UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Sulfatované metabolity
silybinu a jejich interakce

se sulfatasami

Bakalaiska prace

Obor: Biochemie

Vypracovala: Zuzana Jezkova
Skolitel: Ing. Lenka Weignerova, PhD.

Konzultant: RNDr. David Biedermann, PhD.

Praha, 2010



Bakalatska prace:

Sulfatované metabolity
silybinu a jejich interakce

se sulfatasami

Vypracovano na Mikrobiologickém Ustavu Akademie véd

Ceské republiky, Centrum biokatalyzy a biotransformaci.



Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem tuto bakaldfskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Skolitele
Ing. Lenky Weignerové, PhD. a konzultanta RNDr. Davida Biedermanna, PhD. a vSechny
pouzité¢ prameny jsem fadné citovala. Jsem si védoma, ze ptipadné vyuziti vysledki,
ziskanych v této praci, mimo Univerzitu Karlovu v Praze a Mikrobiologicky tstav AV CR

je mozné pouze po pisemném souhlasu téchto instituci.

V Prazedne ...................



Podékovani

Dé&kuji své skolitelce Ing. Lence Weignerové, PhD. za vedeni bakalatské prace, podporu
a mnoh¢ rady. Dale dékuji svym konzultantim RNDr. Davidu Biedermannovi, PhD.
a Prof. RNDr. Karlovi BezouSkovi, DSc. za trpélivost, cenné podnéty a piipominky.
Dékuji vSem pracovnikéim Laboratofe biotransformaci MBU AV CR za ochotu a pomoc
pfi praci na zadaném ukolu, predev§im Bc. Daniele Gerstorferové a Ing. Kristyné Slamové.
M¢ diky patii i Prof. Ing. Vladimiru Ktfenovi, DrSc. za umoznéni prace v tomto tstavu.

Za méteni a interpretaci NMR a MS spekter dékuji Ing. Petru Sedmerovi, CSc., Ing. Marku
Kuzmovi, PhD. a Doc. Miroslavu Sulcovi, PhD.



Abstrakt

Bakalarska prace fesi problematiku syntetickych sulfatovanych metabolitl silybinu pfii
jejich interakcich se sulfatasami. Silybin je flavonolignan izolovany ze semen ostropestice
marianského (Silybum marianum). Sulfaty silybinu (metabolity) nebyly z organismu dosud

1zolovany a jejich struktura nebyla tudiZ pfesné urcena.

V této praci je uveden postup piipravy silybin-7,23-disulfatu, ktery byl syntetizovan
z ptirodniho silybinu. Disulfat silybinu byl izolovan a spektraln€ charakterizovan (NMR,
MS). Dale byly zméteny kinetické parametry reakce pNPS se sulfatasou z Helix pomatia:
K,, = 0,0494 mmol/l a V. = 0,0325 mmol/dm’/min. Podminky pro praci se sulfatasou

z Helix pomatia byly zvoleny v souladu s literaturou.

Jednim z hlavnich cilii této prace bylo zjistit zda silybin-7,23-disulfat je substratem ¢i
inhibitorem sulfatasy z Helix pomatia. M¢éfenim aktivity sulfatasy z Helix pomatia
v pfitomnosti riiznych koncentraci silybin-7,23-disulfatu bylo zjisténo, ze disulfat silybinu
pfi koncentraci vyssi nez 0,2 mM je silnym inhibitorem testované sulfatasy.

Déle bylo provedeno nékolik reakci kde silybin-7,23-disulfat byl pouzit ve vhodné
koncentraci jako potencialni substrat pro sulfatasu z Helix pomatia. Reakce byly
monitorovany metodou HPLC a bylo prokazano, ze sulfatasa z Helix pomatia §tépi
silybin-7,23-disulfat (do koncentrace 0,2 mM). Z méfeni se predpokldda, Ze produkt
vznikly Stépenim silybin-7,23-disulfat je silybin.



Abstract

This bachelor thesis solves the question of sulphated metabolites of silybin by their
interactions with sulfatases. Silybin is flavonolignan prepared from the seeds of milk
thistle (Silybum marianum). Sulfate of silybin (metabolite) has not been isolated from
organism so far thus its exact structure has not been determined.

In this work synthesis of silybin-7,23-disulfate from natural silybin is presented. Silybin
disulfate was isolated and spectrally characterized (NMR, MS). In the next step the
kinetics of the reaction pNPS with sulfatase from Helix pomatia was measured:
K,, = 0.0494 mmol/l a V,,, = 0.0325 mmol/dm>/min. Conditions for sulfatase reaction
from Helix pomatia were selected according to literature.

One of the main goal was to determine, whether silybin-7,23-disulfate is a substrate
and/or an inhibitor of sulfatase from Helix pomatia. Activity measurements of the sulfatase
from Helix pomatia in the presence of various concentrations of silybin-7,23-disulfate
enabled us to determine that silybin disulfate at concentration higher than 0.2 mM is
a strong inhibitor of the sulfatase tested.

Series of reactions with sulfatase from Helix pomatia were performed to determine
whether silybin-7,23-disulfate is a substrate. Reactions were monitored by HPLC and it
was demonstrated that the sulfatases from Helix pomatia decomposes
silybin-7,23-disulfate (to the concentration 0.2 mM). From measuring, we suppose, that

the incurred product decomposed from silybin-7,23-disulfate is silybin.
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1.UVOD

Lécivé rostliny byly pouzivany v lidovém 1éCitelstvi jiz od starovéku. Mezi nejdéle
znamé byliny patii ostropestiec mariansky. Pravdépodobné poprvé byl popsan ve spisech
Theophrasta jiz ve 4. stoleti pted n. 1., od té¢ doby byly zndmy podptirné ti¢inky jeho semen
pii riznych onemocnéni jater, nebyly vSak znamy latky, které tyto ucinky zptsobuji.

V roce 1952 se Herzogovi a Hagedornovi® podafilo zjistit, Ze aktivni slozkou semen
ostropestice maridnského je komplexni skupina latek flavonoidni povahy, kterym byl dan
nazev silymarin. Dalsi studii bylo zjisténo, Ze silymarin obsahuje ndsledujici latky
- silybin, silydianin, silychristin a isosilybin.

Dnes je ostropestiec mariansky jedna z nejrozsahleji studovanych a dokumentovanych
lé¢ivych rostlin. Aktivni slozky této rostliny se podafilo izolovat a je Castecné znam
mechanismus jejich u€inku v lidském téle.

Tato bakalaiska prace se zabyva zejména sulfaty silybinu, které jsou potencidlni
metabolity silybinu v savéim organismu. Piedpoklada se, ze sulfaty silybinu jsou Stépeny
enzymy sulfatasami, produkty Stépeni vSak nebyly dosud izolovany a spektralné
charakterizovany. Vzhledem k tomu, Ze sulfatasy se bézné vyuzivaji pro dekonjugaci pfi
stanoveni xenobiotik vcetné silybinu, je diilezité presné urcit, zda k této dekonjugaci
dochazi kvantitativné a zda dokonce tyto metabolity nemaji na sulfatasy inhibi¢ni tc¢inky.

Sulfatasy byly nékolik let od svého objevu nedocenény. V 20. stoleti byly sulfatasy
objevovany v prokaryotech i eukaryotech, ale pfedpokladalo se, Zze pusobi pouze pfi
rozkladu organického siranu v pude. Az v roce 1960 zacaly byt znamy jejich biologické
funkce. Dnes jiz je fada sulfatas identifikovana, ale jejich biologicka aktivita je stéle

pfedmétem mnoha vyzkumd.

1.1. Cile prace
v’ Pfipravit a izolovat sulfat silybinu.
v Stanoveni kinetickych parametrti sulfatasy z Helix pomatia a jejich porovnani
s publikovanymi daty.
v’ Zjistit, zda sulfat silybinu je substratem a/nebo inhibitorem sulfatas.
v’ Provést reakce sulfatu silybinu se sulfatasami (zejména sulfatasou z Helix pomatia)

a prom¢fit kinetické parametry reakce.
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2. SOUCASTNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Pfirodni latky

Bohatym zdrojem pfirodnich latek jsou vys$i rostliny, které maji velké vyuzZiti
v medicing, kosmetice a potravinaistvi. Znamych ptirodnich produktt je ptiblizné 30 000.
Vice nez 80 % z nich je rostlinného plivodu a asi 30 % vyrabénych 1é¢ivych ptipravki
obsahuje biogenni latky rostlinného piivodu nebo z nich ziskané derivaty.'

Vyznamnou lé¢ivou rostlinou je také ostropestiec mariansky (Silybum marianum). Jeho
semena jsou v lidovém lécCitelstvi vyuzivana jiz od starovéku k 1é¢bé jaternich onemocnéni
(hepatitida, cirh6za) a zZlu€ovych problému (Zlucové kameny). Chrani jatra pfed plisobenim
priamyslovych a ptirodnich toxinti, v€etné ustknuti hadem, bodnuti hmyzem, otravou z hub

a alkoholu.’

2.1.1. Polyfenoly
Vyznamnou skupinou chemickych latek obsazenych v rostlinach jsou polyfenoly. Je pro
né charakteristickd pfitomnost vice nez jedné fenolové jednotky v molekule. Mezi

nejbeéznéjsi rostlinné polyfenoly se fadi flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany.3

2.1.2. Flavonoidy

Flavonoidy jsou chemické sloueniny patiici do rozsahlé skupiny rostlinnych fenold,”
sekundarnich rostlinnych metaboliti. Zakladni strukturou flavonoidl je flavan (1) tvoieny
dvéma substituovanymi benzenovymi kruhy A, B a pyranovym kruhem C kondenzovanym
s kruhem A. Flavonoidy se dé€li podle stupné oxidace pyranového kruhu do téchto
skupin - flavany, flavanoly (2), flavanony (3), flavony (4), flavonoly (5), anthokyanidiny,
biflavanoidy, neoflavony (kumariny) a jejich isoderivaty (isoflavony (6)) (viz. Obr. l).4

V ptirodnich zdrojich se flavonoidy casto vyskytuji jako konjugaty, predevSim se
sacharidy a organickymi kyselinami.” Jsou p¥itomny v plodech, listech a kvétech mnoha
rostlin. Vyznamnymi zdroji flavonoidii jsou ¢aj, Cervené vino, razné druhy ovoce (jablka,
ttesné, citrusy), zeleniny (cibule, kapusta, brokolice) a koteni (pepft, §alvéj).4’5

VétSina  flavonoiddh plsobi jako antioxidanty neboli vychytavace ROS (‘OH
hydroxylovy radikal, O,  superoxidovy anionradikal, HO, hydroperoxidovy radikal)
a jinych reaktivnich radikali (RS’ thiyl radikal).” Flavonoidy podilejici se na deaktivaci

vzniklych radikalt zabranuji poskozeni bilkovin, lipidi a nukleovych kyselin, s kterymi

11



radikaly reaguji a tim méni jejich biologickou funkci. Pro antioxidacni aktivitu je dilezita
hlavné poloha skupin -OH a -OCH3, nikoliv jejich pocet.
Vedle ptfimého antioxida¢niho u¢inku ovliviiuji flavonoidy tvorbu radikalt i neptimo.

Aktivuji nebo deaktivuji antioxidacni enzymy, které se podili na vzniku rGznych radikalt

a ovliviluji signalni kindzy v bunice. Pisobi jako ochrana proti kardiovaskuldrnim

Obr. 1: Strukturni vzorce nekterych skupin flavonoidii
1 — flavan - zakladni struktura flavonoidu, 2 — flavanol, 3 — flavanon, 4 — flavon

5 — flavonol, 6 - isoflavon

2.1.3. Flavonolignany

Ze semen ostropestice marianského byl extrahovan silymarin.® Silymarin je
standardizovany extrakt obsahujici 70 - 80% silymarinovych flavonolignant a 20 - 30%
chemicky nedefinovanych frakci obsahujicich pfedevSim polymerni a oxidované
polyfenolické 12’1‘[ky.2 Silymarinové flavonolignany obsazené v ostropestici marianském
jsou silybin A (7), silybin B (8), isosilybin A (9) a isosilybin B (10), silychristin (11)
a silydianin (12).! Vsechny tyto latky se skladaji z flavanonu taxifolinu (13)
(dihydrokvercetinu) k némuz je v priabéhu biosyntézy oxidativni radikdlovou adici
pripojena molekula koniferilalkoholu (14).° Tato skupina flavonoidi nese skupinovy nazev
flavonolignany. Sylimarin déale obsahuje flavonoidy 2,3-dehydrosilybin (15),

2,3-dehydrosilychristin, taxifolin a dali neidentifikované polymerni fenolické slougeniny.”

12



Struktury  vySe  zminénych  slouCenin  jsou uvedeny na  obrazku 2.

O-:_CH,0H
H
ocH, HO O] o:r OCHj

OH

15

Obr. 2: Struktury flavonoidu vyskytujicich se v ostropestici marianském
7 —silybin A, 8 — silybin B, 9 — isosilybin A, 10 — isosilybin, 11 — silychristin,
12 — silydianin, 13 — taxifolin, 14 — koniferilalkohol, 15 — 2,3-dehydrosilybin,
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2.1.4. Silybin

Flavonolignan silybin (16) je hlavni biologicky aktivni slozkou extraktu semen
ostropestice marianského (silymarinu).” Semena obsahuji 25 % tuku a proto je nutné pfi
izolaci silybinu nejdfive provést odtu¢néni lisovanim zhruba na 8 %. Potom nasleduje
extrakce semen acetonem. Extrakt se ¢astecné odpaii a zbyvajici tuk se odstrani extrakei
s hexanem. Surovy silybin se pfipravi rekrystalizaci silymarinu z etanolu
s pridavkem 10 % vody. Takto ziskany silybin se dale pfeciStuje rekrystalizaci
z ethanolu.”

Silybin je smési dvou diastereomertt 7 (3,5,7-trihydroxy-2-[3-(R)-(4-hydroxy-3-
methoxyfenyl)-2-(R)-(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-benzodioxin-6-yl|chroman-4-onu)
a 8 (3,5,7-trihydroxy-2-[3-(S)-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)-2-(S)-(hydroxymethyl)-2,3-
dihydro-1,4-benzodioxin-6-yljchroman-4-onu) piiblizng v poméru 1:1.° Jednotlivé
stereomery maji razné vlastnosti a d€li se pomoci preparativni HPLC.° Jejich struktura
a absolutni konfigurace byla uréena pomoci metod spektralni analyzy (CD, NMR) a X-ray
krystalografie.”

2.1.4.1. Metabolismus silybinu

Po peroralnim podéani silybinu se v nativni formé vyskytuje v krvi jen v nizké
koncentraci.’ Silybin se nepftili§ dobfe vstiebava z travici soustavy vzhledem k nizké
rozpustnosti ve vod¢, vylucuje se pievazné zluci a v mensi mife 1 ledvinami predevsim
v konjugované formé."’ Vlivem zpétné resorpce z tlustého stfeva se silybin zadrzuje
v enterohepatalnim ob&hu a tim je podmin&n jeho hepatoprotektivni uéinek.'

Silybin v metabolismu podléha prvni a druhé fazi biotransformace. Je prevazné
metabolizovan konjugaci — sulfataci a glukuronizaci. Studie na lidskych dobrovolnicich,
kterym byl oralné€ podén silybin prokézala, Ze pouze 10 % z celkového mnozstvi podaného
silybinu je pfitomno v plazmé v nekonjugované form¢ a vétSina silybinu je v systémové
cirkulaci ve form¢ konjugati se sulfaitem a glukuronidtem. Zndmé metabolity silybinu
v lidském organismu jsou: silybin monoglukoronid, silybin diglukoronid, silybin
monosulfat, silybin glukoronid sulfat, O-demethyl silybin glukoronid a silybin
triglukuronid (dosud bez pfesného uréeni mista konjugace).'® Struktury sulfatovanych

metabolitl v§ak nebyly jesté popsany.

14



2.1.4.2. Silybin a jeho biologické piisobeni

Silybin je mj. 1 diky své nizké rozpustnosti (uvadi se cca 0,5 g / 1 vody) povazovan za
bezpe¢nou latku. Zatim neni prokdzdno mnoho negativnich G¢€inkd bylinnych ptipravki
z ostropestice  marianského. Znamymi negativnimi U¢inky jsou bolesti hlavy
a dermatologické problémy.2 Silybin je latka s dobrou snaSenlivosti, nebyla pozorovana
interakce s jinymi 16¢ivy."!

Silybin se pouZziva jako terapeutikum a hepatoprotektikum pii cirrhose, chronické
hepatitids, alkoholismu a po intoxikacich,” dale pii1éEb& gastrointestinalniho traktu,
pankreatu, vyrovnavani glykemie, jako prevence koznich problémil, onemocnéni prostaty
a v neposledni fad& se vyuziva v dermatologii a kosmetice.”

Mechanismus U¢inku silybinu je kombinovany, ma hepatoprotektivni, cytoprotektivni,
antikarcinogenni, antioxida¢ni a antifibrotickou aktivitu, antitoxicky tcinek a stimulujici
Géinek pi proteosyntéze.™'?

Diive byl zndm hlavné pozitivni uc¢inek silybinu na jatra a antioxidacni ucinek. Az
v poslednich deseti letech zacaly byt objevovany 1 jeho dalsi (vySe vyjmenované) tcinky.
Tyto objevy byly vazany na pokrok v chemii a farmakologii silybinu, zejména na separaci
obou diastereomert a uréeni jejich struktury.’

Hepatoprotektivni ucinek silybinu se projevuje ochranou a stabilizaci bunéénych
a mitochondridlnich membran. Silybin pfi interakci s membranou builky méni jeji
fyzikéalné-chemické vlastnosti a udrzuje pfijem vody a transport draselnych ionta v bunice
na fyziologické urovni."'

Silybin je diky své polyfenolické struktuie silnym antioxidantem, funguje jako akceptor
kysliku a radikalti trichlormethanu (metabolit trichlormethanu vytvofeny v buiikach
jater).13 Antioxidacni aktivita pfedevSim v membrandch a lipidovych kompartmentech,
stabilizuje a zvysuje redukéni kapacitu krve.” Dale pak dava silybinu schopnost vychytavat
volné radikaly za tvorby metabolitickych produkti snizkou aktivitou'' a inhibovat
lipidovou peroxidaci.' Peroxidace lipidi poskozuje bun&tnou membranu a naruSuje
metabolické procesy. Silybin inhibuje peroxidaci mastnych kyselin napt. kyseliny linolové
a tim i nasledujici zmény lipidové membrany."'

Silybin ma vyznamny ucinek pii proteosyntéze. Zvysuje aktivitu RNA polymerdsy I
v jadte, zvySuje rychlost transkripce a zrychluje syntézy ribozomalni RNA, tim nésobi

W 14 M o ~ 14 14 14 7w /4 r b O 11 W
mnozstvi ribozomi v bunkdch a dochazi ke zvySeni syntézy proteinti.  Nové byly
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inhibici lipoxygenasy.’

Silybin také plsobi na receptorové urovni, ovliviiuje procesy karcinogeneze
a nadorového bujeni. Tlumi rtzné mitogenni, signaliza¢ni, apoptické¢ regulatory
a regulatory bunécného cyklu.12

PSA (prostaticky specificky antigen) je dilezity androgenné regulovany gen zdravych
a rakovinovych prostatickych bungk, ktery slouzi pro diagnézu a 1écbu rakoviny prostaty.
Silybin snizuje intraceluldrni a sekretovany PSA v séru a dochézi ke zpomaleni bunééného
rustu zastavenim G1 faze bunécného cyklu a smrti pokrocilych, androgen-independentnich
bun&k rakoviny prostaty.” Nov& byl objeven uéinek silybinu napf. na regulaci bundéného
cyklu, apoptozy, jadernych a estrogennich receptord.'?

Derivaty silybinu zptisobuji inhibici P-glykoproteini (PGP). PGP je ATP-dependentni
transmembranova pumpa, ktera je schopna transportovat velkou Skalu substanci (1€kt) pies
membranu ven z builky. Vysoka koncentrace (exprese) tohoto proteinu je odpovédna za
rezistenci nadorovych bunék k chemoterapii.” Na obrazku 3. je zndzornén mechanismus

pusobeni neinhibovaného a inhibovaného PGP.
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Obr. 3.0 Znazornuje pribéh cesty léciva pres bunécnou membranu

s neinhibovanym PGP a s inhibovanym PGP.
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2.2. Sulfatace

Po vstupu xenobiotika (Iéky, kontaminanty, konzervaéni ¢inidla) do organismu dochazi
k biotransformaci a k pteméné lipofilni latky na latku hydrofilni. Biotransformace probiha
ve dvou fazich. V prvni fazi dochézi k vzniku polarn€jsiho produktu zavedenim nebo
odkrytim skupin schopnych konjugacni reakce. V druhé fazi dochazi ke konjugaci s velmi
polarnim a snadno disociovatelnym zbytkem za vzniku konjugatu, ktery lze snadno
vyloucit z organismu. Pfi téchto reakcich dochédzi ke vzniku metabolitu s pozménénou
nebo odlisnou biologickou aktivitou. Zkouméani mechanismu reakei je dilezité pro zjisténi
i¢inkd studovanych 16¢iv. Jednou z hlavnich konjugaénich reakei je sulfatace.’

Sulfatace byla poprvé objevena vroce 1876 Eugem Baumannem'®, ktery izoloval
a charakterizoval fenolsulfat z moc¢i pacienta, kterému podal fenol jako antiseptikum.
Hlavni funkci sulfatace je modulace biologické aktivity Sirokého poctu endogennich
a cizich chemickych latek, véetné drog, toxickych chemikalii, hormoni a neurotransmiterti.
Proces sulfatace je katalyzovan enzymy rodiny sulfotransferas.'® Sulfotransferasy se déli
podle své substratové specifity na arylsulfotransferasy, hydroxysteroid sulfotransferasy
a ester sulfotransferasy.’” Tyto enzymy pienadeji sulfitovou skupinu z kofaktoru
3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS) na vhodny substrat (hydroxyl, aminokyselinu)."

Ptikladem je sulfatova konjugace s alkoholem (viz. obrazek 4.).

sulfotransfersa

PAPS + CH;CH,OH + PAP + CH;CH,OSOs;H

Obr. 4.: Sulfatova konjugace s alkoholem
PAPS je tvofen v bunééném cytosolu dvoustupniovou reakci za ucasti 2 molekul ATP

- 1 ., 5 T . v s 14 .
a anorganického sulfatu,” pomoci jediného bifunkéniho enzymu.™ Jeho vzorec je

znazornén na obrazku 5.
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Obr. 5.: Struktura molekuly 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu’

Sulfataéni systém se nachazi zejména v cytosolu, ale zahrnuje 1 interakce
s arylsulfatasami v endoplazmatickém retikulu a dopravnimi molekulami v plazmatické
membrané. Mezi dopravni molekuly se fadi organickd kysela transportni molekula (OAT)
a multirezistentni protein (mdr).'"* Jsou to specifiéti prenaSedi, pres které do buiky
a z buiiky prechazeji sulfat konjugaty.'* Konjugéty jsou ionizovany a snadno se vylucuji.’

Sulfotransferasy se podileji na metabolismu a detoxikaci mnoha 1¢kt, cizorodych
chemickych latek a na bioakumulaci mnoha environmentalnich prokarcinogend.'
U lidského plodu jsou sulfotransferasy dualezit¢ v obranném mechanismu. Lidsky plod
produkuje velké mnozstvi sirand a jiné metabolické cesty nez sulfatace v embryonalnim
stddiu nejsou zcela vyvinuty nebo Uplné chybi. Jednotlivé kroky sulfatace jsou shrnuty

’ 14
v obrazku 6.
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sulfurylasa

ATp APS+PPi «<———— ATP+S0, 4 Y SO,
]
ADP APS Kkinasa
PAPS
sulfotransferasa
ROSO;5

A
e
¥

cytosol ROH ROSO; ™
-
SO, + PAP
edoplazmatické retikulum arylsulfatasa ¢
NP P NN

Obr. 6.: Schéma popisuje interakci mezi ruznymi faktory, které ovliviiuji tvorbu
a transport sulfdt esterii z celé buiiky."
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2.3. Sulfatasy

Zarazeni sulfatas do systéemu
Sulfatasy'® jsou skupinou enzymd, ktera se podle enzymové nomenklatury TUB-MB

(International Union of Biochemistry and Molecular Biology) fadi mezi:

3.-.- hydrolasy

3.1.- esterasy

3.1.6 sulfatasy

3.1.6.1. arylsulfatasa z Helix pomatia

2.3.1. Funkce a vyskyt sulfatas

Sulfatasy katalyzuji hydrolytické Stépeni sulfat esteri, vcéetné hydrofobnich
glukosinolati, steroidli, proteoglykanti, glykolipidi a ve vodé rozpustnych
mono- a disacharidii sulfatu.

O sulfatasy byl poprvé projeven vétsi zdjem az vroce 1960, kdy bylo zjisténo, ze
nedostatek sulfatas vede k mnoha dédicnym lysozomalnim porucham, do té doby byla
vénovana pozornost hlavné sulfotransferasam. Pozdéji bylo zjiSténo, Ze malé mnozstvi
sulfatas zpiisobuje mimo jiné leukodistrofii, Huntrovu chorobu, poruchy tvorby chrupavek
a také vzacné autozomadlni recesivni onemocnéni zndmé jako vicenasobny sulfatasovy
deficit zptisobujici sniZeni aktivity u viech sulfatas.'’

Sulfatasy jsou dulezitou soucasti mnoha procesti probihajicich v organismu. Jejich
pfitomnost je nepostradatelnd v hormonalni regulaci, modulaci signdlnich drah, interkalaci
gamet, vrozvoji kosti a chrupavek a v lysozomech pfi hydrolytické degradaci zplodin
butiky.'” Sulfatasy zejména arylsulfatasy hraji kli¢ovou roli v regulaci sulfatace, maji
schopnost zménit proces sulfatace v buiikach a tim ovlivnit celou sit” sulfatacnich reakef.'*

Sulfatasy byly nalezeny u prokaryot v cytoplazmé, periplasmatickych a extracelularnich
prostorech a u eukaryot v endoplazmatickém retikulu, Golgiho komplexu, lysozomech

Lo 1
a extracelularnich prostorech.'’

2.3.2. Struktura sulfatas

Struktura sulfatas byla zji§téna metodou X-ray.'” Vsechny sulfatasy maji velmi
podobnou trojrozmérnou strukturu (Obr.7.) 1 pfes jejich Sirokou substratovou specifitu
a rizny rozsah pH optima jejich plsobeni. Jsou si podobné ve tfech bodech: 1) 20 — 60 %

sekvence je shodnych po celé délce proteinu, 2) N-konec proteinu obsahuje shodné motivy,
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3) aktivnim mistem enzymu je aldehydova skupina formylglycinu (FGly = 2-amino-3-
oxopropanova kyselina). Délka sekvence sulfatas u prokaryot a eukaryot je 500 az 600

aminokyselin a u lidskych sulfatas az 800 aminokyselin.'’

Obr. 7.: Model sulfatasy z gram-negativni bakterie Pseudomonas aeruginosa (Cervené
vdlce a-helixy, zluté Sipky [-listy tvorena standardné velkymi [-listy s N-koncovou oblasti
(¢islované 1-10) a malymi B-listy s C-koncovou oblasti."’

2.3.3. Mechanismus piisobeni sulfatas

Geminalni OH skupiny hydratovaného aldehydu v aktivnim misté¢ enzymu (FGly)
atakuje atom siry, coz vede k transesterifikaci sulfatové skupiny na aldehyd za vzniku
komplexu enzym-sulfat a soucasné¢ k uvolnéni produktu ve formé alkoholu. DalSim
krokem je intramolekularni pfeskupeni komplexu enzym-sulfat indukované druhym
geminalnim kyslikem aldehydu. Dojde k ,,intramolekularni hydrolyze®, odstépeni sulfatu

a nasledné regeneraci aldehydové skupiny (Obr.8).'*

o ?°
I ~R | I
/ﬂe HO  0=s=0 OH H.0
Hﬂxcfﬂﬂ - -—«:"-_.*-; %\CT/GH —Au- chﬁﬂ L__.;. HUKG/DH
Ty, S Ty
| 5 1 ] H I 11| H

Obr. 8.:Mechanismus hydrolytického stépeni sulfat esteru Sbtlfatasou18
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2.3.4. Sulfatasa z Helix pomatia

Helix pomatia je plz hlemyzd zahradni, ktery byl popsan v roce 1758 Linnacusem.'’
Vyskytuje se v mnoha statech Evropy. Ulitu ma krémové bilou az svétle hnédou s Casto se
vyskytujicimi svétle hnédymi pruhy. Dortistd do velikosti 30-45 x 30-50 mm. Vajicka
klade v ¢ervnu a Cervenci po 40-65 kusech o velikosti 5,5-6,5 mm. Novy jedinci se lihnou
za 3-4 tydny. Vyskytuji se pfevazné v lesich, zahradach, vinicich a podél ek, v blizkosti
pidy s vysokym obsahem véapniku. DoZivaji se maximélng 35 let.”’

Z travici stavy Helix pomatia byly isolovany arylsulfatasy EC 3.1.6.1. Arylsulfatasy se
de€li do dvou typa. Do 1. typu se fadi jednoduché arylsulfatasy jejichz (kolorimetrickym)
substratem je p-nitrofenylsulfat a p-acetylfenylsulfat. Jsou inhibovany kyanidy, ale ne
arylsulfatim napf. substratem je 2-hydroxy-5-nitrofenyl sulfat. Tyto enzymy jsou silné
inhibovany fosfaty a fluoridy, ale nejsou inhibovany kyanidy. Na zéklad¢ téchto

skutecnosti je arylsulfatasa z Helix pomatia klasifikovana jako typ enzymu I

2.3.5. Interakce arylsulfatasy z Helix pomatia se substratem

Pro arylsulfatasy z Helix pomatia je Castym pouzivanym substratem pNPS. Pii reakci
sulfatu s enzymem dochdzi k rozstépeni vazby sira-kyslik a k pfenosu sulfatové skupiny ze
substratu na enzym (Obr. 9.). Reakce probihd za tvorby meziproduktu, kterym je komplex

enzym-sulfat. Kone¢nym produktem reakce je p-nitrofenol.””

Sulfatasa
O,N 0S03 7~ O2N OH
H,O HOSO3

Obr. 9.: Hydrolytické stépeni pNPS sulfatasou z Helix pomatia

Tato bakalafska prace vychazela z vysledkii uvedenych v ¢lanku autort Gibby ef al.?,
kde byla prezentovana zavislost V./Km na pH pro arylsulfatasu z Helix pomatia reagujici

s pNPS (Obr. 10.).
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Stanoveni pH optima bylo provadéno pii teploté¢ 25°C, v rozmezi pH od 3,3 do 9,8
v ptitomnosti pufri o slozeni 0,05 M Tris, 0,05 M Bis-Tris, 0,2 M acetatovy pufr
a o koncentrace pNPS pohybujici se od 0,01 mM do 4,0 mM.

Optimalni pH reakce arylsulfatasy z Helix pomatia s pNPS je slabé kyselé v rozmezi

4 az 5. Pi1 pH nizsi nez 3,3 neni jiz arylsulfatasa z Helix pomatia aktivni.?

pH

Obr.10.: pH optimum arylsulfatasy z Helix pomatia™
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Chemikalie a materialy

Chemikalie

silybin (Teva Galena, Opava), draselnd sul pNPS (Sigma), pNP-OH (Sigma), Py SOs;,
DMSO, DMF, EtOH, MeOH, CH;Cl,, destilovana voda, TFA, CH3;COOH,
C,H;0;,Na * 3H,0, Na,COs, dusik

Vsechny chemikalie byly pouzity v p.a. Cistoté.

Pufry
Acetatovy pufr: 0,1 M (0,2 M C,H30,Na - 3H,0 /0,2 M CH3;COOH), pH 5,0

Chromatografické materidaly

silikagel 60 (40 — 60 um) — Merck, TLC silikagel 60 Fys4 — Merck

Enzymy
Sulfatasa z Helix pomatia Typ H-1 (EC 3.1.6.1.) — Sigma

Pristroje

Analytické vahy Precisa 80A-200M — Precisa, CH
Automatické pipety Eppendorf — Eppendorf, DE
Magneticka michacka MM 2A — Laboratorni pristroje Praha, CZ
Vortex IKA-VERK VF 2 - Janke&Kunkel, DE

UV lampa — Kriiss Optronict, DE

Lyovac GT2 — Leybold, CH

Mikrocentrifuga Mini Spin Plus — Eppendorf, DE

Odparka Laborota 4001 efficent — Heidolph, DE
Thermomixer Compact — Eppendorf, DE

Spektrofotometr - Shimadzu UVmini — 1240 - Shimadzu, JP
Spektrofotometr Shimadzu UV — 1700 - Shimadzu, JP

Aparatura na kapalinovou kolonovou chromatografii
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HPLC chromatograf - Spectra-Physics - Santa Clara, CAN: binarni pumpa SP8800, ventil
s 20 ul davkovaci smyckou, skenovacim UV-VIS detektorem - Spectra Focus - Santa
Clara, CAN, autosamplerem SP 8880, Spectra system softwer, monolitickd kolona

Chromolith SpeedROD, RP-18e, 50x4,6 mm Merck, Darmstadt, DE
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3.2. Metodika a pracovni postupy

3.2.1. Syntéza silybin-7,23-disulfatu (17)

16 (200 mg, 0,426 mmol) byl rozpuStén v 2 ml DMF. Ke smési byl pfidan Py SO3
(200 mg, 1,257 mmol). Reakce probihala po dobu 1 hodiny za stdlého michani pii teploté
40°C. Vznik latky 17 byl monitorovan pomoci TLC (EtOH / MeOH / CH,Cl, / destilovana
voda (2:1:9:0,3)). TLC viz. obrazek 11. Po ukonceni reakce byly ke smési pfidany 2 ml
EtOH. Smeés byla d€lena sloupcovou chromatografii na silikagelu. Frakce obsahujici
produkt byly odpatfeny na odparce pii teplot¢ 40°C. Po lyofilizaci byla ziskéna latka 17
o hmotnosti 160 mg (60 %). NMR: viz. kapitola 4.1.2.

MS (MALDI-TOF): m/z (%) = 643 (17, M + H), 561 (32), 547 (36), 545 (100), 481
(25), 465 (69).

3.2.2. Kapalinova kolonova chromatografie

Separa¢ni metoda, pii které dochédzi k d€leni slozek vzorku mezi dvé vzdjemné
nemisitelné faze. Mobilni fazi byla smés EtOH / MeOH / CH,Cl, / destilovand voda
(2:1:9:0,3) a stacionarni fazi byl silikagel. Vzorek byl nanesen na zacatek stacionarni faze

a eluovan mobilni fazi. Byly jiméany frakce o objemu 5 ml.

3.2.3. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Separace je zaloZena na rozdéleni vzorku, ke kterému dochazi vyvijenim rozpusténych
latek ve smési rozpoustédel (mobilni faze) tenkou vrstvou (stacionarni faze). Stacionarni
fazi byl silikagel naneseny na hlinikové folii a mobilni fazi byla sm&s EtOH / MeOH /
CH)Cl, / destilovand voda (2:1:9:0,3). Sulfaty silybinu byly detekovany pod UV

v prostiedi jodovych par.

3.2.4. Lyofilizace
Lyofilizace byla provadéna na pftistroji Lyovac GT2 (Leybold) po dobu 24 hodin.

3.2.5. NMR

NMR spektra byla méfena na spektrometru Bruker AVANCE III 400 (pozorovaci
frekvence 400.13 MHz pro 'H, 100.62 MHz pro “C) v DMSO-d; (Sigma Aldrich) pfi
30°C. Jako vnitini standard slouzil zbytkovy signal rozpoustédla (8y 2.500, 8¢ 39.60).
Chemické posuny a interakéni konstanty v 'H NMR spektrech byly odeéitany ze spekter
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ziskanych doplnénim dat o dvojnasobny pocet bodii paméti a pied Fourierovou
transformaci vynédsobenych vazici funkci zvySujici rozliSeni (exponenciala se zapornym
exponentem plus Gaussova funkce). U °C NMR spekter bylo naopak pouZito umé&lé
rozsifeni Car (1 Hz) kvili zvySeni poméru signal/Sum. Chemické posuny jsou uvadény v
O-stupnici (ppm), interakéni konstanty v Hz. Pouzité digitdlni rozliSeni opraviiuje
k udavani chemickych posuni protonii s platnosti na tfi, uhliki na dv€é a proton-
protonovych interakénich konstant na jedno desetinné misto. Multiplicita uhlikovych
signalt zplisobovana piimo vézanymi protony byla uréena z proton-editovanych HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) spekter. Pfifazeni signdll se opira
o dvojrozmérné NMR experimenty — COSY (Correlation Spectroscopy), HSQC a HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation), které byly provedeny pomoci standardnich
programl dodavanych vyrobcem (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, SRN).

NMR spektra méfili Ing. Petr Sedmera, CSc. a Ing. Marek Kuzma, PhD. z MBU AV
CR, v.v.i.

3.2.6. MS

MS spektra byla méfena na hmotnostnim spektrometru BIFLEX Il (Bruker-Franzen,
Brémy, Nemecko) s desorpci a ionizaci laserem za ptitomnosti matrice MALDI-TOF MS,
jako MALDI matrice byla pouzita kyselina o-kyano-4-hydroxyskoficova (10 mg/ml
v 50 % acetonitrilu / 0,2 % TFA). Spektra byla méfena v hmotnostnim rozsahu m/z 0-2500
Da. Spektrometr byl kalibrovan externé pomoci [M+H]™ iontt MALDI matrice
(m/z = 190,1 Da) a peptidového standardu bombesinu (m/z = 1619,8 Da). NMR
spektra méfil Doc. Miroslav Sulc, PhD. z MBU AV CR, v.v.i.

3.2.7. HPLC

Separa¢ni metoda, pii které dochazi k déleni slozek vzorku za vysokého tlaku mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi je kapalna latka
zakotvena na povrchu nosice nebo pevny sorbent.

Pro méfeni byla pouzita monoliticka RP kolona s C18 stacionarni fazi (Chromolith
SpeedROD RP-18¢ 50 x 4.6 mm). Separace probihala v gradientovém modulu
(Tab. 1) s pouzitim mobilnich fazi: mobilni fazi A (5 % MeOH s 0,1 % TFA) a mobilni
fazi B (100 % MeOH, 0,1 % TFA). Nastfik vzorku byl 20 pl a pratokova rychlost

1 ml/min.

28



krok ¢as (min) Faze A Faze B

(%) (%)
1 0.00 100.00 0.00
2 5.00 100.00 0.00
3 20.00 60.00 40.00
4 25.00 60.00 40.00
5 28.00 100.00 0.00

Tab. 1.: Tabulka znazornujici pribéh pouzité gradientové metody
faze A: 5 % MeOH, 950 ml voda, 0,1 % TFA
faze B: 100 % MeOH, 0,1 % TFA

3.2.8. Stanoveni enzymové aktivity

Pro stanoveni aktivity sulfatasy z Helix pomatia byl jako substrat pouzit pNPS. Reak¢ni
smés obsahujici 10 ul 10 mM substratu, 4 ul enzymového roztoku (2 mg enzymu / 1ml
pufru) a 36 pul 100 mM acetatového pufru (pH 5,0) byla 10 minut inkubovéana
(Thermomixer compact, Eppendorf, DE) pfi 600 ot/min a teplot¢ 35°C. Reakce byla
ukoncena piidanim 1 ml 0,1 M Na,COs; k reakéni smési.

Koncentrace uvolnéného produktu (pNP-OH) je pfimo umérné absorbanci, proto byla
aktivita enzymu stanovena spektrofotometricky ve VIS oblasti. Byla méfena absorbance
pNP-OH proti slepému vzorku v semimikrokyvetach (Shimadzu UVmini — 1240, JP) pfi
420 nm v alkalickém prostfedi za vzniku zlutého zbarveni zdporn¢ nabité formy majici
absorp¢ni maximum v oblasti 405 — 420 nm. Prib¢h reakce je zndzornén na obrazku 9.

Jednotka enzymové aktivity [U] je definovdna jako mnoZstvi enzymu potiebného
k uvolnéni 1 ug pNP-OH za minutu pfi uréité teploté a pH. Cast&ji se pouziva objemova
aktivita [U/ml], coz je aktivita enzymu vztazend na jednotku objemu kapaliny nebo
specificka aktivita [U/mg], ktera je definovéna jako mnozstvi enzymu katalyzujici tvorbu

1 pmol pNP-OH na mg proteinu za 1 minutu.

3.2.9. Stanoveni vlivu silybin-7,23-disulfatu na aktivitu sulfatasy z Helix pomatia

Pro stanoveni bylo pfipraveno 13 reakénich smési obsahujicich 10 pul 10 mM
PNPS, 4 ul roztoku enzymu (2,1 mg enzymu / 1 ml pufru), riizné objemy latky 17 (tak aby
vysledna koncentrace 17 byla 0; 0,1; 0,04; 0,07; 0,09; 0,1; 0,2; 0,8; 1,4; 2,0; 4; 8 a 10 mM)
a 100 mM acetatovy pufr (pH 5), tak aby vysledny objem reakéni smési byl 50 ul. Roztoky
byly inkubovany (Thermomixer compact, Eppendorf, DE) pfi 600 ot/min a teploté 35°C po
dobu 10 minut. Reakce byly zastaveny pfidanim 1 ml 0,1 M Na,COs do kazdé reakéni

smési. Byla meéfena absorbance jednotlivych reakénich smési proti slepému vzorku
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v semimikrokyvetach (Spektrofotometr Shimadzu UVmini — 1240, JP) pii 420 nm.

Z namétenych hodnot byl sestaven graf 4.

3.2.10. Hydrolyza silybin-7,23-disulfatu (17) sulfatasou z Helix pomatia

Silybin-7,23-disulfat o rtznych koncentracich (0,2 mM a 2 mM) byl hydrolyzovan
sulfatasou z Helix pomatia.

Pro kazdou koncentraci 17 bylo provedeno n¢kolik reakci o objemovych aktivitach
enzymu 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0 U/ml. Reakéni smés s koncentraci 2 mM 17 obsahovala
10 ul 100 mM roztoku 17, takové mnozstvi roztoku enzymu, aby jeho aktivita byla
0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0 U/ml a takové mnozstvi 100 mM acetatového pufru (pH 5), aby
celkovy objem smési byl 250 pl. Reakéni smés s koncentraci 0,2 mM 17 obsahovala
5 ul 100 mM roztoku 17, takové mnoZstvi enzymu, aby jeho aktivita v roztoku byla
0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0 U/ml a takové mnozstvi 100 mM acetatového pufru (pH 5), aby
celkovy objem smési byl 2,5 ml. Reak¢éni smési se slepymi vzorky byly po dobu 24 hodin
inkubovany (Thermomixer compact, Eppendorf, DE) pifi 600 ot/min a teploté¢ 35°C.
Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC ve fazi EtOH / MeOH / CH,Cl, / destilovana
voda (2:1:9:0,3). Reakce byla ukonfena vysokou teplotou (99°C) v inkubatoru pii
550 ot/min a 99°C po dobu 10 minut. Smési byly odstfedény (Odstiedivka Mini spin plus,
Eppendorf) pfi 14 000 otaCkach po dobu 5 minut. Supernatant byl odebran a u roztoka
sobjemem 250 pl byl pouzit jako vzorek pro HPLC. U roztokti o objemu 2,5 ml
a koncentraci 0,2 mM 17 byl supernatant odebran a koncentrovdn na objem cca 150 pl,

takto pfipravené roztoky byly analyzovany HPLC.

3.2.11. Méreni kinetiky kontinualné

Pro meéfeni kinetickych parametrii reakce Stépeni substratu pNPS sulfatasou (Helix
pomatia) byly ptipraveny roztoky pNPS o koncentracich 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3
a 0,4 mM obsahujicich 300 pl roztoku enzymu o objemové aktivité¢ 0,1 U/ml a 100 mM
acetatového pufru (pH 5), aby celkovy objem smési byl 1 ml. Byla méfena AA za minutu
po dobu 200 sekund (z toho prvnich 15 sekund nebylo zaznamenavano) pii laboratorni
teploté¢ 25°C proti slepému vzorku. Méfeni bylo provadéno kontinudlné, ve dvou

paralelkach, pfi 348 nm (isosbesticky bod) na spektrofotometru Shimadzu UV 1700.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Silybin-7,23-disulfat
4.1.1. Ptiprava silybin-7,23-disulfatu (17)

Silybin-7,23-disulfat byl piipraven ze silybinu podle reakéniho schématu 1. Prabéh
reakce byl monitorovan pomoci TLC (Obr 11.). Po ukonceni reakce byla smés délena
sloupcovou chromatografii. Latka 17 byla ziskdna ve vysoké Cistote (do 5 % necistot dle
NMR) s vytézkem 60 % (160 mg). Ztraty byly pravdépodobné zplisobeny netplnym
zreagovanim vychozi latky (silybin) a béhem purifikace. Provedena reakce dosud nebyla

v literatufe popsana.

o o
O: OH CE 0SO3H
HO3SO 0
HO SN o Ol Py-so, ® O 0 ~
—_—
OH OH DMF, 1 hod, 40°C OH OH

OH O OH O
16 17

Schéma 1.: Reakcni schéma pripravy silybin-7,23-disulfdtu

nezreagovany silybin — | v

« silybin-7,23-disulfat
polarni necistoty —

2l 4202 DBA

Obr. 11: TLC ve fazi EtOH / MeOH / CH,Cl,/ destilovand voda (2:1:9:0,3)
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4.1.2. NMR
Postup a podminky méfeni NMR spektra jsou v kapitole 3.2.5. Tabulka 2. a tabulka 3.
obsahuje hodnoty ziskané¢ méfenim NMR spektra latek 17 A a 17 B.

Atom #

17 A

17B

Atom # 17 A 17B
2 82.61 82.57 2 5.077(d, 11.2) | 5.076 (d, 11.4)
3 7145 | 7150 3 4601 (dd, 6.1, | 4.593 (dd, 63,
4 197.70 | 197.71 112) 11.4)
4a 100.46 100.48 6 5915 (d, 2.1) 5912 (d, 2.1)
5 163.35 | 163.34 8 5.879 (d, 2.1) 5.882(d, 2.1)
6 96.18 96.15 10 4357 (ddd, 2.5, | 4.350 (ddd, 2.6,
7 167.08 | 166.99 5.8,7.8) 5.9,7.8)
8 95.16 95.13 11 4.873 (d, 7.8) 4.876 (d, 7.8)
8a 162.52 | 162.51 13 7.096 (d, 1.9) 7.088 (d, 1.9)
10 76.06 76.06 15 7.025 (dd, 1.9, 8.1) | 7.032(dd, 1.9,
11 75.72 75.71 8.2)
12a 143.18 143.14 16 6.991 (d, 8.1) 6.995 (d, 8.2)
13 116.59 116.70 18 7.034 (d, 1.9) 7.043 (d, 2.0)
14 130.27 130.28 21 6.802 (d, 8.1) 6.799 (d, 8.1)
15 12151 | 12131 22 6.861 (dd, 1.9, 8.1) | 6.864 (dd, 2.0,
16 11636 | 116.40 8.1)
o B T 133 23 3.7681 ffifd), 2.5, 3.7651(ﬁ(11§1, 2.6,
17 127.10 | 127.11 3.691(dd, 5.8, | 3.692 (ddd, 5.9,
18 111.83 | 111.77 11.1) 11.1)
19 147.64 147.64 3-OH 5.786 (d, 6.1) 5.783 (d, 6.3)
20 147.10 147.07 5-OH 11.881 (s) 11.886 (s)
21 115.40 | 115.37 7-OH n.d. n.d.
22 120.29 120.27 19-OMe 3.790 (s) 3.793 (s)
23 64.72 64.70 20-OH 9.141 (s) 9.120 (s)
19-OMe | 55.65 55.64 23-OH n.d. n.d.

Table 2.: BC NMR data 17 A,

Table 3: 'H NMR data 17 A

a 17 B (400.13 MHz for 'H, a 17 B (400.13 MHz for 'H,
100.61 MHz for °C, DMSO-d,, 100.61 MHz for >C, DMSO-dj,
30°C). 30°C).

17 A je silybin-7,23-disulfat A 17 A je silybin-7,23-disulfat A
17 B je silybin-7,23-disulfat B 17 B je silybin-7,23-disulfat B
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4.2. Sulfatasa z Helix pomatia

Experimentalni podminky pro praci se sulfatasou z Helix pomatia byly zvoleny na
zdklad¢ prace publikované v ¢lanku ,,Investigation of the sulfuryl transfer step from

substrate to enzyme by arylsulfatasesy“,22 , kap. €. 2.3.5.

4.2.1. Stanoveni enzymové aktivity

4.2.1.1. Kalibracni graf pNP-OH

Pro vypocet objemové aktivity enzymu bylo nutné sestrojit graf zavislosti absorbance
(A 420 nm) na koncentraci pNP-OH (viz. Graf 1.). Bylo pfipraveno deset roztokii pNP-OH
o koncentracich od 0,1 mM do 1 mM, u kterych byla zméfena absorbance pii 420 nm.

Z namé&fenych hodnot byl sestrojen graf a vypocitana rovnice regrese.

0,6

y =0,6215x + 0,0019
R*=0,9988

0 T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

c(p-NP-OH) / (mmol/l)

Graf 1.: Kalibracni graf pNP-OH
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4.2.2. Stanoveni kinetickych parametri

Pro stanoveni kinetickych parametrit Ky, a Vimax byly zvoleny koncentrace pNPS: 0,01;
0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 mM. Ke kazdému roztoku pNPS bylo piidano 300 ul roztoku
sulfatasy s Helix pomatia o 0,1 U/ml a takové mnozstvi 100 mM acetatového pufru (pH 5),
aby objem smési byl 1 ml. Pribéh reakce byl méfen 200 sekund pfi laboratorni teploté
25°C. Na vyhodnoceni kinetickych dat a ziskdni Ky, @ Vimax byl pouzit program Sigma plot:
K, = 0,0494 £ 0,0111 mmol/l a V., = 0,0325 £ 0,0020 mmol/dm>/min (Graf 2. a 3.),
naméfené hodnoty priblizn€ odpovidaji publikované K, (0,1 mMzz), rozdil je dan mj. ne
zcela shodnymi podminkami méfenti.

Obrazek 12. znazoriiuje vzorec pouzivany pro vypocet rychlosti reakce, pokud neni

pouzit program Sigma plot.

v €1
. Tmax L]
v=— L Tl
Nop |

Obr. 12.: Rovnice Michaelis-Mentenové
v - rychlost reakce, V., - maximalni rychlost reakce, K, - Michaelisova konstanta,

[5] - koncentrace substratu.

Odchylka vypocitand timto programem je velka. Je to zplsobeno tim, ze ziskané
hodnoty K;, a Viax byly velmi nizké. V laboratoii nebylo dostatecné vybaveni na méieni
kinetiky s nizkymi koncentracemi pNPS (napf. s pouzitim fluorimetrického stanoveni).
Kromé kontinudlniho méteni kinetiky, byla pouzita i diskontinualni metoda (data nejsou
uvadéna), ale vysledky byly také zméteny s velkou odchylkou. Pro zméfeni kinetiky pfi
nizkych koncentracich pNPS by bylo vhodné métfeni provadét napi. fluorescencni

metodou.

34



0,035 -

0,063 ~
—_ ' |
= N M
E 0,025 - [ * u ¢ 1.paralelka
L]
€ 002
o |
g 0,015 - B 2.paralelka
£
— 0,01 -
—
> ' hodnoty vypocitane

0,005 yvvp

podle rovnice
0 F Michaelis-Mentenové
I T T T T 1

0 01 02 03 04 05
c(p-NPS)/ (mmol/l)

Graf 2.: Znazorneni enzymové kinetiky dle Michaelise-Mentenové
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Graf 3. Znazornéni linearizace dle Lineweaver-Burga

35



4.2.3. Vliv silybin-7,23-disulfatu na aktivitu sulfatasy z Helix pomatia
Byl zjistovan vliv 17 na aktivitu sulfatasy z Helix pomatia. Pro méteni byly pouzity

roztoky 17 o koncentracich: 0; 0,1; 0,04; 0,07; 0,09; 0,1; 0,2; 0,8; 1,4; 2,0; 4; 8 a 10 mM.

0,3
0,25 ?

0,2 ¢
*
< 0,15
0,1 \ 4
0,05
0
0 2 4 6 8 10 12

c(silybin-7,23-disulfat) / (mmol/l)

Graf 4.: Vliv koncentrace silybin-7,23-disulfatu (17) na aktivitu sulfatasy z Helix pomatia

17 ma velky vliv na aktivitu sulfatasy z Helix pomatia. Z grafu 4. vyplyva, Ze pfi
vyssich koncentracich nez je koncentrace 0,2 mM roztoku 17, dochézelo k silné inhibici
testovaného enzymu.

Zjisténi inhibi¢ni konstanty a sniZzeni odchylky pfi kinetickych méfeni bude predmétem

dalsiho zkoumani.

4.2.4. Hydrolytické Stépeni silybin-7,23-disulfatu sulfatasou z Helix pomatia

I ptes zjisténi, ze silybin-7,23-disulfat je silnym inhibitorem sulfatasy, byl 17 testovan
jako jeji potencidlni substrat. Silybin-7,23-disulfat o koncentraci 0,2 mM a 2 mM byl
vystaven pusobeni sulfatasy z Helix pomatia o rizné koncentraci (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 a 2,0
U/ml). Priibéh reakci byl sledovan metodou HPLC. Pti vyssi koncentraci 17 (2 mM) doslo
k inhibici enzymu a 17 se nestépil. Pfi koncentraci 0,2 mM roztoku 17, nedochéazelo
k inhibici (aktivita enzymu pted a po pfidani 17 se zménila jen zanedbatelng)
a 17 se stépil za vzniku nového produktu (Graf 6.). Optimalni reakéni podminky, pfi

kterych dochézelo ke vzniku dobte detekovatelného mnozstvi vzniklého produktu jsou:
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0,2 mM roztoku 17 a 0,5 - 1,0 U/ml sulfatasy z Helix pomatia (Graf 6.). Bylo ovéteno, ze
vSechny ¢tyii elucni vrcholy (Graf 6.) maji spektra v UV oblasti pti 285 nm, coz odpovida
zékladnimu skeletu silybinu. Kochromatografii bylo potvrzeno, ze produktem
hydrolytického Stépeni je silybin, zfejmé¢ tedy nedochédzi k diferenciaci §tépeni dvou
riznych sulfatovych skupin.

Silybin-7,23-disulfat je smés dvou stereoizomerti, byl piipraven ze smésného silybinu
(Spatné separovatelné stereoizomery A a B), proto jsou na chromatogramu (Graf. 5) vzdy
dva eluc¢ni vrcholy. Pti $tépeni 17 je preferovano S$tépeni jednoho diastereomeru.
Predmétem dalsi prace bude izolace a spektralni charakterizace vzniklého produktu —

ovéfeni, zZe se jedna o silybin a studium preference Stépeni izomert silybin-7,23-disulfat.

2000
£
c
0n
&
< N
o
1500
o o
0SO;H
HO,SO O o o
o
OH OH )
Q
1000 - OH 0 17
500
0 / . : S
0 5 10 15 20 25

t/ (min)

Graf' 5.: HPLC chromatogram silybin-7,23-disulfatu

Pro méfeni byla pouzita monolitickda RP kolona s C18 stacionarni fazi (Chromolith

SpeedROD RP-18¢ 50 x 4.6 mm). Separace probihala v gradientovém modulu
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(Tab. 1) s pouzitim mobilnich fazi: mobilni fazi A (5 % MeOH s 0,1 % TFA) a mobilni
fazi B (100 % MeOH, 0,1 % TFA). Nastfik vzorku byl 20 pl a pratokova rychlost

1 ml/min.
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Graf 6.: HPLC chromatogram reakcni smési
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5.ZAVER
v’ Byl ptipraven, izolovan a spektralné charakterizovan (NMR, MS)
silybin-7,23-disulfat, 160 mg (60 %),
v' Byly zméfeny kinetické parametry reakce pNPS se sulfatasou z Helix pomatia:
K,, = 0,0494 mmol/la V., = 0,0325 mmol/dm?®/min.
v Bylo zjisténo, Ze silybin-7,23-disulfat je pti koncentracich vysSich nez 0,2 mM
silnym inhibitorem sulfatasy z Helix pomatia.

v' Bylo prokazano, ze silybin-7,23-disulfat je substratem pro sulfatasu z Helix

pomatia.
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Svoluji k zapiij€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence
vypujcovatela.
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