6 8,0 9,3 10,0 11,2 11,9 12,6

Aktivita /U/mlJ
Paralelka 2 4,1 55 8,1 9,5 10,0 11,3 11,5 12,5

Aktivita /U/mlJ

Michaelis-Menten data

20+
=y~ Paralelkal
154
== Paralelka 2
104
Potateéni rychlost reakce [mM/min]
5
] T T T T 1

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25

Koncentrace substritu (mM)

Obrdzek 21 - Graf zdvislosti koncentrace substrdtu na aktivité enzymu
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6 Diskuze

Aryl-sulfotransferasa ~ z Desulfitobacterium  hafniense ma  Siroké  vyuziti
Vv biotechnologickych aplikacich diky své Siroké substratové specifité. Pro biosyntézu
metabolitl xenobiotik se v posledni dobé vyuzivaji pravé tyto bakterialni AST, které na rozdil
od eukaryotnich nejsou zavislé na PAPS. Jako své donory vyuzivaji levnéjsi a hlavn¢ stabilnéjsi
fenolové sulfatové estery (napi. p-NPS). Jejich velkou vyhodou je i snadna exprese v E. coli.
Vyuziti aryl-sulfotransferas je i vhodnou alternativou k chemické syntéze. V ramci této prace
byla tento enzym produkovan heterologni expresi a byly ovéteny jeho biochemické vlastnosti.
Vyty€enym cilem této prace bylo ziskat enzym dostatecné Cisty, aby mohl byt podroben
krystalizaci, coz se u né¢ho zatim nikomu jesté nepodafilo.

Enzym byl produkovan heterologni expresi v E. coli BL21(DE3)pLysS, které byly
transformovany plasmidem obsahujicim gen pro arylsulfotransferasu z D. hafniense podle
vzoru (Van Der Horst et al. 2012), ktefi tento enzym exprimovali jako prvni. Enzym byl ziskan
z bunék pomoci 2 odlisnych metod. Bud’ sonikaci, kdy byl protein ziskan rozbitim bun¢k
pomoci ultrazvuku nebo byl ziskan pomoci inkubace v periplasmatickém lyza¢nim pufru, kdy
jsou bunky rozbity pomoci zmény osmotického tlaku a enzym je z nich vyplavovan. Rozdily v
obou produkcich byly v objemu supernatantu, hmotnosti bun¢k a aktivity AST, ale celkova
specificka aktivita vyprodukovanych AST byla piiblizné stejna (Tabulka 4).

Purifikace vyprodukovaného enzymu probéhla pomoci iontové vyménné chromatografie
(kolona DEAE Sephacel — anex) a enzym byl eluovan pii gradientu 120 ml pomoci soli
obsazené v pufru o pH 8,5. Cistota viak nebyla dostadujici, a proto byla provedena druha
purifikace enzymu metodou gelové permeacni chromatografie (kolony Superdex a Sephacryl)
a enzym byl eluovan v pufruo pH 8,5. Kontrola Cistoty byla provedena SDS-PAGE, kdy se
Cistoty enzyml moc nelisily (Obrazek 18). K velké ztraté enzymu doslo u prvni purifikace
pomoci DEAE Sephacelu (snizeni celkové aktivity na polovinu), ale u stejného kroku u druhé¢ho
vzorku doSlo ke ztraté témét 85 % aktivity a mnozstvi enzymu vzorku. Ke ztrat¢ doslo i1 po
druhé purifikaci u obou vzorkt, ptesto u druhého vzorku opét k vétsi (Tabulka 4).

Enzym pfipraveny v ramci této prace ma pH optimum 9 a teplotni optimum 30 °C. Tyto
hodnoty odpovidaji i hodnotam publikovanych v literatufe (Van Der Horst et al. 2012).
Molekulova velikost proteinu odpovida hodnoté 70 kDa. Posledni studované parametry byly
Michealisova konstanta a maximalni rychlost (Vmax). Km AST ¢&inilo 0,0618 mM a Vmax
14,04 mmol/Il/s. Tyto hodnoty dosud nebyly v literatuie publikovany.
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[ Zavér

V ramci této prace byly shrnuty soucasné poznatky o eukaryotnich a bakteridlnich
enzymech arylsulfotransferasach a jejich vyuziti v biotechnologickém primyslu pro produkci
metabolitl, stejnych jako se tvoii pii sulfataci vyznamnych biologicky aktivnich slozek potravy
ve fazi Il metabolismu téchto xenobiotik.

V experimentalni ¢asti byly pomoci heterologni exprese v E. coli BL21(DE3)pLysS,
vyprodukovany dvé sarze arylsulfotransferasy z Desulfitobacterium hafniense. Enzymy ziskané
dvéma riznymi metodami (sonikace celych bunék vs. extrakce z periplazmatického prostoru)
byly nasledné purifikovadny iontoméni¢ovou chromatografii a gelovou filtraci. Nebyl zjistén
vyznamny rozdil mezi pouzitymi metodami. Aryl-sulfotransferasa byla dale biochemicky
charakterizovana pomoci stanoveni teplotniho a pH optima, Michealisovy konstanty a
maximalni rychlosti.

Cilové cistoty tohoto enzymu, vhodné ke krystalizaci, se vSak v ramci této prace
nepodaftilo dosahnout. V dalsi praci se tedy zaméfime na zavedeni vhodné kotvy do struktury
tohoto proteinu, kterd by méla purifikaci usnadnit.

39



8 Literatura

Al-Horani RA, Desai UR. 2010. Chemical sulfation of small molecules-advances and
challenges.

Ayuso-Fernandez I, Galmés MA, Bastida A, Garcia-Junceda E. 2014. Aryl sulfotransferase
from Haliangium ochraceum: A versatile tool for the sulfation of small molecules.
ChemCatChem.

Boroujerdi M. 2015. Biotransformation of Xenobiotics. Page Pharmacokinetics and
Toxicokinetics.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry.

Burkart MD, Izumi M, Chapman E, Lin CH, Wong CH. 2000. Regeneration of PAPS for the
enzymatic synthesis of sulfated oligosaccharides. Journal of Organic Chemistry.

Chapman E, Best MD, Hanson SR, Wong CH. 2004. Sulfotransferases: Structure,
mechanism, biological activity, inhibition, and synthetic utility.

Chopin N, Guillory X, Weiss P, Bideau J, Colliec-Jouault S. 2014. Design Polysaccharides of
Marine Origin: Chemical Modifications to Reach Advanced Versatile Compounds.
Current Organic Chemistry.

Dehmlow C, Erhard J, De Groot H. 1996. Inhibition of Kupffer cell functions as an
explanation for the hepatoprotective properties of silibinin. Hepatology.

Duffel MW, Jakoby WB. 1981. On the mechanism of aryl sulfotransferase. Journal of
Biological Chemistry.

Gamage N, Barnett A, Hempel N, Duggleby RG, Windmill KF, Martin JL, McManus ME.
2006. Human sulfotransferases and their role in chemical metabolism.

Gillessen A, Schmidt HHJ. 2020. Silymarin as Supportive Treatment in Liver Diseases: A
Narrative Review.

Glatt H, Boeing H, Engelke CEH, Ma L, Kuhlow A, Pabel U, Pomplun D, Teubner W, Meinl
W. 2001. Human cytosolic sulphotransferases: Genetics, characteristics, toxicological
aspects. Mutation Research - Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis.

Grimshaw JPA, Stirnimann CU, Brozzo MS, Malojcic G, Griitter MG, Capitani G,
Glockshuber R. 2008. DsbL and Dsbl Form a Specific Dithiol Oxidase System for
Periplasmic Arylsulfate Sulfotransferase in Uropathogenic Escherichia coli. Journal of
Molecular Biology.

Hartog AF, Wever R. 2015. Substrate Engineering and its Synthetic Utility in the Sulfation of
Primary Aliphatic Alcohol Groups by a Bacterial Arylsulfotransferase. Advanced
Synthesis and Catalysis.

Hodgson E. 2010. Introduction to Biotransformation (Metabolism). Page Hayes” Handbook of
Pesticide Toxicology.

Islam S, Mate DM, Martinez R, Jakob F, Schwaneberg U. 2018. A robust protocol for
directed aryl sulfotransferase evolution toward the carbohydrate building block GIcNAc.
Biotechnology and Bioengineering.

Kaysser L, Eitel K, Tanino T, Siebenberg S, Matsuda A, Ichikawa S, Gust B. 2010. A new
arylsulfate sulfotransferase involved in liponucleoside antibiotic biosynthesis in
streptomycetes. Journal of Biological Chemistry.

Kwon DY, Jung YS, Kim SJ, Kim YS, Choi DW, Kim YC. 2013. Alterations in sulfur amino
acid metabolism in mice treated with silymarin: A novel mechanism of its action
involved in enhancement of the antioxidant defense in liver. Planta Medica.

Maloj¢i¢ G, Owen RL, Grimshaw JPA, Brozzo MS, Dreher-Teo H, Glockshuber R. 2008. A
structural and biochemical basis for PAPS-independent sulfuryl transfer by aryl

40



sulfotransferase from uropathogenic Escherichia coli. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America.

Manach C, Scalbert A, Morand C, Rémésy C, Jiménez L. 2004. Polyphenols: Food sources
and bioavailability.

Mangold JB, McCann DJ, Spina A. 1993. Aryl sulfotransferase-1V-catalyzed sulfation of aryl
oximes: steric and substituent effects. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)/Protein
Structure and Molecular.

Marhol P, Hartog AF, Van Der Horst MA, Wever R, Purchartova K, Fuksova K, Kuzma M,
Cvacka J, Kien V. 2013. Preparation of silybin and isosilybin sulfates by sulfotransferase
from Desulfitobacterium hafniense. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic.

Mozhaev V V., Khmelnitsky YL, Sanchez-Riera F, Maurina-Brunker J, Rosson RA, Grund
AD. 2002. Arylsulfotransferase from Clostridium innocuum - A new enzyme catalyst for
sulfation of phenol-containing compounds. Biotechnology and Bioengineering.

Murray RK, Granner DK, Mayes PA, Rodwell VW. 2002. Harperova Biochemie. Page
Harperova biochemie.

Negishi M, Pedersen LG, Petrotchenko E, Shevtsov S, Gorokhov A, Kakuta Y, Pedersen LC.
2001. Structure and function of sulfotransferases. Archives of Biochemistry and
Biophysics.

Penney CL, Perlin AS. 1981. A method for the sulfation of sugars, employing a stable, aryl
sulfate intermediate. Carbohydrate Research.

Pourova J et al. 2019. The effect of silymarin flavonolignans and their sulfated conjugates on
platelet aggregation and blood vessels ex vivo. Nutrients.

Purchartova K et al. 2015. Prokaryotic and Eukaryotic Aryl Sulfotransferases: Sulfation of
Quercetin and Its Derivatives. ChemCatChem.

Saller R, Meier R, Brignoli R. 2001. The use of silymarin in the treatment of liver diseases.

Sekura RD, Duffel MW, Jakoby WB. 1981. Aryl Sulfotransferases. Methods in Enzymology.

Shin SA, Moon SY, Kim WY, Paek SM, Park HH, Lee CS. 2018. Structure-based
classification and anti-cancer effects of plant metabolites.

Simpson LS, Widlanski TS. 2006. A comprehensive approach to the synthesis of sulfate
esters. Journal of the American Chemical Society.

Stressler T, Leisibach D, Lutz-Wahl S, Kuhn A, Fischer L. 2016. Homologous expression and
biochemical characterization of the arylsulfatase from Kluyveromyces lactis and its
relevance in milk processing. Applied Microbiology and Biotechnology.

Strott CA. 2002. Sulfonation and molecular action. Endocrine Reviews.

Teramoto T, Adachi R, Sakakibara Y, Liu MC, Suiko M, Kimura M, Kakuta Y. 2009. On the
similar spatial arrangement of active site residues in PAPS-dependent and phenolic
sulfate-utilizing sulfotransferases. FEBS Letters.

Timbrell JA, Marrs TC. 2009. Biotransformation of Xenobiotics. Page General and Applied
Toxicology.

Valentova K et al. 2017. Chemoenzymatic preparation and biophysical properties of sulfated
Quercetin metabolites. International Journal of Molecular Sciences.

Valentova K et al. 2018. Sulfated metabolites of flavonolignans and 2,3-
dehydroflavonolignans: Preparation and properties. International Journal of Molecular
Sciences.

Van Der Horst MA, Hartog AF, El Morabet R, Marais A, Kircz M, Wever R. 2015.
Enzymatic sulfation of phenolic hydroxy groups of various plant metabolites by an
arylsulfotransferase. European Journal of Organic Chemistry.

Van Der Horst MA, Van Lieshout JFT, Bury A, Hartog AF, Wever R. 2012. Sulfation of
various alcoholic groups by an arylsulfate sulfotransferase from desulfitobacterium
hafniense and synthesis of estradiol sulfate. Advanced Synthesis and Catalysis.

41



Wang L-Q, James M. 2005. Inhibition of Sulfotransferases by Xenobiotics. Current Drug
Metabolism.

Weidmann AE. 2012. Dihydroquercetin: More than just an impurity?

Zi X, Zhang J, Agarwal R, Pollak M. 2000. Silibinin up-regulates insulin-like growth factor-
binding protein 3 expression and inhibits proliferation of androgen-independent prostate
cancer cells. Cancer Research.

42



9 Seznam pouzitych obrazki

Obrazek 1 - Moznosti faze | (Cervené) i Il (modie) metabolismu paracetamolu. Prevzato od

(MUrray €t al. 2002). ...ccecueeeeiieeeiee et seeesee e e ste e e sae e e e e sre e e ebe e e s bae e saree s 10
Obrazek 2 - Schéma sulfatace. Pfenos sulfatu z donoru sulfatu adenosin-3'-fosfat-5'-
fosfosulfatu PAPS na OH skupinu slouceniny R-OH. ........cccceiiviiieeeeiciieeeeeee, 12

Obrazek 3 - Regeneracni cyklus adenosin-3'-fosfat-5'-fosfosulfatu (PAPS) zavisly na pouziti
aryl-sulfotransferasy. Upraveno a prevzato od (Ayuso-Fernandez et al. 2014).14

Obrazek 4 - Priklady fenolovych sulfatovych ester(l jako donoru sulfatové skupiny ............ 15
Obrazek 5 - Kvercetin @ Jeho deriVAty ....ccoccueeee e 17
Obrazek 6 - Vybrané flavonolignany obsaZzené v ostropestici maridnském. ............cccccu....e. 18
Obrazek 7 - Priklady steroid(, které se podafilo (A) a nepodafilo (B) sulfatovat pomoci AST

z D. hafniense. Upraveno a prevzato od (Van Der Horst et al. 2012). .............. 19
Obrazek 8 - Sulfatace kvercetinu. Upraveno a pfevzato od (Purchartova et al. 2015).......... 20
Obrazek 9 - Akceptory pro AST z H. ochraceum Pfevzato a upraveno od (Ayuso-Fernandez

E1 1. 2004). oottt e et e et e e e ee et e e e neernenneeen 21
Obrazek 10 — Polyakrylamidovy gel frakci po prvni purifikaci. ......ccccoeeecvieeiiiiiiieeieeece, 29
Obrazek 11 — Aktivita AST ve frakcich vzorku po druhé purifikaci........ccccceeeviiiieeiniiincnnnee. 30

Obrazek 12 — Chromatogram prlibéhu purifikace pomoci metody gelové filtrace. Modra
kfivka je elu¢ni kfivka enzymu vyjadrujici absorbanci pfi 280 nm. Na ose x je

0bjem MODIINT fAZE......eeeiieee e 30
Obrazek 13 - Polyakrylamidovy gel frakci 4-12 po druhé purifikaci......cccccccoeeeevnvveeeieeinncnns 31
Obrazek 14 - Aktivita AST v jednotlivych frakcich po prvni purifikaci vzorku 2 ..................... 32
Obrazek 15 - Polyakrylamidovy gel frakci 8 az 16 po prvni purifikaci........ccceceeevveeereeeinnnnnns 32
Obrazek 16 - Graf aktivity AST v jednotlivych frakcich po druhé purifikaci vzorku 2 ............ 33
Obrazek 17 - Polyakrylamidovy gel jednotlivych frakci po druhé purifikaci pomoci gelové

L L0 1 TSRS 33
Obrdazek 18 — Srovnavaci polyakrylamidovy gel proteint v rlznych fazich purifikace

arylsulfotransferasy (AST) z Desulfitobacterium hafniense........ccccoecvvvvveeeennn. 34
Obrazek 19 — Graf zavislosti aktivity €nzymu na PH .....ccvveveeiieiieceeee e 36
Obrazek 20 - Graf zavislosti aktivity enzymu nNa teplote ........coovveciirieeeeeeee e 36
Obrazek 21 - Graf zavislosti koncentrace substratu na aktivité enzymu .......ccccovvveeveeeeennnnns 37

Tabulka 1 - Porovnani zakladnich vlastnosti AST IV a AST z D. hafniense. Upraveno a

prevzato od (Purchartovd et al. 2015) .....ccveeieeiiiiee e e 20
Tabulka 2 - Parametry vzorku 1 - objem, hmotnost, koncentrace a aktivita po produkci.....28
Tabulka 3 - Parametry vzorku 2 po produkCi .......c..uueeeeeieiieciiiiiiee e 31

Tabulka 4 - Srovnani celkového vytézku bunék, aktivity, specifické aktivity, celkové aktivity,
koncentrace a celkové aktivity na gram bunék obou vzorkl v pribéhu jejich

(oYU T 1112 Lol PR 35
Tabulka 5 - Méreni kinetiky v nadbytku akceptoru a vysledné aktivity......ccccccoeeerninnnnnnnn. 37
Tabulka 6 - Méreni kinetiky v rozdilnych objemech donoru a jejich aktivity.........cccoueeeee... 37

43









