CZ 300009 B6

PATENTOVY SPIS

(19 (21) Cislo priblasky:  2000-2723
CESKA o
REPUBLIKA (22) Prinldseno: 29.01.1999

(30) Pravopfednosti:  06,02.1998 DE 19981/9804815

(40) Zverejntno:  17,01,2001
(Véstnik & 1/2001)

(47) Udeleno: 02.12,2008

(24) Ozndmeni o udéleni ve Véstniku:  14.01.2009
(Véstnik & 2/2009)

(86) PCT cislo: PCT/EP1999/000599
(87) PCT &islo zvefejnéni: WO 1999/040216

URAD ‘
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(11) Cislo dokumentu:

300 009

(13) Druh dokumentu:
(5D Int.C1:

CI2P 17/02
Ci12P 15/00
CI2N 9/10
co7D 305/14

B6

(2006.01)
(2006.01)

"(2006.01)

(2006.01)

(56) Relevantni dokumenty:

Zocher a kol. (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 229, 16-20.

(73) Majitel patentu:
INDENA 8. P. A_, Milan, [T
(72) Pivodce:
Bombardelli Ezio, Milano, [T
Menhard Birgitta, Monheim, DE
Zenk Meinhart Hans, Munich, DE
(74) Zaspce:
Dr. Karel Cermék, Nérodni tfida 32, Praha 1, 11000

(54) Nézey vyndlezu: :
Zpisob pripravy baccatinu

(57) Anotacc;
Zpiisob p¥fpravy baccatinu a/nebo baccatinovych derivatd
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Zpusob pFipravy baccatinu

Oblast technik:

Vynélez se tykd zplsobu pfipravy baccatinu a/nebo baccatinovych derivati selektivni acetylaci
odpovidajicich desacetylsloucenin, izolovaného enzymu, ktery tuto acetylaéni reakei katalyzuje,
JakoZ i zplisob piipravy tohoto enzymu,

Dosavadni stav techniky

Taxol (paclitacel) je slibny prostiedek k légeni rakoviny, ktery vykazuje antileukemickou
a tumorinbihujici aktivitu (viz naptiklad: Suffnes et al., in ,The Alkaloids, Chemistry and
Pharmacology, A. Brossi, Hrsg. Academic press: Orlando, FL, 1985, Vol XXV, Kapitel 1),
Pivodné se taxol ziskaval z kiry urditého druhu (Taxus Taxaceae). Izolovéni taxolu z kéiry je
viak obtizné i nakladné a ziskaji se jenom velmi malé vytézky zadaného taxolu z kiry (40 az
165 mg/kg) viz napfiklad: R. W. Miller et al., J. Org. Chem. 46 (1981) 1469-1474; V Sénilh
etal., J. nat. Procl. 47 (1984) 131 — 137; N. Magxi et al., J. Org. Chem. 51 (1986) 797 - 802).
Mimo to vede pouZivani kiry k odumirdni tist, které rostou velmi pomalu, takZe vychozi

material je k dispozici jenom ve velmi omezeném rozsahu.

Po objeveni vlastnosti taxolu, pro které se doporuduje jako chemoterapeuticky prostfedek proti
rakoving, byla fada snah pfipravit ho syntetickym nebo polosyntetickym zptisobem. Zkouselo se
tak pripravit strukturu taxolu organickou syntézou (viz nap¥iklad. W. F. Berkowitz et al, J. Org.
Chem. 52 (1987) 1119-1124). Na zakladé slozitosti této molekuly se viak dodnes nepodatilo
pripravit taxol v prakticky pouZitelnych mnostvich Gplnou organickou syntézou. Dalsi cesta,
kterd byla navriena, aby si ziskal taxol, vychazi z ¢asteéné syntézy piedchozi latky ziskatelné
lehko a ve velkych mnoZstvich. Jeden z téchto ptistupii vychazi z 10—desacetylbaccatinu III,
ktery lze snadno a ve velkych vytézcich extrahovat z tistu Taxus baccata L (G. Chauviere et al.,
Seances Acad. Sci, Ser. 2, 1981, 293~ 501-503). Pfi tom Jje moiné izolovat asi 1g
10-desacetylbaccatinu Il na kg listd, pfigem? listy rychle dorfistaji. Tak m{ze byt ziskano velké
mnoZstvi pfedchoziho 10-desacetylbaccatinu III.

Z této pfedchozi slouceniny ziskané z biologického materialu se maze potom parcidlni syntézou
pfipravit Zadana uginnd latka taxol. Aviak ukdzalo se, Ze jakkoli se zdaji struktury 10-desacetyl-
baccatinu [II a taxolu podobné, tato parcialni syntéza zahmuje jeSté velké obtize a mize byt

‘provedena aspésné jenom za pouZiti specifickych chranicich skupir, pfigemz Zidany produkt”

taxol se nakonec ziska v malych vytézcich.

" Denis et al, (J. Am. Chem. Soc. 110,(1988), 5917-5919) popisuje reakci 10-desacetylbaccatinu

lII na taxol ve dvou krocich. V prvnim kroku se acetyluje 10-desacetylbaccatin Il chemicky
vpoloze 10. Ve druhém kroku se provadi prevedeni baccatinu na taxol, Prvni krok viak neni
regiospecificky, takze acetylace 10—desacetylbaccatinu [11 probiha zejména také do polohy 7. Je
tudiz nutné hydroxyskupinu v této poloze pro acetylaci zneptistupni chranici skupinou. Pouze za
pouziti chranici skupiny mohlo byt dosazeno acetylovani v poloze 10. Pougiti chranici skupiny
viak zahrnuje dva dalsi kroky postupu (pfipojeni a odstranéni chranici skupiny), coZ je jednak
nakladne a_jednak jsou vytézky produktii podstatng snizeny. DalSi nevyhoda pit pouziti
chranicich skupin spotiva v tom, Ze zejména aplikace produktu jako farmaceutické i¢inné latky
musi mit dafe zafazeny nékladné Cistici a analytické metody, aby byla jistota, Ze se v produktu jiz
nenachdzi Zadna molekula opatfend chranici skupinou.

Zocher et al. (Biochem. Biophys. Res. Commun., 299 (1996), 16-20) popisuji biosyntézu taxolu.
V mezikroku byla pfitom provedena acetylace 10—desacetylbaccatinu Il na baccatin Il pomoci
surovych rostlinnych extraktd z kofendi Taxus baccata. Nepodafilo se viak izolovat substance,
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. které zpiisobuji acetylaci, nebo je charakterizovat. Nevyhodou pfi pouziti surového extraktu Je

skute¢nost, Ze dalsi cetné reakce, zejména acetylace do dalsich poloh, mohou byt vyvolany nebo
ovlivnény rovnéZ latkami existujicimi v surovém extraktu. Dale rostlinny extrakt nevykazuje
Zadné definované a reprodukovatelné sloZeni, takZe pouZiti surovych rostlinnych extrakti vede
k nekontrolovatelnym a rozmanitym reakci, a vytéZkiim.

Ukolem piedkladaného vynilezu bylo proto dt k dispozici zpisob, kterym miize byt pfipraven
baccatin a baccatinu podobné baccatinové derivaty selektivni acetylaci odpovidajicich
10—desacetyl sloucenin v poloze 10. Dalsi Gloha spo€iva v tom, dat k dispozici izolovanou latku,
ktera tuto reakci specificky katalyzuje.

Podstata vynilezu

Tyto ikoly se podle vynilezu fesi zplhsobem piipravy baccatinu nebo baccatinovych derivati,
vyznaCujicim se tim, Ze 10—desacetylbaccatin nebo 10—desacetylbaccatinovy derivat reaguje
v pfitomnosti izolovaného enzymu a acetylového donoru, pfidemz jako enzym se pouZiva acetyl-
transferdza a molekulové hmotnosti od 70 do 72 kD, stanovené SDS—PAGE (natrium—dodecyi-
sulfat—polyakrylamid-gelovou elektroforézou), ktera se ziskd z bunééné kultury Taxus Chnensis.
Bylo zjisténo, Ze regioselektivni acetylace v poloze 10 je katalyzovana izolovanym enzymem,
ktery miize byt ziskin z bun&&né kultury Taxud chinensis.

Pfekvapivé bylo zjisténo, Ze za pouZiti izolovaného a vy&isténého enzymu miZe byt obdrzena

vysoka regiospecifita co se tye acetylace v poloze 10. Tato specifita je preferovana > 80 %, vice
preferovana > 90 % a nejvice preferovana > 95 %. Bylo zjisténo, Ze pouzity enzym mize ziskat
specifitu > 99 %. Specifita > 80 % ptitom znamena, Je acetylace se konala na vice jak 80%
vpoloze 10 a méné nez 20 % v jinych polohach vychozi slouCeniny. Nasledkem toho dalsi
hydroxylové skupiny, které existuji ve vychozi latce, nemiize byt blokovény chranici skupinou,
protoZe acetylace t€chto dalsich hydroxyskupin pii pouziti enzymu podle vynalezu se nevyskytu-
Je, nebo existuje jen ve velmi malém rozsahu.

Ptekvapivé bylo zjisténo, Ze enzym pouzity podle vynalezu vykazuje vysokou substrétovou spe-
cifitu. Tak byly podrobeny reakci jenom 10-desacetylbaccatin respektive derivaty |0-desacetyl-
baccatinu, které v poloze C 10 a Jejim okoli vykazuji konfiguraci podobnou 10-desacetyl-
baccatinu [l Zejména nebyly acetyloviny derivity baccatinu, u nichz je blokovan pfistup
k poloze 10 prostorov& naro&nymi substraty, jako moZné 10—desacetyltaxol a 10-desacetyl-
cefalomannin. Pfedpokladem pro to, aby byl derivat baccatinu rozpoznan enzymem podle vyna-
lezu, je tudiz, aby tyto derivaty, které vykazuji cyklickou strukturu taxanu, v polohich 7, 8,9, 10,
11, 12 a 13 v podstaté odpovidaji 10~desacetylbaccatinu II[, to znamena nemély v této poloze
Zadné jiné substituenty nebo pouze substituenty, které maji maly objem. S vyhodou se tento
pasob hodi pro baccatinové derivaty, které maji v poloze 7 a¥ 13 stejné substituenty jako 10—
desacetylbaccatinu IIl nebo alespoti z&4sti substituenty s mengim objemem nez substituenty 10—
desacetylbaccatinu III, obzv43té vodik. Objemné substituenty v ostatnich polohach reakei nerusi,
Zv1a3té vyhodné se zpisob pouziva k acetylaci 10-desacetylbaccatinu Ili. Dile se zpiisob

MEof

obzvlasté pouzivé k selektivni acetylaci 14-hydroxy—1 0—desacetylbaccatinu I1I v poloze 10.

Naproti tomu se derivaty 10-desacetylbaccatinu III, Jejichz hydroxylové skupiny jsou v poloze 7
blokovany objemnou skupinou, je tieba 7-TEC~10-DAB-III nebo 7-BOC-10-DAB-III, nejsou
enzymem podle vynalezu jako substrat rozeznany. Takové blokovani viak neni nutné, protoZe
regioselektivni acetylace v poloze 10 probih4 také pii existenci dalSich hydroxyskupin v jinych
polohéch. :

Zpiisobem podle vynalezu je moiné acetylovat taxanové derivity selektivné v poloze 10, a to
takové, které maji stejné, men¥i nebo méné objemné substituenty v polohdch 7 az 13 nebo
10-desacetylbaccatinu III. Takové taxanové derivaty, u nichz jsou substituenty existujici
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v 10—desacetylbaccatinu III (to je OH v poloze 7, CH; v poloze 8, =O v poloze 9, OH v poloze
10, CH; v poloze 12 a OH v poloze 13) nebo jsou nahrazeny podobng objemnym nebo mensim
zbytkem, zejména vodikem, spadaji pod pojem derivaty 10—desacetylbaccatinu a mohou byt
rovnéz regiospecificky acetylovany, pokud vykazuji v poloze 10 skupinu OH. Piiklady takovych
derivatl jsou 10—desacetyltaxuyunnanin-C, 10,14-desacetyltaxuynnanin-C, 2,10,14—desacetyl-
taxuyannanin-C, 5,10,14-desacetyltaxuyunnanin—C a 2, 5,10, 14—desacetyltaxuyunnanin—C.

S vyhodou se zpisob podle vynalezu piipravuje baccatin-Ill z 10—desacetylbaccatinu [II,

~ 14-hydrobaccatin 11l z 14-hydroxy—10-desacetylbaccatinu III, nebo taxuynnanin C z 10-des-

acetyltaxuynnaninu C.

Zpiisob podle vynélezu se provadi v piitomnosti acetyldonoru. Jako acetyldonor se v podstaté
hodi kazda substance, kterd ma pfi katalytické reakei k dispozici acetylskupinu. S vyhodou se
provadi reakce v pfitomnosti acetylkoenzymu A jako acetyldonoru. ‘

PouZiti isolovaného enzymu podle vyndlezu nabizi technicky mnoho prednosti. Reakci lze
zejména s ohledem na reakéni rychlost a reprodukovatelnost pfi pouiti izolovaného enzymu
snadno kontrolovat. ‘

Vyhodny je izoelektricky bod pH 5,4 a2 5,8, s vyhodou 5,5 a% 5,7 a zvlasté vyhodn& pH 5,6. Dale
bylo zji§téno, Ze enzym pouZity podle vynalezu vykazuje konstantu Michaelise a Mentenové Ky
pro acetylkoenzym A 55 az 65 uM, § vyhodou 59 az 63 pM a zvI43t& vyhodné 61 uM.

Dalsim pfedmétem vynalezu je izolovany enzym, vyznadujici se tim, Ze

a) 10-desacetylbaccatin—I1I acetyluje za pritomnosti acetyldonoru, zejména acetylkoenzymu A
v poloze 10 selektivné

b) vykazuje molekulovou hmotnost 70 a2 72 kD, stanovenou SPD-PAGE a

¢) ziska se z bunétné kultury Taxus chinensis.

Enzym podle vynélezu je v &istot& > 50 %, obzvlasté > 80 % a vyhodndji > 90 % a nejvyhodnéji

>95 %. Enzym podle vynilezu se vyznauje tim, Ze 10-desacetylbaccatin—III v ptitomnosti
acetyldonoru, zejména acetyl-CoA selektivaé acetyluje v poloze 10. To znamend, Ze acetylace
zbylych hydroxyskupin 10-desacetylbaceatinu 11 se v polohdch 1,7 a 13 prakticky nepozoruje,
Acetylatni reakce vykazuje zejména selektivitu > 50 % pokud jde o polohu 10, s vyhodou
>80 %, vyhodngji > 90 % a nejvyhodngji > 95 %. Izolovany enzym je dale charakterizovan
molekulovou hmotnosti 70 aZ 72 kD, stanovenou SDS-PAGE. Pro stanoveni molekulovych
hmotnosti byly chromatografoviny 0,3 pg homogenniho proteinu v 10% denaturovaném
SDS~-gelu paralelng s markerovym proteinem o zndmé molekulové hmotnosti (marker Rainbow).

‘Barveni stfibrem byly proteiny zviditeln&ny, pfi¢emz molekulova hmotnost byla uréena srovna-
-nim- hodnot Rf kalibra¢niho proteinu a enzymu podle vyndlezu. Gelovou SDS—kalibradniho

proteinu a enzymu podle vynilezu. Gelovou SDS—elektroforézou stanovena molekulova hmot-
nost byla potvrzena gelovou filtraci na vhodném gelovém filtratnim sloupci. Gelova filtrace se
provadéla na sloupci Biosilect-SEC 2505 (Biorad) ekvilibrovaném 50 mM Tris, pH 8,5, 20 mM
2-merkaptoethanolu v zafizeni FPLD (BiolLogic Workstation, Biorad), asice pii pritokové
rychlosti 0,2 ml/min. Pfitom byl sloupec nejprve kalibrovan proteiny o znamé molekulové hmot-
nosti. Za identickych podminek se sloupcem vedlo 50 pg proteinu podle vynalezu. Eluédt byl

. shromizdén ve frakeich po 250 ul a byla uréovéna aktivita eludtu, jak je popsano nize. Molekulo-

va hmotnost byla ziskdna porovnanim s elu&nimi dobami znamych standards.

Ehzym podle vyndlezu miize byt izolovan z bunétné kultury Taxus chinensis. Vykazuje
izoelektricky bod pti pH 54 a2 5,8, s vyhodou pi pH 3,5 a2 5,7 a zejména pHa 5,4 a2 5,8, s vyho-
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dou bfi pH 5,5 az 5,7 a zejména pH 5,6. Dale vykazuje konstantu Ky Michaelise—Mentenové pro
acetylkoenzym A 55 az 65 pM, s vyhodou 59 az 63 pM, a obzv1até 61 uM.

U enzymu podle vynalezu se jednd o acetyltransferazu, zejména o acetyl-CoA~10-hydroxy-
taxan—O-acetyltransferazu.

Dal$im pfedmétem vynalezu je zpisob pripravy vy3e popsaného enzymu, vyzna€ujici se tim, Ze
enzym izoluje ze zdroje obsahujiciho enzym, pficemz se pouzivaji. znamé metody &iténi, a po.
kazdém &isténi se urCuji frakce, ve kterych se enzym vyskytuje tim, e se prida 10—desacetyl-
baccatin nebo derivat 10-desacetylbaccatinu a acetyl-donor a dokazuje se vytvofeny produkt
acetylace. ‘

Jako zdroj obsahujici enzym se miiZe pouZit napfiklad rostlinny extrakt. Jako enzym obsahujici
zdroj se s vyhodou pouziva bun&né kultura, zejména suspenzni bunééna kultura. PouZiti bunés-
né kultury je vyhodné proto, ponévadz mohou byt ziskana velka mnoZstvi vychoziho materialu.
Ve srovndni s pouZitim surového extraktu jako zdroje obsahujiciho enzym je pii pouZiti bunéiné
kultury na zaklad® velkého mnoZstvi vychoziho materialu moZné vyCistit enzym do vysoké
Listoty. Zvlast€ vyhodny je vychozi material pochazejici z Taxus chinensis, napfiklad buné¢na
kultura z Taxus chinensis. K ¢i8téni enzymu z vychoziho materialu mohou byt k ziskdni enzymii
respektive proteindl pouZity zndmé metody &isténi. S vyhodou se pouzivd sré%eni siranem
amonnym ze surového extraktu jakoz i chromatografické metody &isténi, jako pouZiti sloupce
Sephadexu G-25, aniontoménidové chromatografie napiiklad na DEAE—-Sephacelu, gelové
filtrace napriklad na Ultrogelu AcA 44, aniontoménitové chromatografie naptiklad na HighQ,
sloupcové chromatografie s hydroxyapatitem, barevné afinitni chromatografie napiiktad na High
Trap Blue, hydrofébni interakéni chromatografie napfiklad na Phenylsepharose a/nebo barevné
afinitni chromatografie naptiklad na Mimetic~Griin 1A6XL. S vyhodou zahrnuje Cisténi alespoi
Jeden krok za pouziti aniontom&nidové chromatografie na HighQ. Sloupec HighQ je-méni&
anionti) se skupina -N"(CHs); jako ligandy. Bylo zjisténo, e zejména timto krokem ¢&i§téni 1ze
odstranit litky, které katalyzuji acetylaci v jinych polohédch nez v poloze 10.

Pfi postupu podle vyndlezu se po kazdém kroku ¢isténi stanovuje enzymové aktivita frakei, aby
se zjistilo, ve kterych frakcich se enzym nachazi. K tomu se podrobi reakci s acetyldonorem

. frakee respektive East frakee s 10—desacetylbaccatinem nebo derivitem 10—desacetylbaccatinu,

jak byl vyse definovén. Ve frakcich, v nichz je Zidany enzym, se muze dokazovat produkt
acetylovany v poloze 10. Pro tento dikaz se s vyhodou pouzivd 10—desacetylbaccatin-III nebo
10—desacetyltaxuyunannin—C. Dikaz vytvoteného acetylovaného produktu lze ziskat pouzitim
vhodnych znatkovanych skupin ve vychozich substancich. $ vyhodou se pouziva znalkovaného

‘acetyldonoru. * Takovy oznatkovany~ acetyldondt zahrnuje znatkovanou acetylévou skupinu,

s jejiZ pomoci potom miZe byt uréen produkt acetylovany v poloze 10. S vyhodou se pouziva
radioaktivné znalkovany acetyldonor. Vhodné radioaktivni markerové skupiny jsou pFi tom
BC alc. zviage vyhodné se jako acetyldonor pouziva acetylkoenzym A, zejména
[2—'4C]—acetylkoenzym A. :

Dikaz je také mozné provést znatkovanim t&zkym izotopem. V tom pfipadé se miZe reakéni
produkt uréit pomoci hmotnostni spektrometrie.

Zpiisobem pfipravy baccatinu nebo derivatii baccatinu podie vynalezu za pouZiti enzymu podle
vynalezu je mozné pfipravit sloudeniny baccatinu respektive taxanu specificky acetylované
v poloze 10. O takové sloudeniny je zdjem zejména jako o vychozi substance pro parcialni synté-
zu taxolu. Daldim pfedmétem vynalezu je proto zpisob ptipravy taxolu a/nebo derivatd taxolu,
vyznadujici se tim, Ze baccatin nebo derivaty baccatinu, které byly pfipraveny shora popsanym
zpisobem, mohou byt znémou reakei prevedeny na taxol respektive derivaty taxolu. Pracidlni
reakce baccatinu respektive baccatinovych derivatl na taxol, respektive derivaty taxolu je podle

. stavu techniky zndma a popséna a zahrnuje v principu ptivedeni vhodnych substituentt
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k hydroxylové skupin€ v poloze 13 baccatinového derivatu. Vhodnym zpiisobem pouzité baccati-
nové derivaty vykazuji proto minimalng v poloze 13 volnou skupinu OH.

Reakce piemény baccatinovych derivatd na taxol respektive derivaty taxolu se provadi
esterifikaci skupin OH v poloze 13 baccatinového derivatu vhodnou kyselinou. Takové postupy
jsou v literatufe podrobné popsany, napfiklad v patentu US 4 814 470 (Colin et al.), v patentu
US Re. 34 277 (Denis et al.), v EP 0 400 971 A2, v patentu US 4 924 011 (Denis et al.), v patentu
US 5 476 954 (Bourzat et al.) jakoZ i Denis et al., J. Am. Chem. Soc. 110 (1988), 5917-5919.

Pro znazornéni jsou dile uvedeny strukturni vzorce baccatinu-Til a paclitaxelu:

baccatin III

paclitaxel R] = COC6H5, R2 = CH}CO

Vynilez bude dale osvétlen nasledujicimi piiklady.

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1
Kultivace suspenzni bun&éné kultury z Taxus chinensis

Byly pouZity suspenzni bunéné kultury z Taxus chinemsis ze sbirky tstavu ,Institut fiir
Pharzazeutischer Biologie der Universtét Miinchen®, které piivodn& pochazeji z jehligi stromu T.
chinensis (tis cinsky). Kultury se ponechaly riist 14 dni pii 24 °C, 100 U/min a 1500 lux. Potom
se pieneslo 150 ml bun&&né suspenze sterilni 50 ml pipetou do 250 ml média B5+ 1
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Slozeni média B5+] (modifikovaného podle Gambora, Millera a Ojimy: Experimental Research,

1968, 50, 151-158).

Kyselina naftylova 10 uM
benzylaminopurin 0,2 uM
mg/|

N3H2P04.H20 . 150
CaCl.2H,0 150
(NH;4),S0, 134
MgSO,.7H,;0 250

- KNO; 2500°
FeSO,.7H,O 25,6
Na,EDTA.2H,0 34,27
KJ 0,75
MnSO,.H,0 10 -
H;BO, 3
ZHSO4.7H20 3
N32M04.2H20 0,25
CuSO4.5H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,25
kyselina nikotinové 1
thiaminiumchlorid 10
pyridoxylhydrochlorid !
meso~inosit 1000
D(+)sachardza 20000
pH 5,6 :
NZ-aminy 1000

NZ-aminy byly pridavany k médiu po autoklavovani a ochlazeni za sterilnich podminek jako
sterilni zasobni roztok (10 g/1)

Tteti den po tomto pfeotkovani se pridalo 30 uM methyljasmonatu (firmy Serva) a kultura se -

nechala riist dal3i 4 dny (Grundlach, H., Miiller, M. J., Kutchan, T.M., Zenk, M.H., 1992, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89, 2389-2393). Potom se buiiky oddglily od média vakuovou filtraci a po

Sokovém vymrazeni kapalnym dusikem se pouzily pro vylou¢eni enzymu. P¥i ~20 °C mohly byt
 ale takeé skladovany az do jednoho mésice, pofom aktivita hledaného enzymu silng poklesla.

" Piklad 2

~ Enzymovy test k urCeni aktivity acetyltransferazy

Pro to, aby se enzym mohl vyg&istit, charakterizovat a dokézat, Je nezbytnym predpokladem dos-
tupnost piesnych a dostatetné citlivych testovacich metod. Zde to bylo zjistovani vytvofeného
produktu, napiiklad taxuyunnaninu C z 10-desacetyltaxuyunnaninu, pro coz byla vyvinuta
Jednodude proveditelna a spolehliva metoda.

DostateCné mnoZstvi testovaného roztoku enzymu bylo pFipipetovéno k 50 ul pufru Tris (0,8 M,
pH 8,5} vnadobkach Eppendorf. Potom se pfidalo 30 ul vygisténého acetyl-CoA (5 nmol
neznacencho a a0,02 uCi_—[2—'4C]acetylkoenzymu—A) a 15 nmol zakladniho, v DMSO rozpuits-
n¢ho, 3 mM roztoku 10—desacetyltaxuyunnaninu C, pti kontrole misto tohoto taxanu jen odpovi-
dajici mnozstvi DMSO. Po 3 minutové inkubaci pti 35 °C byla usazenina okyselena 20 pul 12 %
H,S0;, vytvofeny taxuyunnanin C by! vytiepan (10 minut dnem vzhiru na tiepacee) s 600 ul
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tert-butylmethyletherem a usazenina se potom centrifugovala (4 minuty 14000 U/min, centrifuga
Eppendorf). Jedté existujici nerozlozeny [2-''C) acetyl~CoA ziistal ve vodné fazi. 500 ul
organické faze bylo po probublavani vzduchem zahu$téno dosucha, &imZ mohla byt rovnéz
odstranéna eventudiné pritomnd [2-"C] kyselina octova, ktera byla piitomna po piedchozim
okyseleni jako t€kavd kyselina. Pomoci scintilaéniho &itate (Multiple Purpose Scintillation
Counter LS 6500, firma Beckmann) nebo radioscanneru pro tenké vrstvy (Automatic TLC Linear
Analyzer, firma Berthold) byl uren druh a mnoZstvi vytvoteného produktu. Tento prvni se
pouZil, aby se s naétenymi hodnotami cpm zjistila pfeména a tim i aktivita enzymd. Pomoci chro-
matografie na tenke vrstvé (DC) (LM: chloroform: acetonitril 7:3) a naslednym vyhodnocenim
radioscannerem se mohlo pfezkouset, zda—li radioaktivita zm&fena scintiladnim &itadem skuteénd
také odpovida piku ve vysce hodnoty Rf oéekavaného produktu.

Priklad 3
Cisténi acetyltransferazy
3.1. Ziskavani tkafiové kultury-a odsoleni na Sephadexu G235

K ziskdvani surového extraktu proteinu byla pouZita sedm dni stara suspenzni kultura, ktera byla
ziskéna tretiho dne po pfeotkovani s 30 uM MeJA. 200 gram{ Cerstvé odsatych bunék bylo
vymirazeno kapalnym dusikem. V hmozdifi chlazeném ledem byla potom buiiky smichany
5 20 gramy PVPP a 5400 ml standardniho pufru A (100 mM kyseliny borité/NaOH, pH 8,5,
20 % glycerinu, 20 mM 2-nmerkaptoethanolu) a za michani ponechany roztat. PVPP vaze &hst
fenold, ruicich v daldim kroku ¢isténi, mimo jiné ttislovin obsazenych v extraktu. Homogenni
bunétnd kaSe byla potom pies &tyfikrdt pielozeny mul filtrovana a vylisovana §tava

- centrifugovina pfi 15000 x g (10 minut, rotor SS34). Leden chlazeny ziistatek byl smichan

s 50 ml kalciumfosfatového geiu suspendovaného ve standardnim pufru A (100 mM kyseliny
borité/NaOH, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu). Objemovy adaj udava
mnoZstvi gelu, které se obdrzi po desetiminutové centrifugaci pi 2500 U/min a odpovidaji
1,9 gramiim TG Ca3(PO,),. Tato smés se ponecha 10 minut v ledové chiadici lazni za ob&asného
michani stat. Behem této doby by se mély na gel adsorbovat privodni latky, jako napfikiad
tiisloviny obsazené ve velkych mnoZstvi, Acetyltransferiza zistala vroztoku a mohla byt
naslednou centrifugaci (6.000 x g, 5 min, rotor GSA) oddé&lena od gelového materialu,

Potom byl jako peleta pfitomny gel je3t& jednou zachycovén v 75 ml standardniho pufru A,
michan 5 minut sklenénou tyéinkou a je3té jednou centrifugovan 5 minut pii 6000 U/min (rotor
GSA), aby se &ast acetyltransferazy adsorbovala na gel a timto naslednym zpracovanim se |
dostala do piebytku. Bez pouziti kalciumfosfatového gelu se vyskytovaly v dalsim kroku &isténi
velké potize, protoZe dosud obsazené privodni latky velmi rychle ucpavaly membranu michané
kyvety a potom zabarvovaly pouZité sloupce tmavohnédé a tim rychle sniZzovaly jejich vazebni
kapacity.

Vy<istény ledem chlazeni ziistatek byl za pomalého michéni po Sastech podroben reakci s amo-
nium sulfatem aZ do 70 % nasyceni a po Gplném pFidanim jeits dalsich 30 minut pomailu michan,
Potom mohl byt vypadnuty protein peletovan pti 15.000 U/min (10 min, rotot SS34). SraZenina
byla opatrné resuspendovana v 30 ml standardniho pufru B (50 mM, Tris/HCI, pH 8,5, 20%
glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu) a roztok byl vysolen za pouZiti tochoto pufru pomoci
sloupce Sephadexu G25 (Pharmacia; 2,7 @ x 7 em), pfi¢emz soucasné bylo oddéleno 60 %
ciziho protejnu. ' '

[G25—¢luat: 82 ml, 78 mg protienu]

3.2. Aniontoménitova chromatografie na Sephacclu DEAE
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U Sephacelu DEAE se jedni o modifikovanou celulézu, na kterou jsou vézany kladné nabité
diethylaminoethylové zbytky. Je-li izoelektricky bod rozpusténych proteini kyselej$i nez pouzity
pufr, existuji jako anionty, a mohou byt tudiZ vdzany na kladn& nabity material sloupce.
Pridavkem silngjsich aniontd, jako napfiklad CI™ nebo SO,*, se zeslabuje elektrostaticka inter-
akce adsorbovaného proteinu a skupin DEAE. Nasledkem toho se anionty proteinii vyméni 2a
anorganické anionty a enzym se tak eluuje.

Timto krokem &isténi bylo oddéleno 24,4 % ciziho proteinu jakoZ i zejména privodni latky
obsahujici fenol, mimo jiné tfisloviny. Material sloupce se barvil uZ pti prvnim pouziti silné
hnédé, mohl viak byt €iStén 1'M NaOH. Znetisténi sloupcd,-které mohou byt pozdéji poutity

- v {isticim procesu, mohlo byt timto krokem zna&né redukovano.

Pribéh sloupce DEAE (2,5 em & x 5 cm) véetn& 30 ml standardniho pufru B (50 mM, Tris/HC,
pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-mertkaptoethanolu), ktery byl sloupec promyvan, byl zahugtén
tlakovou filtraci v michané kyvet& (Amicon, 400 ml, membrana PM10) na 5 ml.

[DEAE eluat: 110 ml, 59 mg proteinu]
3.3 Gelova filtrace na Ultrogenu AcA 44

Princip gelové filtrace spociva v tom, ze makromolekuly, jako naptiklad proteiny, Jjsou distribuo-
vany v zavislosti na jejich velikosti a tvaru do matrice pori definované velikosti (nabiraci
objemy) a do okolniho kapalného prostoru. Molekuly, které jsou pfili§ velké, aby se mohly dostat
do porti gelu, putuji okolo &astic a _]sou tak rychleji eluovany nez stiedné velké protemy, které
jsou nejdfive z pori retardovany, aniz by se do nich dostaly. Jesté mensi molekuly, mimo jiné
ionty soli, se dostavaji nejprve do péri, které opoustejl teprve po ur€ité dobé prodleni, prodez
zlistivaji na sloupc1 nejdéle.

Tato technika je velmi Setrnd, ponévadZ se nevyskytuji prakticky Zadné interakce mezi mate-
ridlem a proteinem a nemusi se uZivat Zidné specidlni pufry. Mimo to se provadi tplné odsolent
eludtu, ponévadz mensi ionty, v tomto pfipadé sulfatove ionty, setrvavaji na sloupci mnohem déle

* nez aktivni protein.

Byl pouZivan polyakrylamid-agarozovy gel, pro ktery se uddva frakcionaéni oblast 10130 kD
(Ultrogel AcA 44 firmy Serva).

Zahustény roztok proteinu byl pies noc rozdélen na ekvilibrovaném sloupci (2,8 cm & x 100 cm)

‘se standardnim pufrem B rychlosti 20 ml/h. 60 frakei (4 6,5 ml) bylo testovano na obsah proteinu

a aktivitu acetyltransferazy. Frakce s hlavni aktivitou byly spojeny a dale &igtény.

§ timto eluatem lze méfit specifickou aktivitu acetyltransferazy. Chromatogram na tenké vrstvé
vykazoval kromé vyznamného piku pii niz§i hodnoté Rf také pik ve vyice hodnoty taxuyun-
naninu C. [AcA~eludt: 53 ml, 25,7 mg, celkova aktivita 724 pkat byla pouzita Jako 100 %].
Touto gelovou filtraci bylo separovano 57 % ciziho proteinu.

3.4. AniontoméniCova chromatografie na HighQ -

Stejné jako sloupec DEAE je také sloupec HighQ, ktery obsahuje skupinu N*(CH;); jako ligandy,
aniontoméni¢, v protikladu k prvnimu viak siln&j3i, to znamena, 7e se neméni v $iroké oblasti pH
jeho ionizaéni stav. U slabych iontoménici phi ruznych hodnotach pH zna&n& kolisa stupefi
disociace a tudiZ i vyménna kapacita. ProtoZe material sloupcti High() sestava z hustd ulozenych
cca 10 um malych astic pryskyfice a z toho vyplyva i vyssi protitlak, musi se provozovat na

- FPLC—zafizeni (firmy Biorad).
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Odsoleny AcA—eluat (53 ml) byl erpan pritokovou rychlosti 2 ml/min na pfipraveny sloupec
5 ml HighW ekvilibrovany standardnim ‘pufrem B (50 mM, Tris/HCI, pH 8,5, 02 % glycerinu,
20mM 2-merkaptoethanolu) a tento sloupec se také timto pufrem ndsledné promyval.
V bezbarvém priitoku se nachazela &4st inaktivniho proteinu, s 0,07 M KCl ve standardnim pufru
B (50 mM, Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu) byl odstranén dal$i
cizi protein a Zluté privodni atky. P¥i dalsim stupni gradientu, 0,14 M KCl v standardnim pufru
B (50 mM, Tris/HCI, pH 8.5, 20 % glycerinu, 20 mM 2—merkaptoethanolu), byl eluovan aktivni
protein a vedle toho také Zluté privodni latky. Také eluat ziskany s 1 M KCl ve standardnim
pufru B (50 mM, Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu) byl Zluté
zabarven a obsahoval 1/3 naneseného proteinu, aviak bez aktivity acetyltransferazy. Timto
poslednim krokem se sloupec sou¢asné regeneroval, '

Velka vyhoda tohoto kroku Eisténi spodivala v tom, e velké objemy AcA—eluitu mohly byt
rychle a Setrné zahustény na 4 ml (4 frakce 4 1 ml).

Gradient: Doba (min) 1 ml KCl v standardnim pufru B (%)

0 0

35 0

35 7

45 7

45 14

55 14

5§ 100

70 100

[Eluat High—Q: 4 ml 8,8 mg proteinu, 796 pkat]
3.5 Hydroxyapatit
Byl poutit sloupec CHT II (firma Biorad), ktery byl plnén sférickymi &asticemi hydroxyapatitu,

[Cas(PO,);0H],. Negativng nabité proteiny se mohou v pfitomnosti nizkomolamiho fosfatového
pufru nejprve vizat na kationty Ca™ a potom mohou byt vytésnény vys§imi koncentracemi

~ fosftath do elucniho pufru.

Zasadité proteiny s vysokym pl maji vy$$i afinitu k materialu sloupce nez ty s nizsim pl.
Struktura hydroxyapatitu s Ca™* fonty v kladn& nabitych centrech a PO v negativné nabitych,
m4 za nasledek smilenou iontoméniCovou separaci. HighQ-elut byl &erpan rychlosti 0,5 ml/min

na sloupec CHT LI (5 il) ‘ekvilibrovany fosfatovym pufrem (10 mM Na,PO;, pH 6.8, 20 %

glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu) a promyvan 12 ml tohoto pufru. Eluce aktivniho proteinu
se provadéla se 160 ml fosfatového pufru (20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu). Také
pii daldim zvySeni koncentrace fosfatu na 400 mM nemohl byt eluovan dalsi protein.

Gradient: Doba (min) 160 mM fostatového pufru (%)
0 0
40 0
40 100
70 100

Zachycené frakce 0,5 ml byly zkouSeny na obsah proteinu a aktivitu acetyltransferazy.
[CHT ll-eluat: 1,5 ml, 0,73 mg proteinu, 578 pkat]

Timto krokem ¢isténi bylo docileno faktoru obohaceni 8,7 oproti HighQ-eluatu, pfi¢emz p'ii

+ 92 % separaci ciziho proteinu byla zaznamenana ztrita aktivity 27 %.
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3.6. Barevna afinitni c-hromafograﬁe na High Trap Blue

HiTrapBlue 1 ml (firma Pharmacia) obsahuje syntetickou polycyklickou barevnou latku Cibacron
Blue F3G-A, ktera je pfipojena na agarézovou matrici. Tyto ligandy vykazuji uréitou struktumi
podobnost s pfirozené se vyskytujicimi molekulami, jako kofaktory NAD'a NADP*, coz jim

umoziiuje vazat pevn¢ a specificky proteiny, kromé jiného enzymy, které potiebuji substance h

obsahujici adenylat. Sloupcovy materidl se proto oznaGuje za ,skupinospecificky™. Specifita je
viak relativizovéna tim, Ze az dosud katalogizované enzymy ' potfebuji pfiblizné tfetinu koen-
zymu, ktery obsahuje nukleotidovou komponentu. Proto se mohou proteiny vézat na aromatické
ligandy také specificky elektrostatickymi a/nebo hydrofobnimi interakcemi.

Eluce se provadi specificky s pfislu3nym kofaktorem nebo nespecificky s roztoky soli.
Acetyltransferaza, ktera vaZe acetyl-CoA obsahujici fosfoadenosyldifosfat, se adsorbovala na

modry sloupcovy materidl a byla nespecificky eluovana s linedrnim KCl—gradientem. K tomu se
nandsel CHT Il-eludt na sloupci HigH Trap Blue ekvilibrovaném standardnim pufrem B

- zafizenim FPLC (firmy Biorad) pritokovou rychlosti 0,5 ml/min a timto pufrem se nasledn&

promyval. Eluce proteinu vazaného na sloupec se provadéla pii 0,5 ml/min s linedrnim solnym
gradientem 0-1 M KCI ve standardnim pufru B (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu,
20 mM 2-merkaptoethanolu) po dobu 30 min.

Gradient: Doba (min) I M KCl standardniho pufru B (%)
0 0
30 - 0
60 100

Veiikost frakce Cinila 0,5 ml. Ziskané frakce, které vykazovaly aktivitu, byly spojeny.
[High Trap Blue eluat: 1,5 ml, 0,05 mg proteinu, 168 pkat]

Oproti CHT Il-sloupci mohlo byt timto krokem &isténi docileno faktoru obohaceni 4,2. Pi 93 %
separaci ciztho proteinu byla zaznamenéna ztrata celkové aktivity 71 %.

3.7 Hydrofobni interakéni chromatografie na Phenylsepharose

Pfidaji-li se k proteindm rozpousténym ve vodném prostiedi urfité neutrélni sole, jako napfiklad

- (NH4),804 nebo KCI, zvy$i se iontova sila roztoku. Za téchto podminek spolu asociuji
~ hydrofébni oblasti- na povrchu -proteinii. Pravé tak se adsorbuji také na’ materidlech” sloupch

s hydrofébnimi ligandy, &imz dochazi k hydrofobaim interakcim — (HIC = Hydrophobic Inter-
actions Chromatography). Ty se potom mohou opét vymyt, pfidem? se pouzivé elugni puft s nizsi
koncentraci soli. Tento ¢istici princip potom vyzadoval nastavit High Trap Blue eluat na
koncentraci 0,5 M siranu amonného. To se provedlo velmi pomalym pfidavanim po &astech

. odpovidajiciho mnoZstvi ledem chlazeného roztoku 1 M siranu amonného ve standardnim pufru

B (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoettianolu). Potom se nanesl
roztok proteinu na minisloupec (Iecm & x 1,3 cm) ekvilibrovany 0,5M (NH;),SOve
standardnim pufru B (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu).
Po jeho proniknuti do gelového loze (Phenylsepharose firmy Pharmacia) se promyva se 7 m!
0,5M (NH4%80, ve standardnim pufru B (50 mM Tris/HLC, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM
2-merkaptoethanolu). K eluci vizaného proteinu se pouziva 0,1 M (NH)SO, ve standardnim
pufru (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu). Eluét se sbira ve
frakeich po 0,5 ml a uruje se relativni koncentrace proteinu a enzymova aktivita. Nejaktivngj§i
frakce se spoji a testuji na aktivitu a obsah proteinu.

[Phenylsepharose—eluat: 2,5 ml 0,001 mg proteinu, 6,3 pka]

-10-
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Jako faktor obohacen byla oproﬁ HiTrapBlue—¢ludtu vy&islena hodnota 1,9 pti soudasné ztraté
aktivity 96 % a oddéleni 98 % ciziho protienu.

3.8 Barevna afinitni chromatografie na Mimetic—Griin 1A-6 XL

Jak bylo vyvozeno u sloiipce High Trap Biue, vyskytuji se také u tohoto materialu interakce mezi ™

vazebnymi misty kofaktoru enzymu s ligandy barevné latky. Jenom ty vizané enzymy, zévislé na
kofaktoru, se pak mohou eluovat s kofaktorem, v pfedkladaném pfipadé acetylkoenzymem A.
Nespecificky adsorbované proteiny ziistavaji pfitom je3té na sloupci.

Dfive neZ se mohl pipetovat Phenylsepharose—eludt na sloupec Mimetic~Griin (1 me & 1,2 cm,
Affinity Chromatography Ltd., Feeport, Ballasalla, Isle of Man), musel se nejdive odsolit, coZ se -
stalo opét na sloupct PD10 (firma Pharmacia). K tomu byl nanesen Phenylsepharoseeluat na
sloupec PD10 a ponechén pronikat. Eluce se provadéla standardnim pufrem B (50 mM Tris/HCI,
pH 8.5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu), pfi¢emZ prvnich 0,5 ml eludtu se vyhodilo
a dalSich 2,5 ml, které obsahovaly aktivai protein, se shromazd’ovalo.

Tento roztok enzymu se pipetoval na sloupec Mimetic-Griin (I em @ 1,2 cm) promyty
standardnim pufrem B (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu).
Poté, co pronikl do gelového loZe, byl usp&iné bez pumpy eluovan nasledujicimi roztoky: 3 ml
standardniho pufru B (50 mM Tris/HCI, pH 8,5, 20 % glycerinu, 20 mM 2-merkaptoethanolu),

- 3ml 0,5 mM acetylkoenzymu ve standardnim pufru B, 3 ml 1 M KCl ve standardnim, pufru B.

Pfitom se jimaly frakce po 1 ml a kontrolovaly se na protein a aktivitu acetylkoenzymu A.

Acetylkoenzym A — eluit obsahoval jako jedina frakce aktivitu acetyltransferdzy. Ani v pritoku
ani v KCl-eludtu nemohla byt aktivita zmgfena.

Pfed uréenim aktivity v acetyl-CoA-eluatu se musel nejprve odstranit kofaktor z roztoku.
Velkym spojenim dohromady neznaceného acetylkoenzymu A by byla nepatrna &ast '*C oznade-
ného acetyl-CoA tak zfedéna, e by radioaktivni substrat prakticky nemohl reagovat.

Témét dplné odstranéni acetylkoenzymu A se podafilo pomoci sloupce PD10, jak bylo vyse
popsano. S takto ziskanym eludtem se mohl provadét obvykly test na aktivitu. Ponévad? viak
v PD10-eludtu existovaly je3té stopy acetylkoenzymu A zelugniho pufru, a tedy uplného
odstranéni nebylo moZno doséhnout, byl v materidlu shroméazd&ném k aktivitnimu testu
acetyl-CoA oznadeny 'C zfedén, a tim byla pro aktivitu a Sistici faktor ziskana p¥ili§ mala hod-

[Griin—eluat: 2,5 ml, 0,001 mg proteinu, 0,'7‘.pkat]

Timto krokem &it€ni byl oddélen cizi protein a pfi 81 % ztraté aktivity bylo dosaZeno faktoru
Cisténi 1,1.

wew o w

3.9 Souhrnny popis ¢isténi a dokumentace homogenity

Popsany zpitsobem s¢ ziskala Zadana acetyltransferaza ze surového extraktu vysrazenim 70 %
siranem amonnym a 8 kroky sloupcové chromatografie. Tim se ziskala preparace acetyltrans-
ferazy, jejiz specificka aktivita dosahovala 280-nisobné hodnoty AcA—eludtu, pFidems celkovy
vyteZek obnasel 0,1 %. Velka ztrata aktivity béhem &isténi, i kdyZ se AcA—eluat zpracovaval
v jednom dni, Ize vysvétlit velkou nestabilitou enzymu, jakoz i jeho citlivosti na hodnoty pH pod
pH 8 a v(i¢i iontGm soli, mimo jiné siranu amonného.

K piekontrolovani &istoty enzymové preparace byla pouzita denaturadni diskova elektroforéza za

pritomnosti SDS. Po rozdgleni koncentrovaného eludtu Mimetic-Griin—sloupce s SDS—PAGE
a naslednym barvenim stfibrem se objevil jen | pds.

Cre
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Priklad 4
Charakterizace acetyltransferazy ze suspenznich kultur Taxus chinensis
4.1 pH Optimum

Hodnota pH ma velky ¢inek na enzymovou aktivitu, protoze se méni podie acidity enzymového
roztoku niboje funkénich skupin uréitych aminokyselin. To ma dopad na konformaci aktivniho
centra enzymu a tim i na jeho aktivitu. Pravé tak je model protonace uréitého substratu zévisly na
hodnoté pH a mlze pravé tak ovliviiovat enzymovou aktivitu,

K zjisténi optimalni oblasti pH byl méfen pfenos acetylkoenzymu A na 10—desacety!-
taxuyunnanin C pfi riznych hodnotich pH, od pH 5 do pH 11. K tomu byly pouzity 5,6 pkat
(1,7 ug, 50 ul) 120 krat obohacené acetyltransferazy (High TrapBlue eluat) v nasledujicich vsad-
kéach:

Vsadky: 50 ul 0,8 M Tris, pH 8,F
50 placetyltransferdzy (5,6 pkat 1,7 pug proteinu, obohaceno 120 krat)
30 pl acetylkoenzymu A (5 nmol, véetné 0,02 pCi [2-"“Clacetylkoenzymu A
5 ul 3 mM 10—desacetyltaxuynnaninu C (15 nmol)
50 ul vody Millipore

Inkubace: 25 min pfi 35 °C

Vsadky byly pfitom 3 minut pfedinkuboviny bez acetylkoenzymu A, potom byla nastartovéna
reakce pfidanim kofaktoru. Po inkubagni dob& 25 minut pfi 35 °C byla reakce zastavena okysele-
nim a vytfepanim s terc.—butylmethyletherem. Radioaktivita obsazena v extraktu byla vyhodno-
cena scintilaénim &itadem,

Aktivita acetyltransferazy se rozprostira pres relativné izkou oblast pH 8,5 a2 9, ptitems opti-
mum pH lezi u pH 9. Polov1cm mamma]m rychlostl konverze se nalézaji pfi pH 6,8 a pH 10,8.

- Cisténi se provadélo pii pH 8,5, protoze s¢ potom u afinitnich sloupcii nachazelo v proteklem

materidlu méné aktivniho proteinu nez pii pH 9.
42 Teplotni optimum

Vedle zrejmeho ucinku, ktery ma hodnota pH na enzymovou aktivitu, ukazuje se také silnd zavis- |
lost enzymové aktivity na inkubagni teploté. Nejprve enzymaticka aktivita vzriista se stoupajici
teplotou, od uréité — pro kazdy enzym specifické — teploty viak rychle klesa. Pfi téchto vysokych
hodnotich teplot dochazi k denaturaci a inaktivaci enzymu. Aby se stanovilo optlmum teploty
pro acetyltransferazu, bylo inkubovano 1,7 ug (5,6 pkat) 120~krét &isténého enzymu pti teplotach
od 0 do 50 °C nejprve 10 minut bez acetylkde'nzymu A, potom dalSich 25 minut po ptidani
kofaktoru. Zastaveni reakce se provadélo piidanim 20 ul 12 % H,SO,. Potom byl vytvofeny
taxuyunnanin C vytfepan se 600 pl etheru. Vyhodnoceni vytvoteného mnozstvi produktu bylo
provedeno prostfednictvim scintilaéniho &itade.

Vsadky: 50 nl 0,8 M TI‘IS pH 8,5
30 pl acetyltransferazy (5,6 pkat, 1,7 pg protemu obohacovano 120 krat)
30 pt acetylkoenzymu A (5 nmol, véetng 0,02 uCi [2-"'Clacetyl-CoA)
3 ul 3 mM 10-desacetyltaxuyunnaninu C (15 nmol)
50 pl vody Millipore
[nkubace: 25 min pii prislusné teploté

Teplotni optimum acetyltransferazy lezi u 35 °C.
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4.3 lzoelektricky bod

Izoelektricky bod byl ziskan pomoci chromatofokusovéni. K tomu se pouzije specilni anionto-
méni€, napfiktad Mono P HR 5/20 (firmy Pharmacia), na ktery se nanese zidany enzym pfi
hodnoté pH, pfi které existuje jako aniont. Za t&chto startovacich podminek se enzym vaze na
materidlu sloupce a potom se miize eluovat pufrovaci smési obsahujici amfolyt (Polybuffer 94
firmy Pharmacia), vytvafejici gradienty pH pfes sloupec. Enzym se odlou€i od aniontoménice
pravé tehdy, kdyz hodnota pH poklesne natolik, aby enzym piesel z aniontového do formalne
nenabitého stavu. Tato hodnota pH odpovida izoelekrickému bodu (IEP).

Pro acetyltransferazu byl urCen pomoci BioLogic FPLC Workstation (firmy Biorad) na sloupci
Mono P HR 5/20 (0,5 ¢cm & x 20 cm, firma Pharmacia) pfi pritoku 0,7 ml/min. Tento sloupec
byl ekvilibrovan pufrem 25 mM imidazolu/HCI pH 7.4 a nabijen eluatem HighQ. K tomu byl
1 ml HighQ-eludtu zahuifovan na 100 pul Centriprep—koncentritory (30 kD) a zfedén shora

- zminénym imidazolovym pufrem na 6 ml. Byl zde pouZit protein tohoto stupné &istoty, ponévadz

se pofitalo s vysokou ztritou aktivity chromatofokusovani, a v HighQ-eluatu byla nejvyssi
aktivita (pkat/ml). Sloupec se promyl 10 mt startovaciho pufru a se 40 ml pufru Polybuffer 74

(zfedénym 1:8 vodou Millipore, pH 4) se protein eluoval ze sloupce. Byly zachycovany frakce

I'ml, pridemZ k zachovéni aktivity pfi nizkych hodnotach pH bylo do kaZdé druhé frakee
piedlozeno 100 ul 0,8 M Tris pH 8,5. Ve frakcich mezi nimi byla mé&tena hodnota pH.

Aby se zjistila aktivni frakce, byla alikvotni ast kaZdé 2. frakce inkubovana 30 min v nasledujici
vsadce:

Vsadky: 200 pl roztoku enzymu (pufrovano na pH 8,5)
30 pl acetylkoenzymu A (5 nmol, v ném obsaZeného
0,02 pCi[2-""C1AcCoA)
- 5 ul 3 mM 10desacetyltaxuynnaninu C (15 nmol)
Inkubace: 30 min pfi 35 °C

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci scintilaéniho &itate po vytfepani s terc.~butylmethyl-
etherem.

Hlavni aktivita se eluovala v oblasti pH od 5,7 a 5,47, takZe izoelektricky bod acetyltranseferazy

mohl byt urlen u pH 5,6.

4.4 Stanoveni molekulové hmotnosti

K ur€eni molekulové hmotnosti acetyltransferazy byly pouZity dvé rizné metody: gelova filtrace
na kalibrovaném gelovém filtraénim sloupci a SDS—gelovy elektroforéza.

Prvni se provadéla na ekvilibrovaném (50 mM Tris, pH 8,5, 10 mM 2—merkaptoethanol) sloupci
Biosilect-SEC 250-5 (Biorad) v zafizeni FPLC (Biologic Workstation, Biorad), pritokovou
rychlosti 0,2 ml/min. Nejprve byl sloupec kalibrovan proteiny, jejich molekutova hmotnost byla
znama. Za identickych podminek bylo potom 1,5 ml HighTrapBlue-eluitu, zahu§téného
Centriprep-koncetrétory (2 ml, membréna 10 kD) na 100 pl (3360 pkat, 50 ug proteinu), eluova-
no pies sloupec. Velikost frakce obnasela 250 ul a byla zjistovana aktivita eludtu inkubaci nésle-
dujicich vsadek (celkovy objem 185 pul).

Vsadky: 50 pl 0,8 M Tris, pH 8,5
100 pl eludtu
30 pul acetyl-CoA (5 nmol, v ném navic obsazeného
0,02 uCi [2-"*CJacetyl-CoA
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Sl mM"lO—desacetyltaxuynnaninu C (15 nmot)
[nkubace: 30 min pii 35 °C

Vyhodnoceni radioaktivity bylo provedeno pomoci scintilaéniho &itate pro vytfepéni s terc—
butylmethyletherem.

Pro acetyltransferazu byla touto metodou vypodtena molekulova hmotnost 72 kD.

Ke kontrole této hodnoty byla pouZita denaturujici SDS gelova clektroforéza. K tomu se chroma-
tografovalo 0,3 ug homogenniho proteinu v 10 % SDS—gelu paralelné s markerovym proteinem o
zname molekulové hmotnosti (Rainbowmarker). Barvenim sttibrem se proteiny zviditelnily,
takZe porovnanim hodnot Rf kalibradnich proteinii a acetyltransferazy se pro ni mohla ur&it mole-
kulova hmotnost 70,8 kD.

4.5 Stanoveni hodnoty Ky,

~ Stanoveni hodnoty Ky pro 10-desacetyltaxuyunnanin C

Aby se dosahlo informace a afinit€ acetyltransferazy k 10-desacetyltaxuyunnaninu C, byla urée-
na hodnota Ky s Phenylsepharose-eluatem.

Vsadky: 50 pl 0,8 M Tris, pH 8,5
100 pl acetyitransferazy (0,25 pkat, 40 ng proteinu, obohacovano 225 krat)
30 pl acetylkoenzymu A (5 nmol, v ném navic 0,02 uCi[2-"*CJacetyl-CoA)
10 pl 10—desacetyltaxuyunnaninu C
© (kone&nd koncentrace: 0,1/0,3/1/3/5710/30/50/100/200/300/500 pM)
Inkubace: 30 min pii 35 °C, vyhodnoceni radioaktivity bylo provedeno pomoci scintilaéniho &ita-
Ce po extrakei s terc-butylmethyletherem.

Dvojim reciprokym vynasenim naméfenych hodnot podle LINEWEAVER a BURK mohla byt
graficky zjisténa hodnota Ky pro 10—desacetyltaxuynnanin C 23 pM.

4.6 Stanoveni hodnoty Ky pro acetylkoenzym A

Afinitu acetylfransferazy k acetylkoenzymu' A lze popsat hodnotou Ky, ktera se zjisti s Phenyl-
sepharose—eluatem, '

- Vsadky: 50 1 0.8 M Tris, pH 8,5

100 ul acetyltransferazy (0,25 pkat, 40 ng proteinu, obohacovano 225 krat)

30 pl acetylkoenzymu A a H,0
(konecna koncentrace 2,1/2,3/3/5/12/32/52/102/152/202/302/502 uM, pficemz kaZdé byly
obsaZeny 2 uM (40 000 ¢pm) [2-"*C]AcCoA)

5 ul 3 mM 10—desacetyltaxuyunnaninu C (15 nmol)

Inkubace: 30 min pfi 35 °C, potom bylo provedeno vyhodnoceni vytfepanim s terc—butylmethyl-
etherem a scintilaénim &itatem.

Dvojim: reciprokym vyna$enim namétenych hodnot podle LINEWEAVER a BURK mohla byt
graficky zjisténa hodnota Ky pro acetylkoenzym A 61 uM.

4.7 Cislo ptemény key

Cislo pfemény (,,turnover) popisuje reakéni rychlost enzymatické reakce, v niz se udava, kolik
molekul substratu se pfeméni za sekundu jednou molekulou enzymu.
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- Ke stanoveni ,turnover® se pouZival Phenylsepharose—eluat. V némz obsaZena koncentrace

acetyltransferazy byla uréena pro rozdéleni eluatu pomoci SDS-polytransferazy byla uréena po
rozdéleni eluatu pomoci SDS—polyakrylamidové gelové elektroforézy a naslednym barvenim
stfibrem. Do sousednich proudi gelu se nanaSela znima mnoZstvi albuminu z hovéziho séra jako
srovnavaci koncentrace.

5300 pl roztoku enzymu, odpovidajici 18 ng acetyltransferazy, 10—desacetyltaxuyunnaninem C
a acetylkoenzymem A byla zaznamendvana kinetika reakce, ktera probihala linearné v oblasti od
5 az do 30 min.

Vsadky: 50 pl 0,8 M Tris, pH 8,5,
300 pl acetyltransferazy (18 ng acetyltransferazy, 0,76 pkat)
30 pl acetylkoenzymu A (5 nmol., v ném 0,02 uCi[2-""C]AcCoA)
5 pl 3 mM 10-desacetyltaxuynnanninu C (15 nmol)

Inkubace: 30 min pii 35 °C

Inkubaéni vsadky byly potom vytfepany s terc-butylmethyletherem a vyhodnoceny scintilaénim
Citatem, Z naméfenych hodnot mohla byt vypogitina pfeména (pmol). Vydélenim molekulové

hmotnosti (72 kD) mnoZstvi enzymu (18 ng) se obdri koncentrace enzymu 0,25 pmol ve vsadce.

Enzymova aktivita se vypocité tak, Ze se zjisti pfemé&na za jednotku &asu (sec.). Kvocient enzy-

- mové aktivity (0,05 pmol/sec) a enzymové koncentrace (0,25 pmol) dav pro ,.turnover acetyl-

transferazy hodnotu 0,2 kat/mol homogenniho enzymu (mol/sec/mol enzymu),

turnover = &islo premény ke,
0,05 pmol/sec : 0,25 pmol = 0,2 kat/mol

To odpovida pfeméné 0,2 mol substratu za sekundu na mol (72 kg) enzymu pfi 35 °C, pH 8,5
a optimalnich mnozstvich substratu (60 mol 10—desacetyltaxuynnaninu C, 20 mol acetyl-CoA).

4.8 Kinetické optimum

Za fyziologickych podminek je koncentrace substratu v poméru ke koncentraci enzymu velmi
mald. Jenom mala ast aktivnich center enzymu je obsazena, takZe mnozstvi enzymy neobsaze-
nych substrati [E] piblizné odpovida celkovému mnoZstvi enzymu [Eg).

Je-li koncentrace substratu [S] daleko pod Ky, tj. pod koncentraci, pfi které je pocateéni rychlost
reakce polovinou maximalni rychlosti, probiha enzymaticka reakce znaén& pomaleji, nez vyjad-

fuje ¢islo pfemény k...

K charakterizaci enzymu za t&chto podmihek se pouziva kvocient ke/Ky. Nésobi-li se tato hod-

nota koncentraci substratu [S] a celkovym mnoZstvim enzymu [E,], obdri se reakéni rychlost.

V= (kcal / KM [S] [Eo]
Piitom je tieba dbat, aby rychlost difize molekul rozpuiténych ve vodném prostfedi mohla
obnaget maximalng 10° a2 10°, Také u velmi rychlych enzymi je tim omezena reakéni rychlost,
protoZe substrat nemuze rychleji dospét k enzymu.

Pro acetyltransferdzu se vypodita kinetické optimum nasledovné:

Ky(10—-desacetyltaxuyunnanntin C) = 23 pM, ke, = 0,2 kat/mol k /Ky = 0,2 mol s~
mol™/23.107 [M] = 8,7 s "M
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Piiklad 5

Specifita substratu

Pro prezkouseni specifity substratu vy&i§ténou acetyltransferdzou byly pouZity riizné slougeniny

~ se zdkladnim skeletem taxanu jako substratu:

10—desacetyltaxuyunnanin C
14—desacetyltaxuyunnanin C
10,14—desacetyltaxuyunnanin C
2,10,14—desacetyltaxuyunnanin C
5,10,14—desacetyltaxuyunnanin C
2,5,10,14-desacetyltaxuyunnanin C
2,14—desacetyltaxuyunnanin C
5,14—desacetyltaxuyunnanin C
2,5—desacetyl-10,14—desacetyltaxuyunnanin C
10—desacetylbaccatin Il (=10-DAB III"
10~desacetyltacol ‘

1 0—desacetylcefalomanin
10—epi-10-DAB-II1
19-hydroxy—0-DAB-III
14-hydroxy-10-DAB-III
7-TES-10-DAB-IIl
7-BOC-10-DAB-III

Ukazalo se, Ze z pouzivanych substrati mohou reagovat jenom taxany s hydroxylovou skupinou

~ v poloze C~10. Taxonoveé derivaty s acetylovanou polohou C-10 v3ak nebyly volnymi hydroxy-

lovymi skupinami na jinych atomech uhliku akceptovany jako substrat vy&isténé acetyltransfera-
zy. Je-li viak piistup k C-10 blokovan objemnymi substituenty, jako v pfipadé 10—desacetyl-

taxolu a 10—desacetylcefalomanmnu k acetylaci nedochazi.

"

Pti vypoltu miry konverze, vztaZzeno na miru konverze 10—desacetyltaxuyunnaninu C, se uka-
zalo, Ze derivaty taxanuyunnaninu C reagovaly s volnymi skupinami ve stejném rozsahu,
10-DAB reagoval s konverzi 85 % ve srovndni s 10—desacetyltaxuyunnaninem C k baccatinu III.

Konverze riiznych substrati, vztazena na konverz: desacetyltaxuyunnanmu C Je znazornena

v nasledujici tabulce:

Konverze rﬁznych substratl, vztaZzena na konverzi 10—desacetyltaxuyunnaninu C

10—desacetyltaxuyunnanin C

Enzym: Phenylsepharose—eluat (225 krat Cidtény)
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" ‘Substrat Konverze (%) pkat
10-desacetyltaxuyunnanin C ‘ 100 1,12
, 1,0—desaceltylbaccé_'tin I1I | 80 0,9
10, 14-desacetyltaxuyunnanin C 102 | 1,14
2,10, 14-desacetyltaxuyunnanin C 81 T 0,91
5,10, 14-desacetyltaxuyunnanin € 88 0,99
2,5,10, 14-desacetyl taxuyunnanin € 53 0,59
10-epi-10-DAB 111 ‘ o 0
T9-hydroxy-10-TAB 11T - ' 38 T 0,43
l4-hydroxy-DAB 1Ll - ER 1,00
7-TES-10-DAB III | 0 0
7-BOC-10-DAB 1II 2 2

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob pfipravy baccatinu a/nebo baccatinovych derivatli, vyznaceny tim, Ze
reaguje 10—desacetylbaccatin nebo jeho derivat, tvofeny taxonovou slouéeninou, ktera nese stejné
substituenty jako 10-desacetylbaccatin-IIl v polochach- 7 az 13 nebo nese alespofi nékteré
substituenty majici mensi objem neZ substituenty 10—desacetylbaccatinu-III, v piitomnosti

- izolovaného enzymu a acetylového donoru, pficemz jako enzym se pouziva acetyltransferaza

o molekulové hmotnosti od 70 do 72 kD, stanov;:né SDS-PAGE, s isoelektrickym bodem
pH 5,4 az 5,8 a konstantou Ky Michaelise a Mentenové pro acetylkoenzym A 55 aZ 65 pM, ktera
se ziska z Taxus chinensis.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaéeny tim, Ze se baccatin-lIl pfipravuje z 10-des-
acetylbaccatinu. . A - - S

3. Zpisob podle naroke 1, vyznaéeny tim, Ze se 14-hydroxybaccatin pfipravuje z 14—
hydroxy-10-desacetylbaccatinu-III.

4. Zphsob podle ndroku 1, vyznadeny tim, Ze se taxuyuannin C piipravuje z 10—des-
acetyltaxuyunnaninu C.

5. Zpusob podle nékterého z pfedchazejicich nirokl, vyznadeny tim, Ze se reakce pro-
vadi za pfitomnosti acetylkoenzymu A jako acetyldonoru.

6. Enzym, ktery

a) acetyluje 10—desacetylbaccatin—IlI za pfitomnosti acetyldonoru, zejména acetylkoenzymu A,
selektivné v poloze 10,

b) vykazuje molekulovou hmotnost 70 az 72 kD, stanovenou SDS-PAGE a
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¢) vykazuje izoelektricky bod pii pH 5,4 az 5.8,

d) vykazuje konstantu Ky Michaelise a Mentenoveé pro acetylkoenzym A 55 az 65 pM,

e) je to 10-hydroxytaxa—O-acetyltransferaza a

f)  ziska se z buné&né kultury Taxus chinensis.

7. Zpusob pfipravy enzymu podle naroku 6, vyznaceny t im, Ze se enzym izoluje z
Taxus chinensis &isténim a po kazdém Gisténi se urduji frakce, ve kterych se enzym vyskytuje,
tim, ze se pfidd 10—desacetylbaccatin nebo derivat 10—desacetylbaccatinu, tvofeny taxanovou

slouéeninou, ktera nese stejné substituenty jako 10—desacetylbaccatin-IIl v polohach 7 az 13
nebo nese alespoil nékteré substituenty majict mendi objem neZ substituenty 10—desacetyl-

~ baccatinu-Ill, a acetyldonor a dokazuje se vytvoreny produkt acetylace.

- 8, Zpisob podle naroku 7, vyznadeny tim, Ze metoda ¢isténi zahrnuje pouziti High-Q.

9. Zpisob podle nékterého z naroku 7 nebo 8, v yznaleny tim, Ze se pouZiva 10—des-
acetylbaccatin nebo | 0—desacetyltaxuyunnanin C pro dilkaz frakci obsahujicich enzym.

10. Zpisob podle nékterého znaroki 7 az 9, vyznadeny tim, Ze se acetytkoenzym A
pouziva jako acetyldonor.

11. Zpisob podle nékterého z nérokii 7 az 10, vyzn afeny tim, Ze dikaz vytvofeného
produktu acetylace se provede radioaktivnim znackovanim.

12. Zplsob podie nékterého znaroki 7 az 9, vyznac€eny tim, Ze dikaz vytvofeného
produktu acetylace se provadi radioaktivnim znackovanim t&Zkym izotopem.

13. Zpisob pripravy taxolu a/nebo taxolovych derivati, vyznaéeny tim, Ze se nejdfive
pfipravuje baccatin nebo baccatinovy derivat podle nékterého z naroki 1 aZ 5 a ten esterifikaci
skupin OH v poloze 13 baccatinového derivatu s vhodnou kyselinou reaguje na taxol nebo taxo-
lovy derivat. '

Konec dokumentu
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