UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Piirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinicka a toxikologick4 analyza

Kateifina Adamcova

SUBSTRATOVA SPECIFITA REKOMBINANTNI
o—L-RHAMNOSIDASY

Substrate Specificity of Recombinant a—L—-Rhamnosidase

Bakalarska prace

Vedouci bakalatské prace: Ing. Lenka Weignerova, Ph.D.

Praha 2012



Tato bakalafskd prace vznikla v souvislosti s feSenim vyzkumného zdméru
MSMO0021620857 a Evropského projektu FP7-KBBE-2010-4BIONEXGEN (MSMT 7E
11010).

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto bakalafskou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
predlozena k ziskani jiného nebo stejné¢ho akademického titulu.

Jsem si védoma toho, Ze piipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo
Univerzitu Karlovu v Praze a Mikrobiologicky ustav AVCR, je moZné pouze po pisemném

souhlasu této univerzity a AVCR.

V Praze dne 15. kvétna 2012.



Rada bych pode€kovala své Skolitelce Ing. Lence Weignerové, Ph.D. za odborné
vedeni bakalafské prace a vytvoreni skvélych pracovnich podminek. Dale bych chtéla
podékovat Ing. Petru Marholovi za uzite¢né rady a pfipominky. Mé podékovani patii
také vedoucimu Laboratofe biotransformaci prof. Ing. Vladimiru Kienovi, DrSc.
a pracovniktim Laboratofe biotransformaci MBU AV CR za ochotu a pomoc pii mé praci.

Nemohu také opomenout podékovat rodin€ a prateltim, kteii mi jsou oporou.



Obsah

SEZNAM ZKIALEK ...ttt 6
Q170N ] (0 - SO PPRR 6
KBY WOTAS: ...ttt bbbttt b b bbbt e et bbb ne e 6
L VO ittt 7
A O 1 o3 ¥ T PSPPSR 7
K I T (el o] & T o7 ] A OSSR 7
3.1 0-L—RNGMNOSIAASA ... .cveiieeiieicieie s 7
T80 Y o 1] < T - SR 7
3.1.2  SubStratova SPECTIITA .....eeiviiiiiieiice e 8
3.1.3  Piiprava a vlastnosti rekombinantni o—L—rhamnosidasy ............cccccceeverrvernenne. 9

3.2 FIAVONOIUY....c.eiiiiiiiiiiieieee ettt 10
3.2.1  Chemicka struktura flavonoidll..........ccccecveiiiieiiiie i 11
3.2.2  Piijem a metabolismus flavonoidil ..........ccoccveiiiiiiiiiniii e 11

3.3 HESPEIIAIN e 12
3.3. 1 StrUKEUra @ VIASINOSEE ....c.veveeiiiieieiisiesieee e 12
3132 TOXICHTA ..ottt bbbt 12
3.3.3  Dostupnost — porovnani hesperidinu a hesperetinu .............ccoccevveviiciennennns 12
3.34  VYUZI crvveveeerereeeeeeee e seees e ees e ee s e s es e ees s ees e ees e ee s ees e ee s eeseennens 13

B4 NAIINGIN. ottt b ettt e s 14
BA L SEUKLUTAL ..ttt 14
342 TOXICHTA oottt ettt bbb 15
3.4.3  Dostupnost — naringin versus jeho aglykony .........cccovveiiiiiievie e ecec s, 15
BUAL  VYUZ crvoeeeeeereeeeeeeese s seees e s e s ae s es s es s s s eesesee s ee s ees e s seeerens 15

K2R T V11| o PSSR 16
351 SHUKLUIAL .ttt 16
3.5.2  TOXICHTA ..ottt bbbt 17



3.5.3  Dostupnost — porovnani rutinu a jeho aglykontQ..........cccccevvriiiiiniiiininnnns 17

354 VYUZI crvveveeeeereeeeeeeeeeseeeeseees e es s ee s es s e s es e ees s ees e eesesee s es s ees e ees e es s eesens 18

4 EXPerimentalni CASL.........coiiiiiiiiiiieiicii e 19
4.1  PouZité ChemiKAIE .......coovviiiiiiicie e 19
A2 PHISETOJE ettt 19
G T |V 1= (o Y PP P PRSP 20
i T A o o) - A £ 31V 01 1L O OURP PR 20
4.3.2  Me¢éfteni aktivity o—L—hamnosidasy ... 21
4.3.3  Rekrystalizace hesperidinu ..........cccccovviiieiiiiiiic i 22
4.3.4  Reakce substratli s a--L—rhamnosidasou............ccoeririiinicnincncescces 22
4.3.5 TLC (Thin Layer Chromatography) .......ccccoveririieiinienieiese e 22
4.3.6  HPLC (High Performance Liquid Chromatography)..........cccccoeveviviiieninnnnns 23
4.3.7  Sloupcova chromatografie na silikagelu (tzv. ,,flash* chromatografie)......... 24
4.3.8  LYOTIIZACE ..ccuviceeeeee e 24
4.3.9 NMR (Nuclear Magnetic Resonance) a MS (Mass Spectrometry) ............... 24

O VYSIEAKY .o 24
TR A 1= TS oL T o Lo [ o OSSR 24
5.2 INAIINGIN. .ottt bbbttt et 26
5.3 RULIN e 27

B DISKUZE ...t bbb 29
T ZAVET ittt R e R e e b e r e e e 30
8 LIEBIALUIA. ...t 31
T o 1 1)) OO 36
9.1 NMR data derhamnosylovanych produktil ...........cccccoeviireiniiiiineneseeeeee, 36



Seznam zkratek

ABC
ACAT
ADH
ALDH
CAZy
DNA
HDL
HMG-CoA
HPLC
INOS
LDL
MRNA
MRP2
MS
NMR
RNA
SGLT1
TBARS
TLC
TNBS
TNF-a
uv
YNB

ATP-binding cassete

Acylkoenzym A—cholesterol acyltransferasa
Alkoholdehydrogenasa
Aldehyddehydrogenasa
Carbohydrate—active enzymes database
Deoxyribonukleova kyselina

High density lipoprotein
3—Hydroxy—3—-methyl—glutaryl-koenzym A
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Indukovatelna syntasa oxidu dusnatého
Low density lipoprotein

Mediatorova RNA

Multidrug resistance—associated protein 2
Hmotnostni spektrometrie

Nuklearni magneticka resonance
Ribonukleova kyselina

Sodium/glucose cotransporter 1

Radikéaly thiobarbiturové kyseliny
Tenkovrstevna chromatografie
Trinitrobenzensulfonova kyselina

Tumor nekrosovy faktor a

Ultraviolet

Yeast nitrogen base

Klicova slova: o-L-rhamnosidasa, hesperidin, naringin, rutin

Key words: o-L-rhamnosidase, hesperidin, naringin, rutin



1 Uvod

a—L—Rhamnosidasa je velice vyznamnym enzymem nachazejicim uplatnéni
v Siroké Skéale obori — chemickych, potravinaiskych a farmakologickych. Pfirozenym
zdrojem o-L-rhamnosidasy jsou plisné, kvasinky a bakterie. V této praci byla pouzita
rekombinatni rhamnosidasa z organismu Aspergilus terreus exprimovana v Pichia
pastoris. Tato forma je unikatni svou stabilitou v relativné Sirokém rozmezi pH (4-9)
a zna¢nou termofilitou (teplotni optimum se pohybuje kolem 65°C).

Cilem této prace bylo testovat substratovou specifitu rekombinantni
a—L—rhamnosidasy a shrnout o ni dosud znamé informace.

Jako substraty byly pouzity hesperidin, naringin a rutin patfici do skupiny
flavonoidii. Flavonoidy jsou latky, které maji pro ¢lovéka znacny vyznam. Nejen proto, ze

jich denné zkonzumuje v priméru az 100 mg, ale i diky jejich schopnosti G¢inkovat

-----

2 Cil prace
e Vypracovat reSerSi o vybranych flavonoidech (hesperidin, naringin a rutin)
a 0 o—L—rhamnosidase.
e Experimentaln¢ zjistit substratovou specifitu rekombinantni o—L—rhamnosidasy
k hesperidinu, naringinu a rutinu pii  ruznych reakénich podminkach

(tj. koncentrace substratii a pH).

3 Teoreticka ¢ast

3.1 a-L-Rhamnosidasa

a—L—Rhamnosidasa je hydrolasa odstépujici a—L—rhamnosu z o—L—rhamnosidu. Jeji
systematicky nazev je a—L—rhamnosid—rhamnohydrolasa, EC 3.2.1.40, v zatazeni v CAZy
patii do rodiny GH 106 pattici pod rodinu 78." Hlavnim zdrojem o—L—rhamnosidas jsou
mikroorganismy jako plisné, kvasinky a bakterie, byla vSak nalezena iV Zivo¢isnych

tkanich a rostlinach.?

3.1.1 Aplikace
Pouziti o—L-—rhamnosidasy je Siroké — od vyuziti ve farmacii pfes chemicky

pramysl az po potravinaisky pramysl.



V potravinafstvi se pouziva ke zvySeni kvality napoji (snizeni hotkosti, uvolnéni
aromatickych a bioaktivnich latek). Naringin a limonin jsou hlavni slozkou napoju
zpusobujici hoikost.®* Jejich derhamnosylované produkty jsou o vice nez jednu tfetinu
méné horké.> Derhamnosylace a naslednd deglykosylace je metoda vyuZivana
I ve vinafstvi — ke zvyraznéni aroma. 6-O—o—L—Arabinofuranosyl-f—D—glukopyranosid,
6—O0—a—L—rhamnopyranosyl-p—D—glukopyranosid a 6-0—p—D-apiofuranosyl-—D—gluko—
pyranosid jsou nékteré z disacharidd vazanych na latky jako terpenoly, terpendioly,
2—phenylethanol, benzylalkohol a dalsi, které jsou obsazené ve ving. Uvolnénim téchto
latek za pomoci o—L—rhamnosidasy, o—L—arabinofuranosidasy, p—D—apiosidasy a nasledné
B—D—glukosidasy ziskavaji vinafi aroma a chut’ vina. Je mozZné také vyuZzit rekombinantni
kvasinky produkujici enzymy pii vinifikaci (proces vyroby Vina).6 Dale by pak
o—L-rhamnosidasa mohla byt vyuzita pfi vyrob& potravinaiskych aditiv (napt. sladidel).’

Tento enzym je rovnéz dilezity pti vyrobé 1éCiv, jelikoz absorpce glykosidd, a tudiz
ucinek v téle, je niz$i nez v ptipad¢ jejich aglykond. Tohoto poznatku by mohlo byt
vyuzito ke zvySeni ucinnosti latek jako desglukoruscin, desglukodesrhamnoruscin,
gypenosid—5 ¢i chloropolysporini A, B a C a to derhamnosylaci za pomoci
a—L-rhamnosidasy.® 1%

V chemickém primyslu je stézejni role o—L-rhamnosidasy ve vyrobé

L—rhamnosy.*?

3.1.2 Substratova specifita

Substratova specifita byla testovana hlavné u flavonoidi jako napf. rutin,
hesperidin, naringin (viz obr. 3.5 na str. 12, obr. 3.7 na str. 15, obr. 3.8 na str. 17),
quercitrin (obr. 3.1) a to hlavné¢ kvili jejich Sirokému uplatnéni ve farmacii
a potravinafstvi. Tyto flavonoidy maji odliSné aglykony a také rtizny typ vazby mezi
glykosidem a o—L-rhamnosou popi. mezi aglykonem a a—L-rhamnosou u quercitrinu.
U rutinu a hesperidinu je to o-1,6 vazba, zatimco u naringinu je to a—1,2 vazba. Mezi
rutinem a hesperidinem je jesté rozdil ve vazbé rutinosy na aglykon, rutin ma rutinosu

navazanou pies Cs, hesperidin pies Cy.
OH

Obr. 3.1| Chemicka struktura quercitrinu



Velmi rozséhle byla substratova specifita zkoumdna na riznych kmenech plisni ve
studii Monti a kol. (viz tab. 3.1) a to za nebo bez pfidani tetrahydrofuranu kvuli zvyseni
rozpustnosti substratt. Ztéto studie vychazi jako nejlep$i substrat rutin. Naringin
a hesperidin rozeznavalo jako sviij substrat méné¢ kmentd, nejhorSim substratem byl

quercitrin.*®

Tab. 3.1| Substratova specifita o—L-rhamnosidas z riznych kment plisni.13
kmen induktor - — SubStra.t - —
rutin  hesperidin  naringin  quercitrin
Aspergillus aculeatus CCF 108 L-Rhamnosa X X X .
Rutin X X X .
Hesperidin X X X .
Naringin X X X .
Aspergillus aculeatus CCF 3134 L-Rhamnosa X X X .
Rutin X X X .
Hesperidin X X X .
Aspergillus aculeatus CCF 3138 L-Rhamnosa X X X .
Hesperidin X X X .
Aspergillus niger CCIM K2 L-Rhamnosa X X X -
Rutin X X X -
Naringin X X X -
Aspergillus terreus CCF 3059 L-Rhamnosa X o . -
Rutin X . . -
Hesperidin X . . -
Naringin X . . -
Emericella nidulans CCF 2912 L-Rhamnosa . - . -
Hesperidin X X X -
Naringin X - X -
Fusarium nidulans CCF 906 Rutin X . . -
Naringin . . . -
Mortierella alpina CCF 2514 Rutin X - - .
Mucor circinelloides grisco-cyanus CCIM Rutin - X X -
Penicillium oxalicum CCF 2430 L-Rhamnosa - - . .
Talaromyces flavus CCF 2686 L-Rhamnosa X - - .
Naringin ° - . .

Hydrolyza substratu nebyla pozorovana (-), hydrolyza substratu pozorovana V piitomnosti
i nepfitomnosti 20% THF (x), hydrolyza byla pozorovana jen v neptitomnosti 20% THF (e)

3.1.3 Priprava a vlastnosti rekombinantni o—L—rhamnosidasy

Pro pfipravu a—L-rhamnosidasy byl vyuzit organismus Arspergillus terreus CCF
3059, ktery ptirozené produkuje termostabilni a—L-rhamnosidasu se stabilitou v Sirokém
rozmezi pH. P 0 kultivaci byla z mycelia izolovana RNA a z ni nasledné mRNA, ktera byla
pouzita jako vzor pro reverzni transkripci do cDNA. Nasledné byla cDNA namnoZena
pomoci PCR. Namnozena sekvence cDNA byla vnesena do expresniho vektoru pPICZa A,
ktery byl linearizovan a nasledn¢ jim byla transformovana Pichia pastoris KM71H pomoci

elektroporace.™



Pouzita o—L-rhamnosidasa z Aspergillus terreus vykazuje velkou stabilitu
v Sirokém rozmezi pH a je termofilni. Jeji teplotni optimum je 70 °C (obr. 3.2) a pH
optimum se pohybuje mezi hodnotami 4,5 a 5 (obr. 3.3).*
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Obr. 3.2| Teplotni optimum rekombinantni a—L—rhamnosidasy™
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Obr. 3.3| pH optimum a 8iroké rozmezi pH stability rekombinantni o—L—rhamnosidasy™

3.2 Flavonoidy
Flavonoidy jsou biologicky vyznamnou skupinou latek patiici do rodiny
polyfenolti. Jako sekundarni metabolity jsou obsazeny v kazdé vyssi rostling,”® a tudiz
I Vv béZné stravé ¢loveka (napf. Vv citrusech, bortivkach, cibuli, ¢okolade, ving, apod.).
Historie zkoumani flavonoida je velice dlouha. Uz ve 30. letech 19. stoleti byla

izolovana tiislovina obsahujici mnoho polyfenolickych latek."® O stoleti pozdéji, v roce
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1936, Albert Szent Gyorgyi popsal tzv. vitamin P (tento termin se dnes jiz nepouziva)
a objevil souvislost mezi pi{jmem tohoto vitaminu a zlepSenim stavu kapilar.” Od té doby
Jiz bylo izolovano a popsano vice nez 4000 flavonoida. ™ Bylo zjisténo, ze flavonoidy maji
kromé prospesnych ucinkli na stav kapilar dalsi uzitecné vlastnosti vzhledem ke zdravi
¢lovéka. Jsou schopné regulovat aktivitu enzyml a ovlivnit bunééné systémy a témito
a dokonce vykazuji i protinadorovou aktivitu.'® Za vétsinu t&chto G&inkd jsou zodpovédné

. T . . 19
jejich antioxidacni a chelata¢ni vlastnosti.

3.2.1 Chemicka struktura flavonoidu

Flavonoidy jsou derivaty benzopyranu. Zakladni struktura flavonoidd je zobrazena
na obr. 3.4. Flavonoidy jsou rozdéleny do skupin dle jejich saturace a chemické povahy
substituenti™. Nejcastéjsimi substituenty jsou hydroxylové skupiny, methoxy skupiny,

. S . 118
sulfaty a navazané sacharidy.

Obr. 3.4| Zakladni struktura flavonoidi

3.2.2 P¥ijem a metabolismus flavonoidu

Jak jiz bylo zminéno, flavonoidy jsou obsazeny v béZzné stravé cloveka. Primérny
piijem flavonola a flavont je 23 mg denné. Celkovy pfijem je odhadovan na nékolik set
miligramt denn¢. Bylo zjisténo, Ze nejvétsim zdrojem v potrave je ¢aj (48%), nasledovany
cibuli (29%) a jablky (7%)."®

Metabolismus flavonoidi je dodnes malo prozkoumdan. Je zndmo, Ze absorpce
probiha pies sténu stieva, a to u glykosidi bud’ po hydrolyze mikrobidlnimi enzymy, nebo
pomoci prenaseci. Jakmile se flavonoidy dostanou do jater, jsou konjugovany do formy

glukoronidii a sulfatd.*?

11



3.3 Hesperidin

3.3.1 Struktura a vlastnosti

Hesperidin se sklada z aglykonu (hesperetin) a disacharidu (rutinosa) (obr. 3.5).
Rutinosa je disacharid rhamnosy a glukosy vazanych o—1,6 vazbou. Cisty hesperidin se
nalézd ve formé Zlutych jehlicek. Je rozpustny v alkalickych roztocich, malo rozpustny

v methanolu a skoro nerozpustny v acetonu.”*

Obr. 3.5| Chemicka struktura hesperidinu

3.3.2 Toxicita

Hesperidin a obecné vSechny citrusové flavonoidy jsou bezpe¢né a ani béhem
téhotenstvi nemaji zddné vedlejsi ucinky. Bylo také prokazano, ze podéni fosforylovaného
hesperidinu (metabolit) nezptisobuje zadné toxické odezvy ani alergické reakce, a Ze se

tato forma v t&le nekumuluje.”!

3.3.3 Dostupnost — porovnani hesperidinu a hesperetinu
To, jak se hesperidin absorbuje a metabolizuje, je dodnes pfedmétem rozsahlych
vyzkumu. Z mnohych studii vSak vyplyva, Ze hesperidin je absorbovan hlavné ve stfeveé
poté, co je hydrolyzovan enzymy z mikroflory stieva. Naopak hesperetin je absorbovan
prevazné aktivnim transportem spiazenym s protonem a transceluldrni pasivni diftzi®
(obr. 3.6)%?*. S nizkou absorpci souvisi i nizka dostupnost hesperidinu. Tento problém byl
vyfeSen enzymovou modifikaci hesperidinu na jeho derhamnosylovany aglykon —
hesperetin—7—glukosid. Aglykon hesperidinu se absorbuje 1épe nez hesperidin, a tudiz je
jeho biologicka vyuzitelnost Vy§§i.23'24 Tento jev mé prozatim dvé mozna vysvétleni — bud’
se glykosid hesperetinu hydrolyzuje phlorisinovou laktasou a tplny aglykon poté difunduje

skrz epitel, nebo je aktivné transportovan do enterocytll sacharidovym transportérem a poté

12



je deglykosylovan v buiikdch stfeva.”® Pfi zkouméni fekalni flory dobrovolniké byly
izolovany a identifikovany tfi kmeny anaerobnich bakterii — Bacteriodes distasonis,
B. uniformis a B. ovatus, které produkovaly B—glukosidasy. Nékteré kmeny B. distasonis
vytvérely i o—rhamnosidasy a p—galaktosidasy.?

Lumen Enterocyte Blood

SGLT-1
Hesperedin  Hp-7-glu =T Hp-7-glu

Lactase phlorizin B-glucosidase
hydrolas g
R 2

Hesperetin [ Hesperetin
Conjugating
enzymes

v

Hesperetin = {esperetin

Hesperetin

conjugates conjugates conjugates
Colonocyte
Microflora
v Hesperetin
Hesperetin Conjugating
enzymes

v . Hesperetin
Breakdown or excretion Hesperetin conjugates

conjugates

Obr. 3.6 Metabolismus hesperidinu?*

3.3.4 Vyuziti

Hesperidin je podavan pacientim trpicim kiehkosti ¢i zvySenou propustnosti cév.
ZvySena propustnost cév je pozorovana u nemocnych s chronickou Zilni nedostatecnosti,
kurdéjemi, rliznymi viedy, diabetem melitus atd. V mnoha studiich bylo potvrzeno, ze
hesperidin sniZuje propustnost cév.”®

DalSim pozitivnim G¢inkem hesperidinu je schopnost snizit hladinu celkového
cholesterolu, LDL (low density lipoprotein) cholesterolu, lipidd a triacylglycerida
a inhibovat HMG-CoA (3-hydroxy—3-methyl—glutaryl-koenzym A reduktasa) a ACAT
(acylkoenzym A-—cholesterol acyltransferasa).?” Také bylo prokéazano, Ze inhibuje aktivitu
lipasy z prasedi slinivky.?®

Je dobfe znamo, Ze hesperidin ma vliv na riizné enzymy — cyklooxygenasu®,

angiotensin I konvertujici enzym® aj. Jejich prostfednictvim ovliviiuje krevni systém

13



-----

a analgetické GGinky hesperidinem.®* Hesperidin v kombinaci s diosminem chrani pred
zanétlivymi procesy jak in vivo, tak in vitro. Mechanismem je zifejmé inhibice syntézy
eikosanoidti hesperidinu a jeho schopnost vychytavat reaktivni kyslikové radikaly.*> Emim
nasledné¢ objevil, ze po podani velké davky se potkaniim dokonce zmenSil zdmérné
vyvolany edém.*® Studiem protizanétlivych ucinkl se zabyval 1 Crespo, ktery na TNBS
(trinitrobenzensulfonova kyselina) modelu v potkanech ukazal, ze podavani hesperidinu
snizuje poskozeni tkané. Navic po oradlnim podani zmenSuje nekrotické oblasti.
V biochemickém méfitku to znamend, Ze hesperidin byl schopen snizit aktivitu
myeloperoxidasy. Myeloperoxidasa je povazovana za marker proniknuti neutrofilnich
granulocyti do poskozené tkans.>

Hesperidin a jeho derivaty pifimo inhibuji hyaluronidasu a potenciuji inhibi¢ni
aktivitu kyseliny askorbové (vitamin C).**% Hyaluronidasa je enzym, ktery hydrolyzuje
polysacharid kyseliny hyaluronové, a tim zvétSuje propustnost tkan¢. Hyaluronidasu
produkuji také mnohé kmeny bakterii za uc¢elem snadnéjSiho priniku do tkani org,anismu.37

Hesperidin sam nebo v kombinaci s diosminem je také uc¢innym antikarcinogenem.
Tato jeho vlastnost byla prokdzana v mnoha studiich proti rtizné¢ indukovanym

38,39,40

karcinogenesim. Bylo také zjiSténo, ze hesperetin ma antimutagenni aktivitu vici

znamému karcinogenu aflatoxinu B1 produkovaného bakterii Salmonella typhirium
Vv pritomnosti sav¢iho metabolického aktiva¢niho systému.41

Dalsi dilezitou oblasti, ve které byly hesperidin a hesperetin zkoumany na zaklad¢
jejich antioxidacni aktivity, je ochrana pted UV zatenim. Po pokusech in vitro a in vivo
v experimentalnich systémech byla provedena studie i na lidskych dobrovolnicich, ktera

ukazala, ze hesperetin muze byt pouzit jako fotoochranny prvek.42

3.4 Naringin

3.4.1 Struktura

Naringin je hlavni glykosidovy flavanon obsazeny Vv grepech a je piic¢inou jejich
hotkosti. Ma podobnou strukturu jako hesperidin. RovnéZz je tvofen disacharidem
rhamnosy a glukosy (ale spojenych vazbou a-1,2) a jeho aglykonem naringininem

(viz obr. 3.7 na strané 15 ).

14
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Obr. 3.7| Chemicka struktura naringinu

3.4.2 Toxicita
Jak jiz bylo poznamenano u hesperidinu, citrusové flavonoidy jsou obecné

netoxickeé.

3.4.3 Dostupnost — naringin versus jeho aglykony

Z vysledktl vyzkumu metabolismu naringinu a jeho aglykont v potkanech mizeme
soudit, ze se naringin absorbuje hlie (se zpozdénim) Oproti aglykonim a je ziejmé
absorbovan az ve slepém nebo tlustém stieve, pii¢emz absorpce probiha az po hydrolyze
naringinu. Zatimco derhamnosylovany (prunin) a uplny (naringinin) aglykon jsou

absorbovany dfive a to v zaludku nebo v tenkém stieve, #4445

3.4.4 Vyuziti

Naringin je vyznamny supresor produkce TNF—o (tumor nekrosovy faktor) a oxidu
dusnatého v makrofazich indukovanych bakterialnim lipopolysacharidem. TNF-o a oxid
dusnaty jsou latky vyvolavajici zanét a v akutnich pfipadech i endotoxicky Sok. Naringin
potlacuje jejich produkci, a tim brani vzniku Soku.*

Bylo také prokazano, Ze tento flavonoid oslabuje H,O, indukovanou cytotoxicitu,
potladuje kondenzaci chromatinu a chrani pred poskozenim DNA.*" Jina studie uvedla
i oslabeni cytosin—arabinosou indukovanou cytotoxicitu, a to inhibici produkce reaktivnich
kyslikovych radikalti a mirnym zvysenim aktivity antioxida¢nich enzymu naringinemAB.

Dalsim ptikladem antioxida¢nich vlastnosti naringinu je ochrana ledvin pted
glycerolem indukovanym selhdnim. Lécba naringinem pied podanim glycerolu vyrazné
snizila poskozeni funkci ledvin, vznik TBARS (radikaly thiobarbiturové kyseliny) a také
zvysila aktivitu enzym@ glutathion reduktasy, superoxid dismutasy a katalasy.*”® Stejné

¢inky mél naringin i proti selhani ledvin indukovaném nitrilotriacetatem Zeleza.>
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Naringin je také jednim z flavonoidl, které snizuji propustnost membrany
pro draselné ionty, ktera je zptisobena volnymi radikaly kysliku51.

Naringin také zvySuje aktivitu ADH (alkoholdehydrogenasa) a ALDH
(aldehyddehydrogenasa), ¢imz pomaha metabolizovat alkohol. Dale zvysuje hladinu HDL
cholesterolu v plasmé a sniZuje tak pravdépodobnost vzniku aterosklerosy.”® V dalsim
experimentu bylo poté zji§téno, Ze naringin inhibuje HMG—-CoA reduktasu a ACAT.>

Benzo(a)pyren je karcinogen, ktery se vyskytuje vSude kolem nas. SlouZi také jako
prototyp pfi vyzkumu karcinogent. Jednim ze zasadnich krokut aktivace benzo(a)pyrenu je
jeho mikrosomalni epoxidace cytochromem P450. Enzymy cytochromu P450 1A2
katalyzuji reakce mnoha latek v téle (zejména cizorodych). Naringin snizuje hladinu
cytochromu P450 1A2, a tim sniZuje aktivitu benzo(a)pyren hydroxylasy.>*

V dalsi studii byl prokazan antikarcinogenni efekt naringinu na potkanech. Tento
experiment potvrdil, Ze citrusové flavonoidy jsou inhibitory rGstu prsnich
rakovinotvornych bungk.>

Naringin vykazuje i vyjime¢nou aktivitu proti mutagenezi v Salmonella
typhimurium (kmen TA100 NR) indukované N—methyl-N'—nitro—N-nitrosoguanidinem>®.
Tento induktor byl pouzit i pfi studiu vlivu naringinu na karcinogenezi v zaludku. Naringin
zmensil velikost tumoru v potkanech, a dokonce zvysil jejich t&lesnou vahu.>’

Naringin inhibuje oxidaci dihydropyridinti (blokatory vapnikovych kanali). Tato
oxidace je katalyzovana pomoci cytochromu P. Cytochrom P450 3A4 je také dulezitym

katalyzatorem aktivace aflatoxinu B1, naringin by tedy mohl inhibovat i tuto reakci.*®

3.5 Rutin
3.5.1 Struktura

Rutin je citrusovy flavonoid patiici mezi flavonoly. Je tvofen disacharidem
rutinosou (glukosa spojena srhamnosou o-1,6 vazbou) a aglykonem quercetinem

(viz obr. 3.8 na stran¢ 17).
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HO

Obr. 3.8| Chemicka struktura rutinu

3.5.2 Toxicita
Prestoze quercetin vykazuje silné antioxidaéni ucinky, ve vysokych koncentracich
muze produkovat reaktivni formy kysliku.59 Bylo prokazano, ze uplny aglykon rutinu

(quercetin) je inhibitorem topoisomerasy 1.%°

3.5.3 Dostupnost — porovnani rutinu a jeho aglykoni

Quercetin a jeho sacharidové derivaty jsou jiz mnoho let zkoumany z hlediska
jejich absorpce a metabolismu. 1 pies dlouholeté tsili neni dodnes popsan piesny
mechanismus téchto déju.

Pfi vyzkumu absorpce quercetinu v potkanech se zjistilo, ze zacina jiz v zaludku.
Avsak jeho glykosidy v Zaludku nepodléhaly ani absorpci, ani hydrolyze.** V dalii studii
na potkanech se prokazalo, Ze rutin Ve srovnani s quercetinem neni absorbovan
ani v tenkém stieve, a Ze je tudiz absorbovan az v tlustém stfevé zdejsi mikroflorou.®
Jiného nazoru vsak byly skupiny, které ve svych studiich, na zaklad¢ zjisténé inhibice
pfenosu glukosy pomoci pienaseCe SGLT1 za pfitomnosti glykosidu quercetinu, tvrdi,
ze glykosidy quercetinu se absorbuji jiz vtenkém stfevé prostiednictvim tohoto
pfena§eée.63’64'65 Tyto zavéry byly ale zpochybnény myslenkou, Ze substraty inhibujici

SGLT1 by také mohly inhibovat phlorisinovou laktasu.®®

Tato hypotéza byla poté
potvrzena ve studii Kotra a Daniela, ktefi dokazali, ze ani glykosidy ani aglykony nejsou
substratem pro pienos pomoci SGLT1.%” Glykosidy by ale mohly byt pienaseny pomoci
pienaSeCe MRP2. Walgren se spolupracovniky prokazali pienos glykosidu quercetinu

MRP?2 transportérem a navic dokazali umisténi MRP2 v apikalni membrang.®®
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3.5.4 Vyuziti

Stejné jako ostatni flavonoidy rutin a jeho aglykony vykazuji antioxida¢ni G¢inky.
Bylo prokazano, ze isoquercitrin snizuje negativni dopad peroxidu vodiku na RGC-5
buniky, a tim zvysuje i jejich Zivotaschopnost. Navic je schopen snizovat vznik reaktivnich
kyslikovych radikali a s tim souvisejici vycerpani glutathionu.®® Peroxid vodiku negativng
ovliviiyje i funkce mitochondrii. Quercetin mitochondrie chrani, a tim zabranuje vzniku
oxidativniho stresu v RPE (sitnicové pigmentové epitelialni buf11<y).70’71

Rutin a isoquercitrin prokazateln¢ inhibuji acetylcholinesterasu, ktera katalyzuje
hydrolyzu acetylcholinu. Inhibice acetylcholinesterasy zmirfiuje depresi, ktera je i jednim
ze symptomi Alzheimrovy choroby.”

Quercetin také pomaha v 1é¢bé hypertenze vzniklé z riznych pficin, a to diky svym
riznorodym ucinktim. Quercetin piisobi pfimo na vazodilataci, interaguje s reaktivnimi
formami kysliku (ROS) a také ovlivituje rendlni funkce snizenim exprese epitelidlniho
kanalu pro sodikové ionty.”*"

DalSim soucasnym velice Castym onemocnénim je hyperlipidemie a s tim
souvisejici atherosklerosa. Quercetin snizuje mnozstvi cholesterolu v krvi potkant
s vysokym p¥ijmem tuku a také zabrafiuje vzniku aterosklerosy.”

Quercetin  je rovnéz vyznamnym protizdnctlivym  Cinidlem.  Quercetin
a isoquercitrin potlacuji eozinofilni zanét, mohly by tudiz byt vyuzity pii 1écbé astmatu
aalergie.”® lsoquercitrin je schopen inhibovat stimulovanou degranulaci v RBL—2H3
buiikdch (buiiky uzivané jako model degranulace zirnych bunék), ¢imz pomahé 1écbé
symptom@ alergie.”” Také snizuje odpovéd’ na leukotrienem D, a karbacholem
indukovanou kontrakci. Toto sniZeni by mohlo byt také uzite¢né pii 16¢bé astmatu.”

Quercetin dokaze in vitro inhibovat lipopolysacharidy indukovanou produkci oxidu
dusnatého a prostaglandinu E; snizenim exprese proteinti iNOS (indukovatelna syntasa
oxidu dusnatého) a cyklooxygenasy—2. In vivo byl prokazan jen pokles oxidu dusnatého.
Oxid dusnaty a prostaglandin E; jsou latky uvolfiované pfi zanstu.”

Quercetin vykazuje 1 protinddorové ucinky. Je schopen inhibovat expresi
androidniho receptoru, a tim sniZovat riziko vzniku rakoviny prostaty.80 Také reguluje
aktivitu P—glykoproteinu a snizuje expresi ABCB1. ABC transportéry, mezi néz patfi
I P—glykoprotein, jsou zodpovédné za rezistenci tumort vici chemoterapii.81

Na Salmonella enteritidis a Bacillus cereus bylo prokazano, ze quercitrin

a quercetin pusobi i antibakteridlné. Navic, pokud se zkombinuji rizné flavonoidy, projevi
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se jejich inhibice jesté ve vétsim méfitku.®” Ke stejnému zaveéru (synergisticky efekt) dosli

i védci pfi zkoumani antivirového uc¢inku na Herpes simplex virus typu

4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril

Biotin

Ethylacetat

Hesperidin

Hydroxid sodny

Kryokonzerva P.pastoris produkujici
o—L—rhamnosidasu

Kyselina mravenci

Methanol

Naringin

p—Nitrofenol
p—Nitrofenyl-o—L—rhamnopyranosid
Uhli¢itan sodny

Rutin

Silikagel 60

YNB (Yeast Nitrogen Base)

4.2 Pristroje

Analytické vahy
Automatické pipety Eppendorf

Biohazard flow box — JOUNAN MSC 9

Centrifuga
Centrifuga — Beckman J2-21

Horkovzdus$na pistole

HPLC systém — Shimadzu Prominence

I .83

J.T.Baker, Nizozeni
Sigma—Aldrich, USA

Merck, DE

Senn Chemical ,CH
Chemapol, CZ
Mikrobiologicky tstav, AVCR

Merck, DE
Lach:ner, CZ

Senn Chemicals, CH
Lachema, CZ
Sigma-Aldrich, USA
Chemapol, CZ
Alchimica

Merck, DE
Sigma—Aldrich, USA

Precisa, CH
Eppendorf, DE
Jounan-Bio Omega, FR
Labnet, CZ

Beckman Instruments. Inc., USA

Steinel, DE
Shimadzu, JP
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e Monoliticka HPLC kolona Chromolith Merck, DE

Perfomance, RP—18e, 100 x 3 mm

e Lyofilizator Lyovac Leybold Vakuum, DE
e Magneticka michacka Laboratorni pristroje Praha, CZ
e Spektrofotometr — Shimadzu UV-1202 Shimadzu, JP
e Thermomixer Comfort Eppendorf, DE
e Trepacka Lab—Shaker Adolf Kuhner AG, DE
e Trepacka — IKA KS400 i control Schoeller
e Vakuova pumpa Waters, USA
e Vakuova odparka Biichi, DE
e Vortex — IKA-VERK VF 2 Janke&Kunkel, DE
4.3 Metody

4.3.1 Priprava enzymu

Kryokonzervy P.pastoris produkujici o—L-rhamnosidasu byly pfipraveny
Ing. Danielou Gestorferovou v Laboratofi biotransformaci na Mikrobiologickém ustavu
AVCR",

Bylo ptipraveno médium pro zaockovani z kryokonzervy. Do tfilitrové banky bylo
odméteno 700 ml destilované vody. Po sterilizaci bylo do banky za sterilnich podminek
ptidano 100 ml glycerolu, 100 ml 1M draselno—fosfatového pufru, 100 ml YNB a 2 ml
biotinu. Do media bylo poté ockovano 200 ul z kryokonzervy. Kultura byla kultivovana pti
28 °C do ODggonm>2, poté byla centrifugovana ve sterilnich kyvetach pii 4000 rpm a 20 °C
15 minut. Mezitim bylo pfipraveno médium pro kultivaci. Do jednolitrové banky bylo
odmeéreno 140 ml destilované vody. Po sterilizaci bylo do baiky za sterilnich podminek
ptidano 20 ml 5% methanolu (sterilizovan filtraci), 20 ml 1M draselno—fosfatového pufru,
20 ml YNB a 400 pl biotinu. Pelet byl steriln¢ resuspendovan do piipraveného média
a poté tiepan pii 28 °C a 220 rpm. Nasledujici dny byl kazdy den do média sterilné ptidan
1 ml 100% methanolu do t¢ doby, nez byla naméiena dostatecna aktivita (pfiblizné SU/ml,
3. den kultivace). Poté byla kultura centrifugovana ve sterilnich kyvetach pii 4000 rpm

a 20 °C 15 minut. Médium bylo sterilné odebrano a uchovano v lednici.
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4.3.2 Méreni aktivity a—L—rhamnosidasy

Aktivita o-L-rhamnosidasy byla méfena spektrofotometricky za pouziti
chromogenniho substratu p—nitrophenyl—o—L—rhamnopyranosidu (viz reakce na obr. 4.1).
Naméfena absorbance byla pfimo Umérna koncentraci p-hitrophenylu, a to v jeho
absorpénim maximu (420 nm)®**. Pro mé&feni byla zkonstruovéna Kkalibraéni kfivka
zavislosti absorbance p-nitrophenolu na jeho koncentraci (0 — 2 mM) pti 420 nm. Tato
kalibrace byla poté pouzita na vypocet aktivity enzymu.

Pro méfeni byla pfipravena reakéni smés obsahujici 30 pl enzymového roztoku,
10 ul pufru (50mM citrat—fosfat pufr, pH=6) a 10 pl substratu. Slepy vzorek byl
piipraven ze 40 ul pufru a 10 pl substratu. Reakce probihala 10 minut pti 35 °C a 750 rpm.
Poté byla zastavena pfidanim 1 ml 0,1M uhli¢itanu sodné¢ho a zmétena spektrofotometrem

proti slepému vzorku.

HyC OH
0 , H,C
HO OH o—L-rhamnosidasa 0
HO HO OH +
[ HO OH
o H,O
NO,

p-nitrophenyl-a-L-rhamnopyranosid L-rhamnosa p-nitrophenyl

Obr. 4.1| Schéma hydrolyzy substratu p—NP—o—Rha

a= é. Vi N
k (Vg t)

a koncentrace katalytické aktivity enzymu (U/ml)
A absorbance roztoku pifi 420 nm
k kalibra¢ni konstanta
\ objem vzorku (ml)
Veelk celkovy objem roztoku (ml)
t doba reakce (min)
f faktor ziedéni
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Koncentrace katalytické aktivity enzymu odpovida aktivit¢ enzymu vztazené
na jednotku objemu. Jednotkou aktivity enzymu je unit (U), ktery je definovan jako

mnozstvi enzymu, které pfemeéni za definovanych podminek 1 pmol substratu za 1 minutu.

4.3.3 Rekrystalizace hesperidinu

5 g hesperidinu (po rozetfeni v tfeci misce) byl rozpustén v 1 litru ethanolu
a pod zpétnym chladicem byla smés piivedena k varu. Po asi 30 minutach byl var ukoncen
a smés byla prefiltrovana. Ptefiltrovany roztok byl ponechan k vychladnuti pti laboratorni
teplot¢ do druhého dne. Utvoiené krystaly byly piefiltrovany a po vysusSeni pouzity

v reakci s a—L—rhamnosidasou.

4.3.4 Reakce substrata s a--L—rhamnosidasou

Objem enzymu byl rozdélen na dvé poloviny. V prvni ¢asti bylo pH upraveno
pomoci NaOH na pH=6, v druhé na pH=8. Byla zmétfena koncentrace katalytické aktivity
V obou roztocich a upravena destilovanou vodou na koncentraci 3,5 U/ml.

Na analytickych vahdch bylo navazeno piislusné mnozstvi rutinu, hesperidinu
a naringinu, tak aby jejich koncentrace odpovidala 2 g/, 5 g/l a 10 g/l ve 20 ml roztoku
enzymu. Celkem tedy 6 navazek pro kazdy substrat (2 rizné pH a 3 rtizné koncentrace).
Do ban¢k se vzorky bylo ptidano 20 ml roztoku enzymu a nasledné byly umistény
na tfepacku (50 °C, 220 rpm).

Béhem 24 hodin bylo kazdou hodinu odebirano 100 pl z kazdé reakce
do mikrozkumavek a reakce byla zastavena varem na 3 min pii 99 °C. Nasledné byly
uchovéavany v mrazaku. Po poslednim odbéru (tj. 24. hodina) byla reakéni smés povatena,

zamrazena tekutym dusikem a nésledné lyofilizovéna.

4.3.5 TLC (Thin Layer Chromatography)

Ke sledovani prab¢hu reakce byla pouzita metoda TLC. Jako mobilni faze byla
pouzita smé&s — ethylacetat/kys. mravenci/dest. voda = 9/0,5/0,5 (v/v/v). Vzorky na desti¢ce
byly poté detegovany pod UV svétlem a nasledné smocenim v 5% ethanolovém roztoku

kyseliny sirové a vystavenim proudu horkého vzduchu z horkovzdusné pistole (300 °C).
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4.3.6 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Vzorky byly pied pouzitim HPLC upraveny dle nasledujiciho postupu. Nejdiive
byly zfedény methanolem (viz tab. 4.1, 4.2, 4.3) a poté byly centrifugovany pii 4 °C
a 13500 rpm 5 minut. Do HPLC vialek byla pomoci pipety pfenesena horni vrstva.

Tab. 4.1] Redéni vzorkd hesperidinu pro riizné koncentrace a pH

Hesperidin
2g/l 5g/l 10 g/l
pH 6 5x 10x 20x
pH 8 4x 7x 12x

Tab. 4.2| Redéni vzorki naringinu pro riizné koncentrace a pH

Naringin
2g/l 5g/l 10 g/l
pH 6 5x 10x 20x
pH 8 15x 30x 60x

Tab. 4.3| Redéni vzorki rutinu pro riizné koncentrace a pH

Rutin
2g/l 5g/l 10 g/l
pH 6 10x 10x 20x
pH 8 10x 10x 20x

Stacionarni fazi byla reverzni monolitickd C18 kolona na bazi silikagelu
Chromolith Performance (100 x 3 mm). Pro eluci analytti byla pouzita binarni mobilni
(5/95/0,1, slozka B

(acetonitril/voda/kyselina mravenci (80/20/0,1, v/v/v). Pfed pouZitim byla mobilni faze

faze, slozka A (acetonitril/voda/kyselina mravenci v/VIv),
piefiltrovana pies 0,45um filtr za pouziti vakuové pumpy.

Vzorky byly analyzovany metodou HPLC s gradientovou eluci s DAD (200- 400
nm) detekci (extrahovan signal detektoru 283 nm u vzorkd hesperidinu a naringinu a 360
nm u rutinu). Prabéh gradientu pro hesperidin a naringin : 0 — 2 min 100% A; 2 — 5 min
0 -60% B; 55,1 min 60% B; 5,1 — 6,1 min 60 — 0% B; 6,1 — 7,5 min 0% B, pro rutin:
0—4min7-30% B; 4—-5min30% B; 5—6 min 30 — 7% B; 6 — 7,5 min 7% B.
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4.3.7 Sloupcova chromatografie na silikagelu (tzv. ,,flash* chromatografie)
Vybrané lyofilizované vzorky (hesperidin o koncentraci 5 g/l a pH=6, naringin

o koncentraci 5 g/l a pH=8) byly preparativné ptecistény na kolon¢ se silikagelem. Jako

mobilni faze byla pouzita smés — ethylacetat/kys. mravenci/dest. voda = 9/0,5/0,5 (v/v/v).

Po precisténi byly roztoky odpatfeny do sucha na vakuové odparce.

4.3.8 Lyofilizace
Vodné roztoky vzorkt byly zamraZeny tekutym dusikem a poté lyofilizovany

na ptistroji Lyovac.

4.3.9 NMR (Nuclear Magnetic Resonance) a MS (Mass Spectrometry)
K potvrzeni struktury byly izolované a lyofilizované vzorky analyzovany pomoci

NMR a MS (viz piiloha &.1) RNDr. Helenou Pelantovou a Doc. Miroslavem Sulcem.

5 Vysledky

5.1 Hesperidin

Z pocatku hydrolyza hesperidinu (obr. 5.1) dosahovala pouze 70%. Substrat byl
proto pieCistén na kolon¢ se silikagelem, ani poté vSak konverze nedosahla 100%
a ani na zaklad¢é dat ziskanych z HPLC se nepotvrdila Cistota hesperidinu. Hesperidin byl
tudiz precistén rekrystalizaci z ethanolu. Z ¢asovych divodi nebylo mozno naméfit data

pro piekrystalizovany hesperidin. Uvedena data jsou platna pro precistény hesperidin.

H
HO Q
HO
+ mw
H3C 0] OH
HO [e] OH o

Hesperidin Hesperetin-glc Rhamnosa

Obr. 5.1| Schéma hydrolyzy hesperidinu
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mAU

2254
4,598{Hesperetin-glc
200
175
150
125+
100

75+

50+

4,491 Hesperidin

- | ST

0.0 25 5.0 min

Obr. 5.2| HPLC chromatogram reakce hesperidinu (4. hodina, koncentrace 5 g/l, pH=8)

viz metoda 4.3.6

Konverze hesperidinu

107 /
80
=]
kv
3 e=Gm) g/l pH=6
o 60 4
s a5 g/IpH=6
)
S 3 =@=10 g/l pH=6
= 40 4 |
E | G2 g/l pH=8
X : id=5 g/l pH=8
20 A @10 g/l pH=8
O u T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

t[hod]

Obr. 5.3| Konverze hesperidinu v zavislosti na ¢ase
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5.2 Naringin
Hydrolyza naringinu (obr. 5.4) probéhla se 100% 0¢innosti. Jak je vidét v grafu

(obr. 5.6), reakce probihala nejrychleji pii pH=6 a pii nejnizsi koncentraci substratu.

HO

HO oH OH

Cc7
HO 0 HO NP o O
> oy o HO o OH
L-rhamnosidasa oH + "o
a—L-
a-1,2 © wo [
OH (o]
o OH O
HO
OH

OH Naringin Prunin Rhamnosa

Obr. 5.4| Schéma hydrolyzy naringinu

mAU

4,491 iNaringin
350

4,556/FMUnin

300

250

200

150+
1004

50+

ol | Il

0.0 2.5 5.0 min

Obr. 5.5 HPLC chromatogram reakce naringinu (2. hodina, koncentrace 10 g/l, pH=8)
viz metoda 4.3.6
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Konverze naringinu

100
80
=]
x
3 e=fam) g/l pH=6
S 60
o a=5 g/l pH=6
o
S =10 g/l pH=6
= 40
E agm) o/l pH=8
X 20 ed=5 g/l pH=8
=@=10 g/l pH=8

t[hod]

Obr. 5.6] Konverze naringinu v zavislosti na ¢ase

5.3 Rutin
Reakce rutinu s o—L-rhamnosidasou (obr. 5.7) probéhla také ze 100%. Z grafu
(obr.5.9) je opét vidét, ze reakce nejlépe probihala pii pH=6 a nejnizsi koncentraci

substratu.

oa—L-rhamnosidasa Ho
—_—

OH
O OH OH HO,
HO + HO
o OH H3C @] OH
o OoH

O Isoquercitrin Rhamnosa

OH

oa-1,6

HO

HO

Obr. 5.7| Schéma hydrolyzy rutinu

27



mAU

450 2,730/Iscoquercitrin

2.586/Ruti

400
350
300
250
200
150+

100+

5:4—_64 L

-50+
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Obr. 5.8| HPLC chromatogram reakce rutinu (1. hodina, koncentrace 2 g/l, pH=6)

viz metoda 4.3.6

Konverze rutinu
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Obr. 5.9| Konverze rutinu v zavislosti na ¢ase



6 Diskuze

Pouzitd rekombinantni o-L-rhamnosidasa dokdze derhamnosylovat vSechny
zkoumané substraty — hesperidin, naringin i rutin. Jedinym substratem, ktery nebyl
hydrolyzovéan ze 100%, je hesperidin. Komer¢ni substrat nebyl dostatecné ¢isty, byl proto
ptecistén na koloné se silikagelem, ale ani poté nebyla Cistota dostate¢na. Z tohoto diivodu
ho bylo tieba piekrystalizovat z ethanolu. Z ¢asovych divodu jesté nebylo mozno data pro
prekrystalizovany hesperidin naméfit. Pokud by ale ani konverze ptekrystalizovaného
hesperidinu nedosahla 100%, dalo by se uvazovat i o preferenci a—L-rhamnosidasy
k jednomu z optickych izomeru, které hesperidin vytvaii (obr. 6.1) a ten druhy neni

schopna hydrolyzovat.

OH
HO
HO HO R
[@]
OH
o) (e}
(@] N o
HO o o | HO o

o HO

HO : o
OH

HO O

Obr. 6.1| Optické izomery hesperidinu

| pfes neschopnost pouzité a—L-rhamnosidasy dosahnout 100% konverze
U hesperidinu se da tento substrat povazovat za nejvhodnéjsi (po 1 hodiné bylo dosazeno
90% konverze). Nejnizsi specifitu méla a—L—rhamnosidasa k naringinu. Je to nejspiSe dano
tim, Ze pouzita o—L—rhamnosidasa 1épe hydrolyzuje a—1,6 vazbu a rhamnosa v naringinu je
vazana s glukosou o—1,2 vazbou.

Ze vSech tii substratl se u naringinu nejvice projevoval rozdil , kvality* hydrolyzy
pouziti riznych koncentraci a pH. Zatimco pii pH=6 a koncentraci 2 g/l bylo konvertovano
skoro 90% naringinu jiz po 1 hoding, pfi stejném pH ale koncentraci 10 g/l to bylo
necelych 40% a pii pH=8 a koncentraci 10 g/l dokonce jen 25%. Hydrolyza hesperidinu se
vyrazné neliSila v zavislosti na pH reakce a koncentraci substratu. U rutinu se koncentracni
rozdily pii pH=6 také na hydrolyze piili§ neprojevovaly. Pii pH=8 vsak byly tyto rozdily
zieteln&jsi (po 1 hoding pii koncentraci 2 g/l byla konverze 80%, pti 10 g/1 jiz jen 50%).

29



Predpoklad, Ze vhodné&jsi pH bude pH=8, diky vyssi rozpustnosti substratl
ve vice alkalickém prostiedi, se tedy nepotvrdil. Vhodné&jsim pH se ukazalo byt pH=6, ale
rozdil nebyl pfili§ vyrazny. I kdyZ byly koncentrace katalytické aktivity enzymu zpocatku
v obou pH srovnatelné (a=3,5 U), muselo v pribéhu reakce dojit pii pH=8 k poklesu
aktivity enzymu.

7 Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo vypracovat reSerSi o zdkladnich informacich
0 o—L-rhamnosidase a vybranych flavonoidech (hesperidin, naringin, rutin) a dale zjistit
substratovou specifitu rekombinantni a—L-—rhamnosidasy. Jako substraty byly pouzity
hesperidin, naringin a rutin.

e Nejvyssi specifitu méla a—L—rhamnosidasa k hesperidinu, nejhor$im substratem byl
naringin. U hesperidinu se z ¢asovych divodu nepodatilo upravit podminky reakce,
aby prob¢hla se 100% uc€innosti. U ostatnich substratli (naringin, rutin) bylo
dosazeno béhem 24 hodin 100% konverze.

e Z pouzitych pH bylo lepsi pH=6, ale rozdil mezi pH nebyl vyrazny.

e Se zvySujici koncentraci substratu je potieba delsi cas k preméné substratu.
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9 Prilohy
9.1 NMR data derhamnosylovanych produkti

Hesperetin-glc

OH
O
HO

HO
OH

OH O

NMR spektroskopie:

Pristroj: Bruker Avance Ill 600 MHz (600.23 MHz pro ‘H, 150.94 MHz pro *C,
CD;0D, 30°C)

Provedena stanoveni: 1H, 13C, gCoOSY, gHSQC, gHMBC.

Tab. 9.1|NMR data hesperetin-glc

HMBC
Atom Ox m. Su Ny m. J[Hz] (C to H)
101.55, 5.008,
) 101.58 D 4.998 1 d v
2 74.97 D 3.46° 1 m 1w
3 78.12 D 3.48° 1 m 1
4 71.50 D 3.42° 1 m 6u, 6d
5 78.57 D 3.48 1 m L Gv‘f,' 6d
%%%% 1 dd 12.1,2.7
6 62.66 T S 73
S 1 dd 12.1,53
‘ 80.74, 5.402, 3°d, 2,
2 80,00 D > 3o 1 dd 124,31 >
1450 3.146 1 dd 172,124
3¢ 3%, T 2
44.46 22%%; 1 dd  17.2,31 v
2¢. 3,
4¢ 198.68 s ; 3°d. 6° w,
8‘
‘ 105.30, e o
4a s s ; 30, 6°, 8
‘ 165.20, ‘
5 165.23 S - 6
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‘ 6.215, c
6 98.36 D o 1 d 2.1 8
167.29, e
7 167.36 S - 1,68
‘ 97.32, 6.245, ‘
8 o D Y 1 d 2.1 6
. 16477, e
8a 164.78 S - 2,8
2¢.3%u
133.18 370,
1% : s - 3°d, 2%
13321 S 6
. 114.93, e e
2 S D 6.984 1 d LIX 2546
3¢ 148.12 s ; 2% 5% 6
« ) 2“, 5“, 6‘4,
4 149.75 s o
5 112.98 D 6.966 1 d 8.1l 2% 6%
‘ 119.41, e e
6 PP D 6.939 1 dd 83,19 2°.2%5
OMe  56.80 Q 3.888 3 s
odecet z HSQC

s —singlet, d — dublet, dd — dublet dubletii, m — multiplet, J — interak¢éni konstanta

Pomér diastereomerti je cca 3:2

V tabulce jsou uvedeny chemické posuny nejprve pro hlavni slozku, potom pro minoritu

Prunin

OH

HO
HO

OH O

NMR spektroskopie:
Piistroj: Bruker Avance 111 600 MHz (600.23 MHz pro 'H, 150.94 MHz pro **C, CD,0D, 30°C)
Provedena stanoveni: ‘H, *C, gCOSY, gHSQC, gHMBC.
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Tab. 9.2|NMR data pruninu

Atom 8x m. 8u Ny m. J[HZ] HMBC
(CtoH)
1 101.55, D 4.993, 1 d 7.1 2
101.58 5.004
2 74.97, D 3.46° 1 m
74.98
78.13 D 3.47° 1 m 1,4
71.49, D 3.41° 1 m 6u w, 6d
71.50
5 78.57, D 3.48° 1 m 1, 4, 6u,
78.58 6d w
6 62.68 T 3.897, 1 dd 122,23 4w
3.898
3.710 dd 12.2,5.0
2¢ 80.96, D) 5.414, dd 12.8,3.0 3°d,2*
81.00 5.419
3¢ 44.29, T 3.192, 1 dd 17.2,12.8
44.43 3.193
2.784, 1 dd 17.2,3.0
2.792
4¢ 198.87 S - 0 2¢, 3%y,
3’d, 6°w
4a‘ 105.25, S - 0 3’u, 6°, &
105.27
5¢ 165.23, S - 0 6°
165.27
6° 98.33, D 6.213, 1 d 2.1 8
98.34 6.216
7¢ 167.29, S - 0 1, 6°, 8
167.36
8¢ 97.25, D 6.235, 1 d 2.1 6°
97.27 6.238
8a’ 164.91, S - 0 2¢w, 8¢
164.92
1 131.14, S - 0 2¢w, 3’u,
131.18 3°d, 3¢
24 129.39, D 7.343 2 d 1IX  2¢2¢
129.41
3« 116.67, D 6.844 2 2¢, 3«
116.68
4« 159.39, S - 0 2¢, 3¢
159.40
odecet z HSQC

d — dublet, dd — dublet dublett, m — multiplet, J — interak¢ni konstanta

Pomér obou diastereomert je cca 1:1

V tabulce jsou uvedeny chemické posuny v potadi up-field, down-field
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Isoquercitrin

NMR spektroskopie:

OH O

Pristroj: Varian Mercury-300 (300.07 MHz for *H, 75.45 MHz for **C, DMSO-dg)

Provedena stanoveni: 1H, 13C, gCosY.
Literatura: 1. M. Bouktaib, A. Atmani, Ch. Rolando Tetrahedron Lett. 2002, 43, 6263-

6266

NMR data porovnana (300.07 MHz pro *H, 75.45 MHz pro *C, CD3;0D, pokojova teplota)

s literaturou®

Tab. 9.3|NMR data isoquercitrinu

Atom ox ox" m. du o Ny m. J[HZ]
2 159.28 159.00 S 0
3 135.90 135.65 S 0
4 179.73 179.41 S 0
5 163.30 162.93 S 0
6 100.28 99.98 D 6.376 VI.33 1 d 2.0
7 166.59 165.91 S 0
8 95.08 94.75 D 6.188 VI.15 1 d 2.0
9 158.76 158.37 S 0
10 105.88 105.67 S 0
1¢ 123.35 123.04 S 0
2¢ 117.85 117.62 D 7.710 VIL.70 1 d 2.0
3¢ 146.19 145.76 S 0
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4¢ 150.15  149.81 - -
5¢ 116.30  116.00 6.865 VI.75 d 8.VIII
6¢ 123.49  123.23 7.580 VIL.57 dd 8.8, 2.0
1¢ 104.64  104.32 5.239 V.23 d 7V
2¢¢ 76.01 75.73 m
3.20 -
T 78.66 78.34 m
3 3.52 218
4¢¢ 71.49 71.19 10— m
3.78
5¢¢ 78.40 78.10 m
3.578 dd 11.8, 5.4
6 62.83 62.55
3.718 dd 11.8, 2.4
a it

d — dublet, dd — dublet dublett, m — multiplet, J — interak¢ni konstanta
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