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Abstrakt

Extrakt z ostropestfce marianského (Silybum marianum (L.) Gaertn., synonymum
Carduus marianus L., Asteraceae) silymarin obsahuje mimo jiné slozky predevsSim
bioaktivni flavonolignany. Ty maji hepatoprotektivni a antioxida¢ni ucinky a rovnéz
protirakovinnou, chemoprotektivni, dermatoprotektivni a hypocholesterolemickou
aktivitu.

Tato prace se zaméfuje na piipravu metaboliti druhé faze biotransformace
neprozkoumanych flavonolignant 2,3-dehydrosilybinu (DHSB), silychristinu (SCH),
2,3-dehydrosilychristinu (DHSCH). Cisté sulfatované derivaty byly piipraveny za pouZiti
aryl sulfotransferasy z Desulfitobacterium hafniense. Jako donor sulfatu byl
pouzit p- nitrofenyl sulfat (p-NPS). Flavonolignany tvoii monosulfaty vyhradné na
pozici C-20 (v ptipadé silychristinu a 2,3-dehydrosilychristinu na pozici C-19),
s vyjimkou 2,3-dehydrosilybinu, ktery také tvoti 7,20-O-disulfatované derivaty.

U vSech vzorkil byly provedeny antioxidacni testy — zhaSeni DPPH radikalu (nejvyssi
aktivitu mél 2,3-dehydrosilychristin sulfat: 1Cs0=7,87 uM), redukce Folin-Ciocalteauova
¢inidla (nejaktivnéjsi byl 2,3-dehydrosilychristin: 1,58 ekvivalentii gallové kyseliny),
zhaseni ABTS™ radikalu (nejvyssi aktivita naméfena u silychristinu: 1,50 ekvivalentt
vitaminu C), inhibice peroxidace lipidl (nejvyssi aktivitu mél 2,3-dehydrosilybin:
IC50=10,6 pM), test FRAP (nejvysSi aktivitu mél 2,3-dehydrosilybin disulfat:
1,61 ekvivalenty Fe*") a zhd§eni DMPD™ radikalu (nejvyssi aktivita byla naméfena u 2,3-
dehydrosilybin disulfatu: 1,90 ekvivalentti vitaminu C).

Soucasti této prace byla také studie tvorby glukuronidl silychristinu. Na zakladé

provedenych experimentli byla potvrzena jejich tvorba.

Klicova slova

silymarin,  flavonolignany,  silybin,  2,3-dehydrosilybin,  silychristin,  2,3-

dehydrosilychristin, sulfatace, glukuronidace, arylsulfotransferasa



Abstract

Extract from milk thistle (Silybum marianum (L.) Gaertn., synonym Carduus
marianus L., Asteraceae) silymarin contains among others primarily bioactive
flavonolignans. They have hepatoprotective and antioxidative effects and also anticancer,
chemoprotective, dermatoprotective and hypocholesterolemic activity.

This thesis focuses on the preparation of metabolites of the second phase of
biotransformation unexplored flavonolignans 2,3-dehydrosilybin (DHSB), silychristin
(SCH), 2,3-dehydrosilychristin (DHSCH). Pure sulfated derivatives were prepared using
aryl sulfotransferase from Desulfitobacterium hafniense and p-nitrophenyl sulfate
(p- NPS) as a donor. Flavonolignans yield exclusively monosulfates at the position C-20
(C-19 in the case of silychristin and 2,3-dehydrosilychristin), except for 2.,3-
dehydrosilybin that gives also the 7,20-disulfated derivatives.

For all samples were made antioxidant tests — DPPH assay (the highest activity had
2,3-dehydrosilychristin sulfate: 1Cso= 7,87 pM), Folin-Ciocalteau reduction assay (the
highest activity had 2,3-dehydrosilychristin: 1,58 ekvivalents of gallic acid), ABTS™
scavenging (the highest activity had silychristin: 1,50 ekvivalents of vitamin C),
inhibition of microsomal lipid peroxidation (the highest activity had 2,3-dehydrosilybin:
ICs0= 10,6 uM), FRAP assay (the highest activity had 2,3-dehydrosilybin disulfate: 1,61
ekvivalents of Fe**) and DMPD assay (the highest activity had 2,3-dehydrosilybin
disulfate: 1,90 ekvivalents of vitamin C).

Part of this work was also study of glucuronides of silychristin. Its creation was

confirmed based on the experiments.
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1 Uvod

Bylinné 1éky, rostlinné extrakty, odvary ¢i nalevy jsou tradi¢né€ vyuzivany pro 1écbu a
podporu 1écby rtiznych nemoci. Jednou z léCivych rostlin pouzivanych po staleti je
ostropestiec mariansky (Silybum marianum (L.) Gaertn., synonymum Carduus marianus
L., Asteraceae, viz obr. 1.1) [1], jedna z nejstarSich dikladné prozkoumanych rostlin
znamych jiz z antickych dob a vyuzivanych pro lécbu poruch jater a zlu¢niku,
zahrnujicich hepatitidu, cirh6zu a ochranu pied otravou muchomurkou zelenou (Amanita
phalloides, E. M. Fries) a dal§imi toxiny [2-4]. Extrakt ze semen (spravné plodil)
ostropestice je znam jako silymarin a je vyuzivan ve farmaceutickych produktech a
rostlinnych preparatech pro 1é¢bu akutnich i chronickych onemocnéni jater [5]. Ma
schopnost zabranit jaternim porucham vznikajicich v disledku napt. alkoholické cirhdzy,
je to u¢inné antidotum proti akutnim otravdm a ma také silnou protizanétlivou aktivitu
[1]. Antioxida¢ni vlastnosti silymarinu byly zaznamenany in vitro i ve studiich na
zvitatech. Silymarin je schopen vychytavat volné radikély, mé protinadorovou aktivitu
proti lidskym nddorGm (napf. prostaty a vaje¢nikil) a mize také pomdhat v ochrané proti
cytotoxicit¢ indukované nikotinem. Silymarin reprezentuje unikatni smés flavonoidi,
jeho majoritni aktivni sloZkou je silybin [1], obsahuje vSak také jeho analogy isosilybin,

silychristin, silydianin, aj. (viz kapitola 2.1.7) a flavanol taxifolin [5].

Sy "IN

Obr. 1.1 Ostropesttec mariansky (fotografie ze soukromého alba autorky)



-11 -

Cilem této interdisciplinarni studie byla ptiprava autentickych standardi metaboliti I1.
faze biotransformace vybranych minoritnich slozek silymarinu (2,3-dehydrosilybin,
silychristin a  2,3-dehydrosilychristin), sulfati pomoci aryl sulfotransferasy
z Desulfitobacterium hafniense, ptipadné glukuronidi pomoci lidskych jaternich
mikrosomti. Soucasti byla purifikace a pfiprava jednotlivych sulfati v dostatecném
mnozstvi a Cistoté pro dalsi analyzy, charakterizaci a studium antioxidac¢ni/antiradikalové

aktivity sulfatti v porovnani s ptivodnimi latkami.
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2 Teoreticka cast

2.1 Polyfenolové slouceniny

Fenolové slouceniny predstavuji jednu z nejpocetnéjSich a nejpestiejSich skupin
produktii sekundarniho metabolismu rostlin a jsou nedilnou soucasti lidské vyzivy [6].
Vyskytuji se prakticky ve vSech rostlinnych potravinach (zelenina, obili, lusténiny, ovoce,
ofechy) a napojich (vino, jablecny most, pivo, ¢aj, kakao) a jsou ¢astecné¢ zodpoveédné za
jejich vyzivovou kvalitu [7, 8]. Trpkost a hotkost potravin i napoji souvisi praveé
s obsahem mj. polyfenolovych latek. V minulosti se potravinové polyfenoly zkoumaly
hlavné v souvislosti s jejich Skodlivymi uc¢inky. Nékteré z nich totiz maji schopnost vazat
se na vysrazené makromolekuly (napft. bilkoviny, sacharidy, travici enzymy), ¢imz snizuji
jejich stravitelnost. V poslednich nékolika desetiletich se vSak tento trend zménil a zajem
o tyto latky vzristd i vzhledem k jejich antioxidacni aktivité (vychytdvani volnych
radikall, chelatace kovll) a s tim souvisejicimi pfiznivymi G€inky na lidsky organismus
(Iécba a prevence rakoviny, kardiovaskuldrni a jiné choroby). Epidemiologické studie
ukazuji korelaci mezi zvySenou spotiebou fenolovych antioxidantl a snizenym rizikem
kardiovaskularnich chorob a urcitych typa rakoviny [7, 9]. Mirné spotieba ¢erveného
vina, které je bohaté na polyfenoly, je spojovana s niz8im rizikem ischemické choroby
srdecni. Polyfenoly jsou nepostradatelnou soucasti fyziologie rostlin, podileji se na rlstu
i reprodukci a poskytuji rezistenci viici patogentim a predatorim. Daji se také vyuzit
v mnoha pramyslovych aplikacich: vyroba barviv, papiru, kosmetiky nebo jako
potravinova aditiva (pfirodni barviva a konzervanty). Flavonoidy, jako jedna ze skupin
fenolovych latek, se pouZivaji jako antibiotika, protizanétliva c¢inidla, ale také pfi 1é€bé
hypertenze, hypercholesterolemie atd. Pravdépodobné nejzndméjSi vlastnosti
polyfenolovych latek je jejich schopnost vazat a srdZet proteiny. Prestoze je tato
schopnost béZna pro vétsinu polyfenolti diky jejich vysokému stupni hydroxylace,
nizkomolekularni fenoly nejsou schopny proteiny precipitovat. Aby oligomery efektivné
precipitovaly protein, musi obsahovat alesponn tfi flavonolové podjednotky. Vysoce
se tradi¢né vyuziva napt. v kozeluzstvi. Komplexy tanin-protein jsou obvykle provazany
vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi bez podilu kovalentni nebo iontové

vazby [7]. Hodnoceni antioxidacni schopnosti biologicky aktivnich sloucenin je hlavnim
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krokem k lepSimu chapani jejich mechanismu t¢inku na molekularni Grovni v prostiedi
bunky [10].

Ptirodni fenolové latky se rozd€luji do jednotlivych tfid na zdklad¢ jejich chemické
struktury [7]. Podle nejnovéjsi definice by termin ,,polyfenol mél byt pouzivan vyhradné
pro rostlinné sekundarni metabolity produkované Sikimatovou fenylpropanoidovou
a/nebo polyketidovou metabolickou drahou, obsahujici vice nez jedno aromatické jadro
substituované hydroxylovymi skupinami a neobsahujici ve své zdkladni strukture dusikaté
funkcni skupiny. Tato definice vSak nezahrnuje latky obsahujici jen jednu fenolovou
skupinu, zejména fenolové kyseliny, které jsou biogenetickymi prekurzory, ale také
metabolity polyfenold, a jejichz studium je se studiem polyfenolii nerozlucné spjato.
V odborné literatute se tak v poslednich letech setkdvame s terminem (poly)fenoly [8].
Je znamo vice nez 8000 fenolovych struktur, znich je identifikovano okolo 4000
flavonoidl. Diverzita a Siroké rozsiteni polyfenolt v rostlinach vedlo k riznym typim
kategorizace téchto ptirozené se vyskytujicich slouCenin. Rozdéluji se podle zdroje
pluvodu, biologické funkce a chemické struktury. VéEtSina polyfenoli v rostlinach existuje
ve formé glykosidl s riiznymi cukernymi jednotkami a acylovanymi cukry na riznych

pozicich polyfenolovych skelett [11].

2.1.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou neflavonoidni fenolové slouceniny, které mohou byt dale
rozdéleny na 1) derivaty benzoové kyseliny s C1-C6 (gallova, syringovd, vanilova
kyselina) a i1) derivaty skoficové kyseliny s C3-C6 uhlikovym fetézcem (kumarova,
ferulova, kavova, sinapova kyselina, viz obr. 2.1). V ovoci a zeleniné se vyskytuji
zejména volné fenolové kyseliny, v zrnech a semenech (zvlasté v otrubach a luscich) jsou
fenolové kyseliny obvykle ve vazané formé. Tyto kyseliny mohou byt hydrolyzovany

pouze kyselou nebo alkalickou hydrolyzou, pfipadné ptisobenim enzymi [11].
o) OH

HO
HO OH
OH HO

Obr. 2.1 Strukturni vzorce gallové a kavové kyseliny
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2.1.2 Stilbeny

Stilbeny jsou strukturné charakterizované pfitomnosti 1,2-difenylethylenového jadra
s hydroxylem substituovanymi aromatickymi kruhy a existujici ve formé monomerti nebo

oligomert. Nejznaméjs$im stilbenem je trans-resveratrol (obr. 2.2) [12].
OH
HO O N O

OH

Obr. 2.2 Strukturni vzorec trans-resveratrolu (trans-3,4',5-trihydroxystilben)

2.1.3 Diferuloylmethany

Diferuloylmethany jsou mald skupina fenolovych sloucenin se dvéma
aromatickymi kruhy substituovanymi hydroxyly a spojeny alifatickym fetézcem
karbonylové skupiny. Do této skupiny patii naptiklad kurkumin (obr 2.3) [12].

Obr. 2.3 Strukturni vzorec kurkuminu

2.1.4 Lignany

Lignany patii do skupiny fenylpropanoidi. Vznikaji oxidativni dimerizaci dvou
fenylpropanovych jednotek, které jsou spojené centralnimi uhliky jejich propanovych
bocnich fetézch. Lignani se vyskytuje vice nez tisic a stale pfibyvaji objevy novych latek
tohoto typu. Pokud je pfi biosyntéze kombinovano spojeni fenylpropanoidi s latkami

jiného ptivodu (napft. terpenoidy), vznikaji tzv. hybridni lignany (lignoidy) [13].
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2.1.5 Flavonoidy

Flavonoidy reprezentuji drtivou vétSinu rostlinnych fenold. Vétsina téchto latek ma
malou relativni hmotnost a jsou rozpustné ve vodnych roztocich v zavislosti na jejich
polarit¢ a chemické struktute [7]. Flavonoidy maji C¢-C3-Ce hlavni uhlikaty fetézec,
ve kterém ob¢ Ce jednotky (kruh A a kruh B) jsou aromatické povahy (obr. 2.4) [11].
Jsou to nejhojnéji se vyskytujici polyfenoly v lidské vyzivé a déli se do dvou hlavnich
skupin — anthokyaniny (glykosylované derivaty anthokyanidinu, pfitomné v barevnych
kvétech a plodech) a anthoxanthiny (skupina bezbarvych sloucenin) [12]. Anthoxanthiny
se dale déli mj. na flavonoly (myricetin, kvercetin, kaempferol), flavony (apigenin,
luteolin), flavanonoly (taxifolin), flavan-3-oly (katechin, epicatechin), flavanony
(hesperetin, naringenin) a isoflavonoidy (genistein, daidzein) [14]. Isoflavonoidy se
vyskytuji napt. v sdjovych bobech [15]. Flavonoidy jsou zodpoveédné za Zluté, Cervené a
modré zbarveni kvéti a plodld rostlin. Tyto pigmenty jsou soucasné nejCastéji se

vyskytujicimi sekundarnimi metabolity rostlin v lidské vyzive [16].

Obr. 2.4 Zakladni flavonoidni skelet

2.1.6 Taniny

Taniny jsou ve vodé rozpustné polyfenoly o molekularni hmotnosti 500-3000,
které¢ jsou rozdéleny na kondenzované a hydrolyzovatelné taniny a Casto nalezené

v komplexu s alkaloidy, polysacharidy a proteiny [12].

2.1.7 Flavonolignany

Flavonolignany jsou polyfenoly sloZzené z flavonoidové a lignanové ¢asti. Daji se
lehce oxidovat a projevuji fadu biologickych ucinkd: antioxidacni/prooxidacni,

hepatoprotektivni a chemoprotektivni. Pro tyto slouceniny je typicky pleiotropni efekt
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[5]. Vétsina z biologickych aktivit piirodnich a také synteticky pfipravenych
flavonolignant byla stanovena in vitro s pouzitim bunéénych modeld. Kromé silybinu
neni mechanismus ucinku flavonolignani, tj. reaktivita, schopnost oxidace, radikalova
chemie a biomolekularni interakce dostatené¢ dokumentovany na molekulérni Grovni
[10]. Nejznaméjsim zdrojem flavonolignant je silymarin, jehoz hlavnimi slozkami je
silybin A, silybin B, isosilybin A, isosilybin B, silychristin A, silydianin, taxifolin a asi
30 % nedefinované polymerni frakce. Mezi minoritni flavonolignany pak patii zejména
2,3-dehydroflavonolignany, tedy 2,3-dehydrosilybin, 2,3-dehydrosilydianin a 2,3-
dehydrosilychristin [10]. Silybin (ekvimolarni diastereomerni smés A a B) je snadno
dostupny diky jeho velkému zastoupeni v silymarinu (30 %) a také diky jeho snadné
izolaci (precipitace ethanolem). Izolace obou Cistych diastereomeri A a B
v multigramovych mnozstvich je mozné docilit pokrocilymi chemo-enzymatickymi
metodami [17]. Zbyvajici flavonolignany se podafilo preparativné izolovat az teprve
neddvno, kdy byly pouzity nové metody zaloZené na kombinaci enzymatické
diskriminace, chromatografie a gelové filtrace [18]. Biologicka aktivita silymarinu jako
celku nemusi byt stejna jako aktivita jednotlivych Cistych slozek [19]. Flavonolignany
ze silymarinu jsou pouzivany jako nutraceutika s prokdzanymi ochrannymi ucinky

vyuZzitelnymi v medicing a profylaktické 1écbé [20].

Silybin a 2,3-dehydrosilybin

Silybin (obr. 2.5) je hlavnim a nejvice prozkoumanym flavonolignanem komplexu
silymarinu [10, 21]. Hepatoprotektivni aktivita silybinu zahrnuje nékolik mechanismi
fungujicich na rlznych bunécnych urovnich. Silybin piisobi jako vychytava¢ volnych
radikalq, tzn., Ze odstraniuje reaktivni toxické radikdly vznikajici jako vedlejsi produkt
mnoha procest, napf. oxida¢ni dekarboxylace, dychaciho fetézce, oxidacni detoxikace
xenobiotik ¢i imunitni reakce. Urychleni buné¢né regenerace je spojovano se schopnosti
silybinu aktivovat syntézu proteini stimulaci DNA-dependentni-RNA-polymerasy 1.
Silybin je také inhibitorem lidské stievni B-glukuronidasy - blokuje exkreci a reabsorpci
volnych xenobiotik a jejich metaboliti ze svych glukuronidovych konjugati [21].
V komerc¢ni sféfe je silybin vyuzivan v Cisté formé& a/nebo jako integralni soucést
rostlinného extraktu silymarinu [10]. V silymarinu se také vyskytuje 2,3-dehydrosilybin

(obr. 2.6), ovSem v minoritnim mnozstvi (také jako smés enantiomerti) pravdépodobné
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vysledkem spontanni oxidace silybinu. Oproti silybinu ma mnohem vyssi protinadorovou
a antioxidac¢ni aktivitu [22, 23], aktivita proti toxinim muchomurky zelen¢ je vSak znacné
nizs§i [23]. Skupiny C-3 OH a C-20 OH u 2,3-dehydrosilybinu hraji vyznamnou roli
v jejich schopnosti vychytavat volné radikaly [10]. 2,3-Dehydrosilybin ma také pozitivni
ucinky na nékteré kozni nemoci (napf. atopicky ekzém) [23], je silnym protektantem viici
H>Os-indukovanému  oxidacnimu stresu v lidskych keratinocytech a mysich
fibroblastech, potlacuje ucinky oxida¢niho stresu na kiizi po ptisobeni UVA zareni a také
snizuje tvorbu reaktivnich oxidacnich forem (ROS) v potkanich srde¢nich
mitochondriich [24]. 2,3-Dehydrosilybin byl piivodné izolovan z extraktu ze semen
ostropestice marianského, avsak kvili jeho minoritnimu zastoupeni se v soucasnosti

ptipravuje oxidaci silybinu [23].
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Obr. 2.5 Strukturni vzorce silybinu A a B

Silybin i 2,3-dehydrosilybin jsou biologicky aktivni pfirodni latky, které ptisobi na
mnoha bunécnych trovnich. Mechanismus antiradikalové aktivity téchto latek je mozné
odvodit ze struktur dimernich produktid, které byly ziskany radikdlovymi reakcemi
selektivné methylovanych derivati silybinu a 2,3-dehydrosilybinu. Radikalova oxidace
silybinu methylovaného v poloze 7-OH a 2,3-dehydrosilybinu methylovaného na 3-OH
a 7-OH poskytuje C-C a C-O dimery, které umoziuji objasnit molekuldrni mechanismus
antiradikalové aktivity jejich kruhu E, ¢imZ poukazuji na dulezitost polohy 20-OH.
Soucasné byla potvrzena 1 klicova role polohy 3-OH v antiradikalové aktivité 2,3-
dehydrosilybinu pomoci tvorby dalsiho typu dimeru z jeho selektivné methylovaného
derivatu. Znalost aktivnich mist obou molekul umoziuje vyvinout selektivni syntézy
estert silybinu a 2,3-dehydrosilybinu napf. s gallovou kyselinou (sama pomérné uc¢inny
antioxidant), aniz by doSlo k zablokovani aktivnich pozic silybinu nebo 2,3-
dehydrosilybinu, coz piedstavuje cestu k novym derivatiim se zvySenymi antioxida¢nimi

[25], ale také anti-angiogennimi aktivitami [26, 27]. Zejména pro silybin a 2,3-
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dehydrosilybin byl stanoven vztah mezi jejich strukturou a schopnosti vychytavat volné
radikaly. Studie mechanismu vychytavani volnych radikala flavonolignany soucasné na
experimentalnich i teoretickych modelech odhalila dulezitost OH skupin a rozdily mezi
silybinem a 2,3-dehydrosilybinem. U silybinu a jeho derivati bylo zjisténo, ze
mechanismus pienosu vodiku je méné efektivni, pfevlada tedy mechanismus pienosu
elektronti. Naopak hlavni mechanismus vychytavani volnych radikala v ptipadé 2,3-
dehydrosilybinu a jeho derivati je pravé mechanismus pfenosu vodiku [28].

Nejdulezitéjsi je studium téchto molekul za fyziologickych podminek (pH=7,4) [1].

o) CH,OH

OMe

OH

OH o}
Obr. 2.6 Strukturni vzorec 2,3-dehydrosilybinu

Silychristin, silydianin, 2,3-dehydrosilychristin a 2,3-dehydrosilydianin

Silychristin (obr. 2.7) je druhy nejhojnéji se vyskytujici flavonolignan v plodech
ostropestice marianského. M4 unikatni skelet (vysoce substituovany trans-
dihydrobenzofuran) a projevuje se biologickymi (antihepatotoxickymi) ucinky [29].
V piirodé se vyskytuje ve formé dvou diastereomerti — silychristin A a silychristin B.
Silychristin A prevlada v pifirodnich materidlech s diastereomernim pomérem piiblizné
95:5 (v zévislosti na zdroji) [30].

Silydianin (obr. 2.7) je také jednim z hlavnich flavonolignant, které jsou obsazené
v ostropestfci marianském [16]. Na rozdil od ostatnich flavonolignani ma silydianin
unikatni strukturu. PfestoZe je struktura silydianinu komplikovand, vznika stejnym
radikdlovym spojenim taxifolinu a koniferyl alkoholu jako vSechny ostatni
flavonolignany v silymarinu. Jedinym podstatnym rozdilem je radikalové vazba 1,4 misto
1,2 (tvofti bicyklickou strukturu) a Gi€ast primarni alkoholické skupiny koniferyl alkoholu
na tvorbé hemiacetalové struktury. Biologickd aktivita silydianinu byla studovana pouze
v omezeném rozsahu. Silydianin ma protizanétlivou aktivitu, ovliviiuje bunécéné
membrany, chova se jako vychytavac¢ volnych radikalti a mize také regulovat aktivaci

kaspazy-3, coz je prvni krok apoptdézové kaskady [31]. Silydianin sniZzuje oxidativni
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metabolismus polymorfonukledrnich neutrofili, jejich chovani je spojeno se zvySenim
konzumace kysliku. V porovnani se silybinem, ma silydianin siln€j$i antioxidacni

schopnosti [32].

OH OH OH
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Obr. 2.7 Strukturni vzorec silychristinu A, B a silydianinu

2,3-Dehydrosilychristin je derivatem silychristinu a vznika jeho vzdu$nou oxidaci
(jesté v rostlinném materialu ¢i v pribéhu extrakce, pfipraven byl poprvé v roce 1982)
[30], 2,3-dehydrosilydianin vznikd oxidaci silydianinu. Oba 2,3-dehydroderivaty se
vyskytuji ve stopovém mnozstvi pravdépodobné ve vSech komercnich preparatech
silymarinu, maji fadové vyssi biologickou aktivitu nez majoritni flavonolignany [10] a
jejich studium je tudiz zasadni pro poznani vSech, i moznych vedlejsich, ucinkt dopliki
stravy obsahujicich silymarin.

OMe

OH O OH (0]

Obr. 2.8 Strukturni vzorec 2,3-dehydrosilychristinu a 2,3-dehydrosilydianinu
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2.2 Biotransformace xenobiotik

Metabolicka detoxikace jakékoli cizorodé slouCeniny (xenobiotika) vstupujici do
lidského organismu v sob¢ zahrnuje riizné mechanismy [33]. Biotransformace xenobiotik
probiha obvykle ve dvou krocich. Béhem prvniho kroku (I. faze) podléhaji slouceniny
oxidaci, hydrolyze nebo redukci (méné casto), coz vede k tvorbé hydroxylovych,
aminovych, karboxylovych nebo thiolovych skupin v molekule. Dochéazi k tvorbé
primarnich metabolitii. Ve druhém kroku (II. faze) podléhaji tyto nové vzniklé primarni
metabolity konjuga¢nim reakcim s endogennimi slouceninami za tvorby sekundarnich
metabolith. Prvni faze biotransformace je exotermickd, druha faze je naopak
endotermicka [34].

V mnoha pfipadech je nutné, aby prvni faze biotransformace probchla pied
konjuga¢nimi reakcemi, ovSem v piipad¢, ze se v molekule xenobiotika jiz pfi vstupu do
organismu vyskytuji vySe zminované funkéni skupiny, mize ke konjugaci dojit ptimo
(bez prvni faze). Hlavni cestou eliminace hydrofobnich sloucenin (l€ky, pesticidy,
endogenni steroidni hormony) ze sav¢iho téla je konjugace hydroxylové, karboxylové,
thio- a amino- skupiny s polarnimi skupinami nésledovana exkreci ledvinami [35]. Druha
faze nevede jen k inaktivaci pivodni latky a jejich priméarnich metaboliti, ale také ke
zvySeni hydrofility, a tudiz zvySené exkreci (kromé acetylace a methylace). Konjugace
také zvySuje molekularni hmotnost a tim vytvafi slou€eniny ptistupngjsi k exkreci Zluci,

zejména jako konjugaty glukuronidi a glutathionu [34].

2.2.1 Interakce flavonolignani s enzymy I. faze biotransformace

V prvni fazi obrany organismu proti xenobiotiklim jsou zapojovany enzymy I. faze
biotransformace, zejména enzymy z rozsdhlé tfidy monooxygendz znamych jako
cytochromy P450 (CYP). Substraty téchto enzym jsou v organismu biotransformovany
na polarngjsi produkty, které jsou snaze vyloucitelné a nedochazi tak k jejich nezddouci
akumulaci v téle. Mize vsak také dochazet k tvorbé biologicky aktivnéjSich derivatl
(pozitivni 1 negativni hledisko). Diky znalosti metabolismu xenobiotika je tedy
potencialné mozné zvysSeni ucinku 1é¢iv nebo snizovani jejich ucinki vedlejSich [33].
Nejveétsi mnozstvi CYP je exprimovano v hepatocytech, méné ve stievech nebo

v ostatnich extrahepatalnich tkanich. Na metabolismu xenobiotik se podileji zejména
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enzymy CYP1A1/2, CYP2C8/9, CYP2D6, CYP2E1 a CYP3A4. CYP jsou schopné
biotransformace silybinu a jeho kongenert i pfes mnohacetné hydroxylové skupiny, které
jsou jiz ptitomné v molekule [36]. Na druhou stranu aktivita rekombinantniho CYP1A1

byla inhibovana silybinem a jesté €¢innégji 2,3-dehydrosilybinem [37].

2.2.2 Interakce s enzymy Il. f4ze biotransformace

Druha faze biotransformace byva nazyvana konjugacni nebo syntetickéd a dochézi v ni
k interakci vzniklého metabolitu z prvni faze s tzv. konjugac¢nim ¢inidlem (agens). Touto
reakci vznika konjugacni produkt (konjugat), vétSinou velmi poléarni, disociovany ve
fyziologickém pH (vyjimku tvofi acetylace a methylace, pfi nichz nedochézi ke vzniku
polarngjsich metaboliti) a hydrofilnéjsi nez plvodni molekula. Konjugat se znovu
neabsorbuje, ale je vylucovan zorganismu moci nebo Zlu¢i. Reakce druhé faze
biotransformace probihaji rychleji, nez ve fazi prvni; energie, kterd je v konjugacnich
reakcich potfeba, je vyuzita z rezerv ATP [38, 39].

Enzymy druhé faze hraji dilezitou roli v biotransformaci nejen xenobiotik, ale
1 endogennich sloucenin (eobiotik) a katalyzuji glukuronidaci, sulfataci, methylaci,
acetylaci a konjugaci s glutathionem nebo aminokyselinami [34]. Enzymy druhé faze jsou
nejCastéji  transferasy a zahrnuji napt. UDP-glukuronosyltransferasy (UGTs),
sulfotransferasy (SULTSs), N-acetyltransferasy (NATs), glutathion S-transferasy (GSTs)
a rizné methyltransferasy. PfestoZe je druha faze biotransformace obvykle detoxikacni,
vzniklé konjugaty mohou vyvolat nepfiznivé ucinky (napt. konjugaty chovajici se jako

nosice pro potencialné karcinogenni slouceniny pii aktivaci benzylalkoholi) [40].

Acetylace

Acetylace je vyznamnou metabolickou cestou pro slouceniny obsahujici
aminoskupinu (arylaminy, alifatick¢é aminy, aminokyseliny, sulfonamidy, hydrazidy)
[38]. N-Acetyltransferasa katalyzuje dvoukrokovy ptfenos acetylové skupiny z donoru
(acetyl-CoA) na aromaticky amin. Tyto enzymy se vyskytuji v mnoha tkanich a jsou

sloZzeny nejmén¢ ze tfi rodin isoenzymua [41].

Konjugace s glutathionem

Glutathion-S-transferasa je dilezitd pro sviy protektivni U¢inek proti chemickym
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kancerogeniim, jejim pisobenim dochazi k eliminaci nékterych kancerogent plisobicich
piimo na DNA a diky tomu ptlisobi preventivné proti vzniku nadorového onemocnéni.
U nékterych latek vSak mize pii konjugaci s glutathionem (obr. 2.9) dochazet naopak ke

vzniku latek s kancerogennimi ucinky [38].

Obr. 2.9 Glutathion (jako tripeptid: y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin)

Konjugace s glycinem a dal§imi aminokyselinami

Xenobiotika, ktera obsahuji karboxylovou skupinu, jsou nachylna ke konjugaci
s endogennimi aminokyselinami. K této konjugaci dochéazi v jaternich mitochondriich.
Voln4d karboxylovd kyselina je aktivovdna reakci s ATP nasledovanou reakci
s koenzymem A (CoA). Napiiklad karboxylova skupina benzoové kyseliny je aktivovana
za vzniku meziproduktu thioester CoA, ktery reaguje s primarnim aminem glycinu za
vzniku kyseliny hippurové (obr. 2.10). Glycin ma historicky vyznam v konjugaci
xenobiotik, protoze konjugace s nim je jednou z nejdiive objevenych reakei ptfifazenych
k metabolismu xenobiotik. Keller v roce 1842 [41] sdm uzival benzoovou kyselinu a poté
1zoloval a charakterizoval hlavni metabolit, kyselinu hippurovou, jako konjugat glycinu.
Jatra jsou hlavnim mistem glycinové konjugace a tato reakce byla vyuzita pro testovani
funkce jater u lidi. Dal$i aminokyseliny, naptiklad taurin, mohou byt vyuzity ke konjugaci

alifatickych, aromatickych a heterocyklickych karboxylovych kyselin [41].
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Obr. 2.10 Merkapturova a hippurova kyselina

Sulfatace

Sulfatace je dilezitou molekuldarni modifikaci pro vSechny organismy, které reguluji
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zékladni bunécéné procesy. Hraje roli 1 v Cetnych patologickych procesech. Enzymy
odpovédné za tuto reakci v Zivych organismech jsou sulfotransferasy (EC 2.8.2.-). Tyto
enzymy katalyzuji pfenos sulfatové skupiny (SO3?") z 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu
(PAPS, viz Obr. 2.11) na hydroxyl a primarni aminovou skupinu z riznych akceptorti.
U eukaryot byly popsany dvé skupiny sulfotransferas: membranové sulfotransferasy
(STs) z Golgiho aparatu, které¢ sulfatuji velké molekuly jako jsou polysacharidy a
proteiny, a cytosolovd sulfotransferasa (SULTs), ktera ptendsi sulfdtovou skupinu
z PAPS na fenoly, steroidy, hormony, aminy a xenobiotika. Druhd zminéna skupina se
jinak nazyva také fenol- nebo aryl sulfotransferasy (ArylST). Skupina PAPS-
independentnich sulfotransferas, popsany u bakterii, vyuziva dva arylové substraty, jeden
jako donor sulfatové skupiny a druhy jako akceptor [42, 43]. STs jsou atraktivni jako
biotransformacéni nastroj diky jejich schopnosti sulfatovat regio- a stercoselektivnim
zpusobem. Nicménég, syntetické vyuziti STs je omezeno kvili vysoké cen¢ a nestabilité
PAPS a problémim s inhibici produktu zptisobenou 3'-fosfoadenosin-5'-fosfatem (PAP).
K vyuZiti ArylST, zejména potkani jaterni sulfotransferasy IV (Ast IV), pro sulfataci
ruznych flavonoidd, steroidd, peptidu a alifatickych alkohold, byl vyvinut systém pro
regeneraci PAPS, zalozeny na reverzibilité¢ reakce katalyzované ArylST, kterd mize
pfesunout sulfdtovou skupinu znapt. p-nitrofenylsulfatu (p-NPS) na PAP, aby
zregeneroval PAPS in situ (viz Obr. 2.12) a ptekonal inhibici zpisobenou PAP [17, 44].
Bakterialni arylsulfotransferasy (AST), napt. enzym z Desulfitobacterium hafniense, jsou
enzymy, které katalyzuji pienos sulfatové skupiny z p-nitrofenyl sulfatu (p-NPS) na
fenolickou molekulu akceptoru. Jejich dalsi vyhoda spocivd v pomérné snadné
heterologni expresi v E. coli a tudiZ moznosti pfipravit sulfatované metabolity ve velkém

mnozstvi (az stovky mg) a Cistoté [45].
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Obr. 2.11 Strukturni vzorec 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS)
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Obr. 2.12 Regenerace PAPS s pouzitim ArylST (pfevzato a upraveno [44])

Glukuronidace (konjugace s kyselinou glukuronovou)

Hlavnim konjugétem pro 2. fazi biotransformace u ¢lovéka a ostatnich savci je B-D-
glukuronid. Glukuronidace je typicka také pro mnohé endogenni slouceniny, napiiklad
pro zlucové kyseliny [46]. Glukuronidy jsou produkovany jaternim mikrosomalnim
enzymem, uridin 5'-difosfoglukuronyl transferasou (UDPGT, EC 2.4.1.17) pfemisténim
glukuronylového zbytku zuridin 5'-difosfoglukuronové kyseliny (UDPGA, viz obr.
2.13). Glukuronidy jsou stfedem zajmu z mnoha divodi. Glukuronosylové derivaty
riznych xenobiotik jsou hodnotné jako standardy k analyze moci nebo krevnich vzorkt
pro testy na drogy nebo testy na pisobeni pesticidll. VétSina xenobiotik v biologickém
vzorku, zejména ve vzorcich moci, byva ve formé metabolitu. Glukuronidy a dalsi
metabolity jsou také dilezité ve studiich metabolismu novych 1€k, protoze vznikajici
metabolity mohou mit toxické nebo jiné nezadouci ucinky. Derivaty glukuronidii
farmakologicky aktivnich sloucenin se tak mohou chovat jako proléciva; aktivni slozka
je uvolnéna endogennimi glukuronidasami na pozadovaném mist¢é ucinku. Glukuronidy
z fluorogennich slozek mohou byt vyuzity vtestech na bakteridlni kontaminaci
v potravinach. Také mnoho senzorickych slozek napt. mléka, véetné¢ 4-methylfenolu, se

vyskytuji jako derivaty glukuronidi [35].
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Obr. 2.13 UDP-glukuronova kyselina

2.3 Metabolismus flavonoidu

Biologické vlastnosti polyfenoli zaviseji na jejich biodostupnosti a biotransformaci.
Neptimym dikazem absorpce parentnich polyfenoli nebo jejich metabolit do cirkulace
je zvySeni antioxidacni kapacity plazmy po konzumaci jidel bohatych na polyfenolové
slouceniny. Mnohem jasn¢jsi diikazy vSak byly ziskdny méfenim koncentrace téchto latek
v plazmé a moci po poziti Cistych slozek nebo potravin se znaAmym mnozstvim slozky,
ktera byla zkoumana. Chemicka struktura polyfenolt ur€uje jejich miru stfevni absorpce
a metabolity cirkulujici v plazmé& [47]. Nékteré polyfenoly jsou metabolizovéany jiz
v gastrointestinalnim traktu. Aglykony a volné jednoduché fenolické slouceniny,
flavonoidy (kvercetin) a fenolové kyseliny, mohou byt absorbovany rovnou sliznici
tenkého stieva [7]. Prvnim krokem metabolismu flavonoidl je deglykosylace jejich
glykosidi, kterd probiha vétSinou v tenkém stfevé (s nékolika vyjimkami — napf. o-L-
rhamnosidy), pfipadné az plsobenim enzymu stfevni mikroflory. Po absorpci jsou
flavonoidy navazany na albumin a transportovany portalni zilou do jater. Jatra se zdaji
byt hlavnim organem metabolisujicim flavonoidy (dtleZitou roli vSak stale hraji také
sttevni sliznice a ledviny). Flavonoidy a jejich derivaty podléhaji hydroxylacim,
methylacim a redukcim [14]. Fenolové slouceniny jsou snadnym cilem pro konjugaéni
reakce, které jsou ve skutec¢nosti hlavni biotransformacni cestou vedouci k jejich exkreci
z lidského téla [37]. Konjugacni reakce s kyselinou glukuronovou a/nebo sulfatem se
zdaji byt nejcastéj$i metabolickou cestou flavonoidii. Napiiklad glukuronidace flavonola
se probihd pisobenim lidskych jaternich mikrosomut (laboratorné pfipravend bunécna
frakce, tvofend hladkym endoplazmatickym retikulem a obsahujici mj. UDPGT-1A9) a
jater a UDPGT hraje dulezitou roli v tomto procesu [14].

Napft. vétSina silybinu pfitomna v plazmé je po podéani v konjugované forme, zejména
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sulfatt a glukuronid. U methoxy skupiny na C-19 u silybinu bylo zjisténo, Ze podléha
O-demethylaci lidskym cytochromem P450 2C8. Silybin maze byt glukuronovan na C-7
OH a C-20 OH skupinach lidskymi UDP-glukuronosyltransferasami (UGTs) 1A a 2B,
také sulfatované metabolity byly nalezeny v lidské plazmé. Pouzitim krysich jater byla
také pozorovana tvorba sulfatovanych a glukuronidovanych konjugatt silychristinu a
silydianinu, ale pfesné struktury (regioisomery) metabolitl ziistavaji nezndmé vzhledem
k chybé&jicim kompletnim spektralnim datim (NMR) [21].

Glukuronidy 1 sulfaty flavonoidd jsou polarni, tedy ve vod¢ dobie rozpustné
slouceniny, které Zivo¢ichové snadno vylucuji moci a zluci. Pokud jsou vylu¢ovany zluci,
flavonoidy prochazeji do duodena a jsou metabolizovany stievnimi bakteriemi, coz vede
k produkci  fragmentovanych produkti a/nebo hydrolyze glukurono- nebo
sulfokonjugatl. Vysledné metabolity jsou reabsorbovany a vstupuji do enterohepatalniho

cyklu [14].
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3 Experimentalni cast

3.1 Pomiicky a pristroje

3.2

automatizovany sbéra¢ frakci Super Frac (Pharmacia Biotech, USA)

centrifugy Model J-6B (Beckman Centrifuge, Centrifuge 5804 R) a miniSpin plus
(Eppendorf, Némecko)

= ¢erpadla mobilni faze LC-20AD

» degaser DGU-20A

= detektor s diodovym polem SPD-M20A

HPLC - Shimadzu Prominence System (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), software
Shimadzu Solution pfi frekvenci 40 Hz a ¢asové konstanté detektoru 0,025 sekund
hybridni hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) s ionizaci elektrosprejem

» chladici autosampler SIL-20AC

= kolonovy termostat CTO-10AS

lyofilizator Lyovac GT 2 (Leybold, USA)

odparka Rotavapor R-200 (Biichi, Svycarsko) s vakuovou pumpou a jednotkou pro
kontrolu podtlaku pfi teploté 40 °C

spektrofotometr Tecan Sunrise (Tecan Group Ltd., Minnerdorf, Svycarsko)
s programem Magellan

spektrofotometr UVmini-1240 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

termostatovand tfepacka s chlazenim KS 4000 ic control (IKA, Staufen, Némecko)

termostatovand tfepacka Thermomixer compact (Eppendorf, Némecko)

Chemikalie

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH, ¢istota min. 95 %. Sigma-Aldrich, Praha)
alamethicin (¢istota min. 90 %, Cayman chemical company, Neratovice)
dodecylsiran sodny (SDS, ¢istota min. 99 %, p.a., Lachner, CR)

ethylacetat (ethylester kyseliny octové, istota min. 99,7 %, p.a., Lachner, CR)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (109001, Merck, Némecko)

hovézi sérovy albumin (BSA, ¢istota min. 95 %, Sigma-Aldrich, Praha)
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isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG, cistota min. 99 %, Sigma-Aldrich,
Praha)

kanamycin (KNM, kanamycin sulfat, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
kit pro stanoveni zhaseni ABTS (CS0790, Sigma-Aldrich, Praha)

kyselina 2-thiobarbiturova (TBA, Cistota min. 99 %, Merck, Némecko)

gallova kyselina (Cistota min. 99 %, Lachema, Brno)

kyselina chlorovodikova (HCI, 37 %, Cistota min. 99,99 %, CertiPUR, Merck spol.
s.r.0., Némecko)

kyselina trichloroctova (TCA, &istota min. 99 %, p.a., Lachner, CR)

MgCl; - 6H20 (Cistota min. 99 %, Lachema, Brno)

p-nitrofenylsulfat (p-NPS, ¢istota min. 99 %, Acrds organics, New Jersey, USA)
t-butyl hydroperoxid (TBH, 70% roztok wt ve vodég, Sigma-Aldrich, Praha)
tetracyklin (TCK, tetracyklin HCl, SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
tetramethylethylendiamin (TEMED, ¢istota min. 99 %, Merck, Némecko)
tris(hydroxymethyl)aminomethan (¢istota min. 99,8 %, Sigma-Aldrich, Praha)
UDP-glukuronova kyselina (UDPGA, ¢istota 98-100 % , Sigma-Aldrich, Praha)
uhli¢itan sodny (Na2CO3, €istota min. 99 %, Fichema, CR)

3.3 Biologicky material

Kompetentni buiikky Escherichia coli BL21(DE3) Gold

Lidské jaterni mikrosomy (HLM) z Ustavu lékaiské chemie a biochemie LF UP
Olomouc

Plasmid obsahujici gen pro AST z D. hafniense (dar dr. van der Horsta, University of
Amsterdam, Holandsko)

Potkani jaterni mikrosomy (kat. ¢. M9066) od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR)

3.4 Roztoky

Fosfatovy pufr PBS

10x koncentrovany zasobni roztok PBS: NaCl (0,137 M), KCl (2,68 mM), Na,HPO4
(8,96 mM), KH2PO4 (1,47 mM)
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e ve vSech experimentech byl tento zasobni roztok 10x fedén destilovanou vodou

TBA-TCA
e 3,75 g kyseliny thiobarbiturové a 180 g kyseliny trichloroctové bylo rozpusténo
v 800 ml H>O (zahtivani), ptidano 20,72 ml 37% HCI; objem doplnén do 1000 ml

destilovanou vodou

Luria-Bertani (LB) medium
e Trypton (10 g), kvasni¢ny extrakt (5 g), NaCl (5 g)
e pomoci NaOH uprava na pH 7

e doplnéni destilovanou vodou do 1000 ml

Tris-Glycinovy pufr
o Tris-baze (3,03 g), glycin (1,877 g
e pomoci HCI uprava na pH 8,9

e doplnéni vodou do 250 ml, vysledna koncentrace 100 mM

Roztoky pro SDS-PAGE
Migrac¢ni pufr

o Tris-Gly: (25 mM Tris, 250 mM glycin, 0,1% SDS), pH 8,8

Migracni gel

e 12% SDS polyakrylamidovy gel 5 ml: 30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (2,0
ml), deionizovana voda (1,6 ml), pufr Tris-Cl (1,5 mM, pH 8,8; 1,3 ml), 10%
dodecylsiran sodny (0,05 ml), 10% peroxodisiran amonny (0,05 ml),
tetramethylethylendiamin (0,002 ml)
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Vzorkovy pufr
e 5x koncentrovany zasobni roztok Tris-CI 250 mM Tris-Cl, 500 mM dithiotreitol, 10%
SDS, 0,5% bromfenolova modft, 50% glycerol

Zaostiovaci gel

o 5% polyakrylamidovy gel 1 ml: 30% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (0,17 ml),
deionizovana voda (0,63 ml), pufr Tris-Cl (50 mM, pH 6,8; 0,13 ml), 10%
dodecylsiran sodny (0,01 ml), 10% peroxodisiran amonny (0,01 ml),
tetramethylethylendiamin (0,001 ml).

3.5 Priprava flavonolignani

Silymarin byl zakoupen od firmy Liaoning Senrong Pharmaceutical Co., Ltd. (Pchan-
tin, Cinska lidova republika, Sarze &. 120501). Silybin byl izolovan ze suspenze
silymarinu v methanolu filtraci, 2,3-dehydrosilybin (DHSB) byl pfipraven ze silybinu
oxidaci dle dtive popsané procedury [48]. Silychristin (SCH) byl izolovan ze silymarinu
po odstranéni silybinu, ktery byl nanesen na kolonu LH-20, na které byla provedena
opakovana chromatografie s pouzitim methanolu jako mobilni faze pii 40 °C pro ziskéani
SCH o cistoté¢ >95 % [49]. 2,3-Dehydrosilychristin (DHSCH) byl pfipraven oxidaci
silychristinu dle [10].

3.6 Priprava sulfati flavonolignanu

Sulfaty vybranych flavonolignani byly pfipraveny pomoci arylsulfotransferasy z

Desulfitobacterium hafniense heterologné exprimované v E. coli [42].

Piiprava LB média

Tuhy LB agar (LBA) se nejprve rozehial na elektrické plotynce. Do 100 ml LBA bylo
steriln€ pfidano 100 pl kanamycinu (KNM) a 250 pl tetracyklinu (TCK). Asi 25 ml LBA
bylo rovnomérné nalito na misky a nechano ve sterilnich podminkach ztuhnout (asi

1 hodinu).
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Transformace

Mikrozkumavky s plazmidem (-20°C) a bunkami E. coli BL21 (de3) Gold
(1 mikrozkumavka, -80°C) se nechaly pomalu rozmrznout na ledu. Do 100 pl bunék
E. coli bylo ptidano 2 pl plazmidu a po smichani nasledovala inkubace 20 minut na ledu.
Mezitim se piedehidlo LB médium (bez ATB) na 42 °C. Smés plazmidu s bunkami se
inkubovala 1 minutu pii 42 °C a poté se dala na 2 minuty na led. Nasledné bylo pfidano
700 pl predehratého LB média a smés se nechala 1-1,5 hodiny inkubovat pii 37 °C.
Kultura se po 50 pl nanesla na Petriho misky s KNM a TCK a ptes noc se nechaly nartist
kolonie. Potom se sterilnim paratkem vypichlo 3-6 kolonii, které se daly do LB média
s KNM (100 pul) a TCK (250 pl) a nechaly nartst do ODeoo = 0,6 pii 37 °C na tfepacce.
Poté se jejich exprese indukovala ptidavkem IPTG (4 mM, 160 pl) ptes noc pii 25 °C.
Nejlepsi kolonie byly vybrany pro piipravu kryokonzervv. Zaockovalo se 100 ml LB
média s KNM a TCK ptislusnou kolonii a kultura se nechala nartst pres noc pii 37 °C.
Do narostlé kultury bylo néasledné ptidano 10 ml glycerolu (10 %) a vznikla suspenze
byla rozdélena do sterilnich mikrozkumavek (a 500 pl), zmrazena v tekutém dusiku a

uchovana pii -80 °C po dobu maximalné 6 mésici.

Priprava enzymu

Ke 100 ml LB média bylo pfidano 100 ul kryokonzervy, 100 ul KNM a 250 ul TCK
a smés byla inkubovana pti 37 °C na tfepacce do ODsoo = 0,6. Poté se jejich exprese
indukovala pfes noc na tfepacce pi1 25°C ptidavkem IPTG (4 mM, 160 pl do 100 ml).
Dalsi den se centrifugovalo (5000xg, 20 minut) a bunécny sediment byl resuspendovéan
v Tris-glycinovém pufru (100 mM, pH 8,9). Suspenze se poté sonikovala 4x4 minuty na
ledu. Nasledné¢ se opét provedla centrifugace (5000xg, 20 minut) a supernatant byl pouZit

do enzymovych reakei.

Stanoveni aktivity enzymu
Do jamky mikrotitracni desticky bylo pipetovano 144 nul Tris-glycinového pufru (100
mM, pH 8,9), 3 ul DTT, 30 ul naftolu, 30 ul p-NPS a 120 ul enzymu. Nésledné byla

zmétena absorbance pti 400 nm a aktivita enzymu urcena podle vzorce (3.1).
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Vzorec pro vypocet aktivity enzymu

A -X-F
R — 3.1
¢ At-e-d-x @D
AA/At — zména absorbance [min!], X — celkovy objem [ul], F — fedéni, &£ — molarni

absorpéni koeficient [ml - pmol™ - cm™], d — §itka jamky [cm], x — objem enzymu [pl]

Priiprava sulfatu

Substrat (200 mg) byl rozpustén v 5 ml acetonu, bylo ptfiddno p-NPS (>25
mg/ml, v5ml Tris-glycinového pufru), 24 ml pufru a 2 ml enzymu, smés byla
probubldna argonem (inertni atmosféra) a pii 30 °C byla inkubovana v baikach
uzavienych zatkou se septem minimaln¢ 4 hodiny na ttepacce (100 rpm). Nakonec byla
reakéni smés kratce povarena (propichla se zatka a baiika byla ponotena do vatici vody)

a po ochlazeni byla uchovavana pii -20 °C az do purifikace.

Studie casového pribéhu sulfatace

Pti sulfataci testovanych latek byla provedena 12 hodinova kineticka studie. Po hodiné
byly odebirany cca 100 ul alikvoty, které se zahtaly na 95 °C a uchovaly pfi -20 °C, nez
byly analyzovany metodou HPLC.

Purifikace

V prvni fazi byla reakéni smés sulfatii odpafena na rotacni vakuové odparce na asi
polovi¢ni objem pro dokonalé¢ odpateni acetonu. Kyselinou mravenci bylo nasledné
upraveno pH na 7,5-7,7. Poté byla smés tiikrat extrahovana ethylacetatem. Vodna faze
byla odpafena do sucha, rozpusténa v 5 ml 80% methanolu a centrifugovéana (5000%g,
2 min). Nakonec byl ¢iry supernatant nanesen na kolonu Sephadex LH-20 v 80%
methanolu a rozdélena pomoci 80% methanolu jako mobilni faze. Jednotlivé frakce byly
kontrolovany pomoci TLC (mobilni faze - ethylacetat/methanol/kyselina mravenéi —
4/1/0,01 (v/v/v)) a HPLC. V poslednim kroku se frakce odpatily a lyofilizovaly.

Frakce, které nesplitovaly dostate¢nou Cistotu (< 90%), byly znovu precistény. Nejprve
byly rozpustény ve vod¢ (pfipadné s pfidavkem NaOH) a nafedény methanolem. Poté

byly opét naneseny na kolonu LH-20.
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Pro dalsi experimenty byly pouzity vzorky o Cistotach, které jsou uvedeny v tab. 3.1.

Tab. 3.1 — Cistoty pouzitych vzorkii pro experimenty

vzorek Cistota (%)

DHSBS 95,5
DHSBSS 100
SCHS 98

DHSCHS 99,5

2,3-Dehydrosilybin-20-0-sulfat (DHSBS) byl ziskan ve formé zluté pevné latky (22
mg, 9,4% vytézek, Cistota 90 %). Jeho struktura byla uréena pomoci HRMS (m/z pro
C25H19013S vypodten 559,05518, nalezen 559,05454, viz obr. 4.4) a °C, '"H NMR (viz
tab. 4.1) Kompletni ptifazeni NMR signalli bylo dosazeno pouzitim kombinace gCOSY,
gHSQC, gHMBC.

Struktura 2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfatu (DHSBSS, 31 mg, 11,6% vytézek,
Cistota 99 %) byla uréena pomoci HRMS (m/z pro C25H19016S2 vypocten 639,01200,
nalezen 639,01115, viz obr. 4.5) a 1’C, 'H NMR (viz tab. 4.2).

Silychristin-19-O-sulfat byl ziskdn jako Zlutd pevna latka (SCHS, 75 mg, 32,3%
vytézek, Cistota 99,5 %. Jeho struktura byla uréena podle HRMS (m/z pro CasH20013S
vypoéten 559,05518, nalezena 559,05526, viz obr. 4.6) a 3C, 'H NMR (viz tab. 4.3).

2,3-Dehydrosilychristin-19-O-sulfat (DHSCHS) byl ziskan jako vedlej$i produkt
sulfatace silychristinu ve formé& Zlutohnédé pevné latky (2,1 mg, 0,9% vytézek, Cistota 96
%). Jeho struktura byla uré¢ena pomoci HRMS (m/z pro C25H20013S vypoctena 559,05518,
nalezena 559,05526, viz obr. 4.7) a °C, 'H NMR (viz tab. 4.4).

3.7 Priprava glukuronidia flavonoidi

Tris-HCI pufr (204 ml, 100 mM, pH 7,4), MgCl. - 6H20 (212 mg, 5 mM), UDPGA
(108 mg, 0,8 mM), BSA (1,05 g, 0,5 % w/v), silychristin (40 mg v 1,7 ml DMSO,
0,4 mM), alamethicin (8 mg v 0,4 ml DMSO) a HLM (1,1 ml suspenze o 44,56 mg/ml)
bylo smichano a inkubovano na ttepacce (37°C, 100 rpm). Kazdou hodinu byly odebirany
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alikvoty (50 pl) pro analyzu pribéhu tvorby glukuronidt. V paté hodin€ bylo odebrano
100 ml z celkového objemu, kratce se povaftil a zamrazil. Zbytek se nechal dale inkubovat

po celkovou dobu 24 hodin a néasledné se také povatil a zamrazil.

Studie ¢asového pribéhu tvorby glukuronidu

Pro glukuronidaci silychristinu byla provedena 24 hodinova studie ¢asového priubéhu
reakce. Provadély se dvé série reakci. V jedné znich se ménila koncentrace UDP-
glukuronatu (0,8 mM; 4 mM a 8 mM) a v druhé koncentrace HLM (0,25 mg/ml; 0,5
mg/ml a 1 mg/ml). Kazdou hodinu se odebiraly alikvoty (100 ul) pro analyzu HPLC,
které¢ se ithned po odbéru zahtaly na 95 °C a zamrazily (-20 °C) do doby, nez byla

provedena analyza.

3.8 Charakteristika sulfata (struktura a Cistota)

Stanoveni struktury a cistoty studovanych latek bylo provedeno pomoci méteni

HRMS, NMR a HPLC.

HRMS

Vzorky byly nejprve rozpustény v methanolu a poté byly zavedeny do priitoku mobilni
faze (methanol/voda 4/1; 100 pl/min) se smyckou (2 pl). Béhem analyzy bylo napéti
vsttikovani 4,0 kV, napéti kapilary -16 V a kapilarni teplota 275 °C.

NMR

Vzorky byly méfeny na piistroji Bruker Avance 111 600 MHz (600,23 MHz pro 'H,
150,94 MHz pro '*C, DMSO-ds, 30 °C). Hodnoty chemického posunu jsou uvedené v &
[ppm], interakéni konstanty jsou odecteny analyzou I. fadu a jsou uvedeny jako J [Hz].
Ptifazeni jednotlivych atomi bylo provedeno analyzou 2D spekter. Jako interni standardy
byly pouzity signaly rozpoustédel (DMSO: 6H 2,500 ppm, 6C 39,60 ppm; CD3OD: 6H
3,330 ppm, 5C 49,30 ppm). NMR experimenty: '"H NMR, *C NMR, gCOSY, gHSQC, a
gHMBC byly provedeny za pouZiti softwaru od vyrobce.
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HPLC

Separace sulfatii byla provedena na kolon¢ Chromolith RP-18e (100 x 3 mm, Merck,
Némecko) s predkolonou (4,6 X 5 mm, Merck, Némecko) a gradientem mobilni faze
acetonitril/voda/kyselina mravenci (5/100/0,1, v/v/v, faze A) a acetonitril/voda/kyselina
mravenci (80/100/0,1, v/v/v, faze B, viz tab. 3.2 a 3.3), prutokova rychlost mobilni faze
1,2 ml/min.

Detekce byla monitorovana v rozmezi 200-400 nm, analyzovéna byla pii vinové délce

285 nm.

Tab. 3.2 — Gradient mobilni faze pro analyzu DHSB

Cas (min) MF A* (%) MF B** (%)

0 80 20
0-6 60 40
6-10 20 80

10-11 80 20
11-13 80 20

*acetonitril/voda/kyselina mravenci (5/100/0,1, v/v/v)

**acetonitril/voda/kyselina mraven¢i (80/100/0,1, v/v/v)

Tab. 3.3 — Gradient mobilni faze pro analyzu SCH a DHSCH

cas (min) MF A* (%)  MF B** (%)

0-5 100-75 0-25

5-8 75-40 25-60
8-10 40 60
10-11 40-100 60-0

*acetonitril/voda/kyselina mravenci (5/100/0,1, v/v/v)

**acetonitril/voda/kyselina mravenci (80/100/0,1, v/v/v)

3.9 Antiradikalové a antioxidacni testy

Bylo provedeno nékolik testli na stanoveni antioxidacni a antiradikdlové aktivity
testovanych latek (2,3-dehydrosilybin, silychristin, 2,3-dehydrosilychristin a jejich
ptislusné sulfaty). VSechny zdsobni roztoky (100 mM) testovanych latek byly ptipraveny
v DMSO a dale fedény podle piislusnych testt.
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3.9.1 ZhaSeni 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu

Jednim z testll zkoumajici antioxidacni aktivitu latek bylo zhaSeni DPPH radikalu, pii
kterém se ptivodné fialové zbarveny stabilni radikal méni na bezbarvy produkt (obr. 3.1).

Vzorky byly fedény geometrickou fadou 1,5x nasledujicim zptisobem: Do posledni
jamky mikrotitra¢ni desticky bylo pipetovano 300 ul vzorku, do ostatnich 100 ul PBS
pufru. Z posledni jamky se pievadelo vzdy 200 pl (s vyjimkou jamky prvni, tam ztstal
jen Cisty pufr). Potom bylo pipetovano 15 pl vzorku v kvadrupletu, do tii sloupct bylo
piidano 285 ul DPPH a do ¢tvrtého 285 pl methanolu (slouzila pro stanoveni absorbance
pozadi). Vysledna koncentrace vzorkll v reakéni smési byla pro DHSB 0 - 25 uM,
DHSBS 0 - 35 uM, DHSBSS 0 - 500 uM, SCH 0 - 100 uM, DHSCH 0 - 15 uM, DHSCHS
0- 15 uM). Po 30 minutach byla zmétena absorbance reak¢ni smési pii 517 nm na readeru
a z grafické zavislosti absorbance na koncentraci byla uréena hodnota koncentrace, ktera

snizila absorbanci DPPH radikalu na polovinu (ICso).

00 O

oA

Obr. 3.1 Mechanismus zhaseni DPPH radikalu
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3.9.2 Zhéaseni radikalu 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové
kyseliny)

ZhaSeni ABTS* radikalu (viz obr. 3.2) bylo stanoveno kitem KF-01-002
(Bioquochem). Pfipravil se roztok ABTS a standard vitaminu C, ktery se fedil do
mikrozkumavek ultracistou vodou. Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desticky bylo pfidano
5 ul standardu nebo vzorku (koncentrace vSech vzorkl byla 500 uM, krom¢ SCH 250
uM) a poté 200 ul zfedéného roztoku ABTS. Smés se nechala tfepat 4 minuty a nakonec
se zm¢étila absorbance na readeru pii 700 nm. Antioxidacni aktivita byla vyjadfena jako

ekvivalent vitaminu C (CE).

H3C—\
‘O3S IS N
NH,* > — N=
\ S o
NH,*
\—CH,

Obr. 3.2 ABTS™ radikal

3.9.3 Redukce Folin-Ciocalteauova ¢inidla

Do mikrozkumavek byl nejprve fedén standard (gallovéa kyselina). Do prvni jamky
bylo pipetovano 5 pl PBS pufru, do ostatnich 5 pl standardu - vzdy v tripletu. Do dalSich
jamek bylo opét v tripletu pipetovano 5 ul vzorkt (DHS, SCH, DHSCH a jejich sulfaty).
Poté bylo do vSech jamek pipetovano 100 ul Folin-Ciocalteauova ¢inidla a nechalo se
5 minut stat. Nasledné se do vSech jamek pipetovalo 100 pl uhli¢itanu sodného a reakéni
smés se nechala 90 minut inkubovat pifi laboratorni teploté. Nakonec se zméfila
absorbance pfi 700 nm na readeru a aktivita byla vyjaddiena jako ekvivalenty gallové

kyseliny (GAE).

3.9.4 Inhibice peroxidace lipidi

Komeréni mikrosomy se pétkrat promyly v PBS pufru. Do mikrozkumavek bylo
pipetovano 50 pl roztoku testované latky v PBS pufru (koncentrace DHSB 0-100 uM,
DHSBS 0-100 uM, DHSBSS 0-120 uM, SCH 0-100 pM, SCHS 0-120 uM, DHSCH 0-
1000 puM, DHSCHS 0-100 uM), 400 pl zasobni suspenze potkanich mikrosomii
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(0,625 mg/ml) a 50 pl roztoku TBH (10 mM, 6,9 ul 70% TBH na 5 ml PBS). Jako slepy
vzorek byla ptipravena smés 400 pl mikrosomti a 100 pl PBS pufru. Do pozitivni kontroly
bylo pipetovano misto vzorku 50 ul PBS pufru. VSechny mikrozkumavky byly
pfipraveny v tripletu. Poté se smés inkubovala 1 hodinu pfi 37°C na termostatované
ttepacce. Po inkubaci bylo do vSech mikrozkumavek ptidano 700 pl ledového roztoku
TBA-TCA a potom se vSechny mikrozkumavky zahtivaly 15 minut na termostatované
ttepace pii 95°C. Nasledné se nechaly pfi laboratorni teploté zchladnout a byly
centrifugovany 10 minut (3500 otacek/min). Nakonec se z kazdé mikrozkumavky
pipetovalo 200 ul na mikrotitracni desti¢ku (v tripletu) a na readeru se zméfila absorbance
pii 535 nm. Aktivita byla vyjadiena jako hodnoty ICso, urCené z grafické zavislosti

inhibice lipoperoxidace na koncentraci testované latky.

3.9.5 Test schopnosti redukovat zelezité ionty

Antioxidacni aktivita byla stanovena také pomoci komer¢niho kitu FRAP KF-01-003
(Bioquochem). Nejprve se pfipravil FRAP pracovni roztok a FRAP standard. Do
mikrozkumavek se poté ultradistou vodou natedil standard (Fe’"). Do kazdé jamky
mikrotitracni desti¢ky se pipetovalo 10 pl standardu a vzorku (koncentrace testovanych
latek - DHSB 100 uM, DHSBS 100 pM, DHSBSS 100 uM, SCH 100 uM, SCHS
1000 uM, DHSCH 1000 uM, DHSCHS 100 uM). Nasledn¢ se do vSech jamek ptidalo
220 pl FRAP pracovniho roztoku a smés se nechala tfepat 4 minuty. Nakonec se na

readeru zméfila absorbance pii 593 nm.

3.9.6 Zhaseni N,N-dimethyl-p-fenylendiaminového radikélu

Zhagseni DMPD™ radikalu bylo méfeno pomoci kitu DMPD KF-01-001
(Bioquochem). Nejdfive byl pfipraven standard a DMPD roztok. Standard byl nafedén
do mikrozkumavek. Poté se do mikrotitra¢ni desticky pipetovalo 20 pul standardu a vzorkt
(koncentrace vsech testovanych latek byla 100 uM) a ptidalo se 280 ul DMPD roztoku.
Smés se nechala tfepat 10 minut pii pokojové teploté a nasledné byla zméfena absorbance

pii 553 nm. Antioxidacni aktivita byla vyjadiena jako ekvivalenty troloxu (TE).
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3.10 Statistické zpracovani vysledki

Testy antioxidacni aktivity byly vzdy provedeny minimaln¢ ve tfech nezavislych
experimentech v tripletu. VSechna data byla analyzovana testy ANOVA, Scheffé a
metodou nejmensich ¢tverch pro post hoc analyzu pomoci statistického programu Statex
verze 2.1 (Statex LLC, Wayne, New Jersey, USA). Rozdily byly povazovany za
statisticky vyznamné, pokud bylo p < 0,05.
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Sulfaty

4.1.1 Stanoveni enzymu a jeho aktivity

Pred kaZdou sulfataci byla u bunééného lyzatu provedena SDS-elektroforéza pro
kontrolu aktivity enzymu (viz obr. 4.1) s nizkomolekularnim standardem (AST, 70 kDa).
Déle byla stanovena sulfotransferasova aktivita s pouzitim 2-naftolu jako substratu, ktera

dosahovala reprodukovatelnych hodnot 229 + 40 U/ml.

AST (70kDa)

Obr. 4.1 SDS-elektroforéza pro stanoveni aktivity enzymu

4.1.2 Studie ¢asového prubé¢hu vzniku sulfati

U 2,3-dehydrosilybinu byla provedena kineticka studie sulfatace v zavislosti na case
(0-18 h). Na zakladé této studie bylo zjisténo, ze DHSBS se tvofi jiz v prvni hodiné
sulfatace, ptficemz DHSB-B (obr. 4.2) je sulfatovan rychleji, nez DHSB-A (obr. 4.3).
Vzhledem k tomu, Ze konverze nebyla Gpln4, jsou pfitomny i1 vychozi latky (DHSB a p-
NPS, obr. 4.4. Jako vedlejsi produkt této reakce vznika také p-NP.
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Obr. 4.2 Prabéh sulfatace DHSB-B v ¢ase
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Obr. 4.3 Prabéh sulfatace DHSB-A v ¢ase
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Obr. 4.4 HPLC chromatogramy pribéhu sulfatace DHSB-A v ¢ase:
a) 1lh,b) 5h,c) 12h
1 —p-NPS, 2 — p-NP, 3 — DHSBS, 4 - DHSB

Pt sulfataci silychristinu vznikal kromé sulfatu SCHS také sulfat jeho oxidované

formy DHSCHS (obr. 4.5). Pro zjisténi, zda k oxidaci dochazi vlivem vzdu$ného

kysliku, byl testovan vliv obsahu kysliku v reakéni smési na pomér vznikajicich

produktl. Byly pfipraveny tfi reakéni smési — probubldni Ar (standardni postup,
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obr. 4.6), bez kysliku (obr. 4.7) a se 100 % kysliku (obr.4.8). Odbéry byly provadény
vcase 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 21 h. Vzhledem ktomu, Ze oxidované derivaty
flavonolignand maji jiné absorb¢éni maximum, nez parentni latky (360 vs. 285 nm),
byly pfipraveny kalibra¢ni kiivky, na zaklad¢ kterych byly spocitdny koncentrace
jednotlivych latek v reakéni smési. Na zéklad¢ tohoto experimentu bylo zjisténo, ze

pritomnost kysliku na tvorbu DHSCH vliv nema.

mAU

a) 3 PDA Multi 2 285nm, 4nmj

]

200

1004

0.0 25 5.0 7.5 10,0
min
mAU
b) 5 PDA Multi 1 360nm,4nml
10
5-
— ——— —
00 25 5,0 7.5 10,0

min

Obr. 4.5 HPLC chromatogramy prub¢hu sulfatace SCH v case:
a) 1hpfi 285 nm, b) 1h pti 360 nm
1 —p-NPS, 2 — SCHS, 3 — p-NP, 4 — SCH, 5 — DHSCHS
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Obr. 4.6 Pribéh sulfatace SCH (reakéni smés probublana argonem)
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Obr. 4.7 Priibéh sulfatace SCH (reakéni smés bez kysliku)
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Obr. 4.8 Pribéh sulfatace SCH (reakcni smés se 100 % kysliku)
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4.1.3 Purifikace sulfatovanych produkti

V ramci této prace jsem se zabyvala sulfataci 2,3-dehydrosilybinu a silychristinu
pomoci arylsulfotransferasy z Desulfitobacterium hafniense. Prace zahrnovala vlastni
piipravu sulfatii, jejiz soucasti je Casové pomeérné narocna kultivace bunék E. coli
transformovanych plazmidem pro tento enzym, indukci jeho exprese (IPTG), ptipravu
enzymu  (lyza  bunék  ultrazvukem),  pfipravu  reakéni  smési (2,3
dehydrosilybin/silychristin v acetonu, p-nitrofenylsulfat a enzym ve 100 mM Tris-Gly
pufru o pH 8,9) a jeji inkubace po dobu 4-6 hodin. Déle se zpracovavala reakéni smes a
separovaly vzniklé produkty. Reak¢ni smés byla pomérmné komplexni; obsahovala vzdy
velké mnozstvi p-nitrofenolu. Z 2,3-dehydrosilybinu vznikd smés mono- a disulfatu,
nedochézelo vsak k uplné konverzi, proto byly pfitomny i vychozi latky. Pti sulfataci
silychristinu dochézelo k tvorbé pfevazné monosulfatii, jako vedlejsi produkt jsme vSak
izolovali vZdy 1 sulfat 2,3-dehydrosilychristinu a velmi malé mnozstvi disulfati obou
latek. Reakéni smés byla nejprve odpatrena na asi polovi¢ni objem, poté se upravilo pH
na cca 7,6. Tato smés byla ptecisténa vytiepanim do ethylacetatu (3x), vodna faze po
odpafeni rozpusténa v 80% methanolu, nerozpustné latky oddéleny centrifugaci a
pfedcisSténa smeés rozdélena sloupcovou gelovou chromatografii (Sephadex LH-20).
Utinnost extrakce a obsah latek ve frakcich po sloupcové chromatografii byla sledovéna
pomoci chromatografie na tenké vrstvé (MF: ethylacetat/methanol/kyselina mravenci —

4/1/0,01, viz obr. 4.9 a 4.10).
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Obr. 4.9 TLC chromatogramy sulfatace DHSB

MEF: ethylacetat/methanol/kyselina mravenci,— 4/1/0,01 (v/v/v), DHSBSS
(2,3-dehydrosilybin disulfat), DHSBS (2,3-dehydrosilybin monosultat), DHSB
(2,3-dehydrosilybin)
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Obr. 4.10 TLC chromatogramy sulfatace SCH

MEF: ethylacetat/methanol/kyselina mravenc¢i,— 4/1/0,01 (v/v/v), SCHSS
(silychristin disulfat), SCHS (silychristin monosulfat), DHSCHSS
(2,3-dehydrosilychristin disulfat), DHSCHS (2,3-dehydrosilychristin monosulfat)

4.1.4 Charakterizace sulfatu

Identita sulfatl analyzovanych latek byla potvrzena srovnanim jejich NMR dat (tab.

4.1,4.2,4.3 a4.4) a MS spekter (obr. 4.11,4.12,4.13 a 4.14).

170114servisHR_9- #58-71 RT: 1.67-2.05 AV: 14 SB: 15 1.04-1.46 NL: 241E7
T: FTMS - p ESIFull ms [200.00-2000.00]

100 550.1
95;
903
853
807
75;
703
65
607
557
503
453
407
359
30% 560.1
257

104 2790
s 3190 |s61.1
E| 2795 2[99_0 J31—9-5 479.1 58‘1 o 661.0
P i 1

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
miz

Obr. 4.11 ESI-MS spektrum 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfatu



-47 -

Tab. 4.1 3C a 'H NMR data pro 2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat

Atom  &clppm] m _ Silppm] n(H) m J [Hz]
2 145,83 S - 0
3 136,45 S - 0
4 176,11 S - 0
4a 103,14 S - 0
5 160,74 S - 0
6 98,33 D 6,186 1 d 2
7 164,14 S - 0
8 93,64 D 6,461 1 d 2
8a 156,29 S - 0
10 78,52 D 4,303 1 ddd 7,9;4,6; 2,5
11 75,81 D 5,018 1 d 7,9
12a 143,36 S - 0
13 116,22 D 7,78 1 m
14 123,87 S - 0
15 121,42 D 7,77 1 m
16 116,92 D 7,127 1 m
16a 145,06 S - 0
17 131,24 S - 0
18 112,06 D 7,084 1 d 2
19 150,44 S - 0
20 143,28 S - 0
21 120,59 D 7,513 1 d 8,4
22 119,67 D 6,968 1 dd 8,4;2,0
23 60,08 T 3,594 1 ddd 12,4;4.8; 2,5
3,391 1 ddd 12,4;5,8; 4,6
3-OH - - 9,53 1 brs
5-OH - - 12,406 1 S
7-OH - - 10,803 1 brs
19-OMe 55,82 Q 3,769 3 ]
23-OH - - 5,01 1 dd 5,8, 4,8

0 - chemicky posun, m - multiplicita, n - pocet vodikd, J - interak¢éni konstanta
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170114servisHR_8- #61-73 RT: 1.75-2.11 AV: 13 SB: 16 1.04-1.49 NL: 5.79E6
T: FTMS - p ESI Full ms [200.00-2000.00]
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Obr. 4.12 ESI-MS spektrum 2,3-dehydrosilybin-7, 20-O-disulfatu

280114servisHR_2- #57-61 RT: 1.63-1.75 AV:5 SB: 7 1.36-1.54 NL: 542E7
T: FTMS - p ESIFull ms [200.00-2000.00]
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Obr. 4.13 ESI-MS spektrum silychristin-19-O-sulfatu
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Tab. 4.2 '3C and 'H NMR data pro 2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfat

Atom  Oc[ppm] m Ou[ppm] (;11) m J [Hz]

2 1466 S - 0
3 13678 S ] 0
4 17642 S i 0
4a 10513 S ] 0
5 15080 S i 0
6 10145 D 6607 1 d 2
7 15049 S i 0
8 9770 D 6958 1 d 2
8a 15527 S ; 0
10 7856 D 4298 1 ddd 7.9:4.6:2.5
1 7579 D 5026 1 d 7.9
12a 1433 S i 0
13 11668 D 7869 1 m
14 12375 S i 0
15 12125 D 7757 1 m
16 11699 D 7136 1 m
16a 14519 S i 0
17 13122 S ] 0
18 11198 D 7087 1 d 2
19 15043 S i 0
20 14324 S ] 0
21 12059 D 7.51 I d 8.4
2 11964 D 6969 1 dd  84:2.0
23 6007 T 3591 1 ddd 12"2"55’0’
12,4: 5.9;
33851 ddd P
3-OH ] _ 9644 1 brs
5-0H ] C12325 1 s
7-OH - - - 1 brs
19- 55,8 Q 3,768 3 S
OMe ’ ’
23-OH ] ~ 5015 1 dd 5.9:5.0

o0 - chemicky posun, m - multiplicita, n - pocet vodiki, J - interak¢ni konstanta
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Tab. 4.3 3C and 'H NMR data pro silychristin-19-O-sulfat

Atom _ Sclppm] m_ dulppm] n(H) m J [Hz]
2 8329 D 4,981 1 d 11,3
3 71,74 D 4,498 1 dd 11,3; 6,2
4 197,56 S - 0
4a 100,32 S - 0
5 163,36 S - 0
6 96,17 D 5,878 1 d 2
7 16728 S - 0
8 95,17 D 5,844 1 d 2
8a 162,56 S - 0
10 86,85 D 5,509 1 d 7
11 53,6 D 3,489 1 ddd 7,0; 6,8; 5,5
11a 12896 S - 0
12 11536 D 6,871 1 d 1,7
13 130,19 S - 0
14 11578 D 6,831 1 d 1,7
15 140,79 S - 0
15a 147,11 S - 0
16 136,66 S - 0
17 110,68 D 6,997 1 d 2
18 150,55 S - 0
19 142,53 S - 0
20 12093 D 7,438 1 d 8,3
21 117,74 D 6,882 1 dd 8,3: 2,0
22 6299 T 3,659 1 ddd 10,9; 6,8; 5,7
3,747 1 ddd 10,9; 5,5; 5,2
3-OH - - 5,707 1 d 6,2
5-OH - - 11,916 1 s
7-OH - - 10,747° 1 brs
15-OH - - 10,315° 1 s
18-OMe 5583 Q 3,737 3 s
22-OH - - 5,01 1 dd 5,7:5.2

“ptirazeno metodou HSQC, ®mohou byt zaménény

0 - chemicky posun, m - multiplicita, n - pocet vodikd, J - interak¢éni konstanta
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Tab. 4.4 3C and 'H NMR data pro 2,3-dehydrosilychristin-19-O-sulfat

Atom  &lppm| m  Gippm| n(H) m___ J[Hz
2 146,34 S 0
3 13584 S 0
4 17591 S 0
4a 103,08 S 0
5 16077 S 0
6 9826 D 6,193 I d 2
7 16398 S 0
8 9344 D 642 1 d 2
8a 15622 S 0
10 873 D 5.602 1 d 6.6
1 5327 D 3578 ! m
11a 12074 S 0
12 11558 D 7.6 1 dd 1.8:10
13 12394 S 0
14 116 D  7.647 1 dd  1.8:04
15 14098 S 0
15a 14876 S 0
16 13643 S 0
17 11072 D 7.007 ! d 2.1
18 15061 S 0
19 142,64 S 0
20 12101 D 7457 1 d 8.3
21 11778 D  6.89% 1 ddd  83:2.1:04
2 6301 T 3774 1 m
3722 ! m
3-OH ] ~ 9347 I s
5-OH ] _ 12457 1 s
7-0H i - 10757 1 s
15'(())H ] - 9599 1 s
18-OMe 5587 Q 3745 3 s
22-0H ; -~ 5081 I dd XI=108

0 - chemicky posun, m - multiplicita, n - pocet vodikd, J - interak¢éni konstanta
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Obr. 4.14 ESI-MS spektrum 2,3-dehydrosilychristin-19-O-sulfatu

4.1.5 ZhaSeni 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu

Vysledky z testu zhaseni DPPH radikalu byly vyjadfeny jako hodnoty ICso, které je
nepiimo umeérné aktivité testované latky (tab. 4.5). Nejlepsi aktivitu vykazoval 2,3-
dehydrosilychristin monosulfat s ICso= 7,87 uM, DHSCH m¢l aktivitu jen nepatrné niZsi.
Schopnost zhaset DPPH u DHSB a jeho monosulfatu byla srovnatelnd, zatimco

u disulfatu nebylo hodnoty ICs¢ dosazeno ani pii nejvyssi testované koncentraci (50 uM).

Tab. 4.5 Hodnoty testu zhaSeni DPPH radikélu

vzorek DPPH? (ICs0(uM))

DHSB 13,3+0,6
DHSBS 14,1+ 0,5
DHSBSS >50
SCH 37,1+ 3,09
SCHS >50)
DHSCH 8,6+0,8
DHSCHS 7.9+0,3

2 2,2-Difenyl-1-pikrylhydrazyl
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4.1.6 ZhaSeni radikdlu 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové

kyseliny)

V ptipadé méfeni testu na zhaSeni ABTS™ radikalu byly vysledky uvedeny jako
ekvivalenty vitaminu C (kalibra¢ni kiivka obr. 4.15, tab. 4.6). Nejvyssi aktivitu mél
silychristin 1,50 CE.

Tab. 4.6 Hodnoty testu zhaSeni ABTS™ radikalu

vzorek ABTS™ (CE)
DHSB 0,77 £ 0,01
DHSBS 0,71+ 0,03
DHSBSS 0,55+ 0,03
SCH 1,50 + 0,09
SCHS 0,62 + 0,03
DHSCH 0,93 + 0,03

DHSCHS 0,62 + 0,02
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Obr. 4.15 Kalibra¢ni kiivka vitaminu C
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4.1.7 Redukce Folin-Ciocalteauova ¢inidla

Vysledky redukce Folin-Ciocalteauova ¢inidla byly uvedeny jako ekvivalenty gallové
kyseliny (kalibracni kiivka obr. 4.16, tab. 4.7). Nejlepsich vysledka bylo dosazeno u 2,3-
dehydrosilychristinu s 1,58 GAE. Témér stejné aktivity bylo dosazeno také u 2,3-
dehydrosilybinu.

Tab. 4.7 Hodnoty testu redukce Folin-Ciocalteauova ¢inidla

vzorek  FCR (GAE)"

DHSB 1,51+ 0,09
DHSBS 1,03+ 0,01
DHSBSS 0,95+ 0,01
SCH 1,13+0,23
SCHS 0,80+0,11
DHSCH 1,58 £ 0,04
DHSCHS 1,44 +0,01
® redukce Folin-Ciocalteauova ¢inidla (ekvivalenty gallové kyseliny méteny pii 1 mM)

4,5
< y=4,1914x - 0,1803

R? = 0,9995 ‘

3,5

2,5

v o
0,5 " A

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
¢, UM

Obr. 4.16 Kalibracni kiivka gallové kyseliny pro stanoveni reduk¢ni kapacity
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4.1.8 Test schopnosti redukovat zelezité ionty

Vysledky testu FRAP byly uvedeny jako ekvivalenty Fe** (kalibra¢ni kiivka obr. 4.17,
tab. 4.8). Nejvyssi antioxidacni aktivitu mél 2,3-dehydrosilybin disulfat 1,61. Déle byly
velmi aktivni oba monosulfaty 2,3-dehydrosilybinu a 2,3-dehydrosilychristinu.

Tab. 4.8 Hodnoty testu FRAP

vzoreck  FRAP (Fe*")

DHSB 0,81 +0,02
DHSBS 1,46 0,03
DHSBSS 1,61 +0,04
SCH 0,64 + 0,06
SCHS 0,05+ 0,00
DHSCH 0,28 £0,01
DHSCHS 1,44 +0,04
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0,4 R? =0,9998 e
04 | e N
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Obr. 4.17 Kalibra¢ni ktivka Fe3*
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4.1.9 ZhaSeni N,N-dimethyl-p-fenylendiaminového radikalu

Nejvyssi aktivitu v testu zhaSeni DMPD™ radikalu vykazoval 2,3-dehydrosilybin
disulfat 1,90 CE. Vyraznou aktivitu vykazoval rovnéz silychristin a jeho monosulfat.
Vysledky jsou uvedeny jako ekvivalenty vitaminu C (kalibra¢ni kiivka obr. 4.18,
tab. 4.9). Kalibra¢ni kiivka v tomto testu neni linearni, pravdépodobné jsme se dostali

mimo oblast platnosti Lambert-Beerova zakona.

Tab. 4.9 Hodnoty testu DMPD™

vzorek DMPD™ (CE)

DHSB 1,02 £ 0,02
DHSBS 0,97 £ 0,02
DHSBSS 1,90 0,10
SCH 1,50 = 0,02
SCHS 1,56 £ 0,08
DHSCH 0,97 £ 0,02
DHSCHS 1,02 +£ 0,04
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60 POrtad y =30,475In(x) - 88,521

50 Rl ) R?=0,9818
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Obr. 4.18 Kalibrac¢ni kiivka vitaminu C
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4.1.10Inhibice peroxidace lipida

Vysledky inhibice lipoperoxidace lipidid byly vyjadfeny v hodnotach ICso (viz tab.
4.10). Nejvyssi aktivitu vykazoval 2,3-dehydrosilybin s ICso= 10,4 uM. Stejné jako
v ptipad¢ testu na zhaSeni DPPH nebylo v testu inhibice peroxidace lipidi dosazeno

hodnoty ICso ani u 2,3-dehydrosilybin disulfatu ani u silychristinu.

Tab. 4.10 Hodnoty testu inhibice peroxidace lipida

vzorek Lpx© (ICso(uM))

DHSB 10,4 +0,4
DHSBS 13,7+ 0,4
DHSBSS >50
SCH 17,9+ 0,7
SCHS >50
DHSCH 14,6 £ 0,4
DHSCHS 12,0+ 1,8

¢ inhibice lipoperoxidace krysich jaternich mikrosomi indukované¢ ¢

butylhydroperoxidem

4.1.11Zhodnoceni biologické aktivity

Nejlepsi antioxidacni aktivitu v testu pro zhaSeni DPPH radikalu mél 2,3-
dehydrosilychristin monosulfat (ICso = 7,9 uM), v ptipadé redukce Folin-Ciocalteuova
¢inidla 2,3-dehydrosilychristin (1,58 GAE), pii méfeni testu zhaSeni ABTS™ radikalu
silychristin (1,50 CE), u testu inhibice peroxidace lipidli to byl 2,3-dehydrosilybin
(ICs0=10,4 uM), vtestu FRAP mél nejvyssi aktivitu 2,3-dehydrosilybin disulfat
(1,61 ekvivalentii Fe**), a u testu na zhaSeni DMPD"™ mél nejvyssi aktivitu také 2,3-
dehydrosilybin disulfat (1,90 CE).

Jak je jiZz na prvni pohled patrné, hodnoty se u jednotlivych testl liSily. To miiZze byt
zpusobené rozdilnym mechanismem antioxidacnich testli. Napfiklad u testu zhaSeni
ABTS™ probiha jen pfesun elektrond, zatimco u testu na zhaSeni DPPH radikalu muize
dojit 1 k pfesunu H atomu z antioxidantu. Z tohoto divodu je mozné ptredpokladat
rozdilné vysledky [10].

V tab. 4.11 je uvedeno zhodnoceni vysledki testli podle antioxida¢ni aktivity vzorkl
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(sestupn€). Z vysledkli se obecné neda usoudit, jestli jsou zkoumané latky lepSim
antioxidantem v sulfatované nebo nesulfatované formé.

V ptipadé¢ méteni testu FRAP je vidét, ze nejaktivnéjsi jsou sulfatované dehydro-
derivaty. V pfipadé meéteni zhaSeni DPPH radikdlu a inhibice peroxidace lipida
u silychristinu sulfatu a 2,3-dehydrosilybinu disulfatu nebyla hodnota ICso dosazena ani

v nejvyssi pouzité koncentraci, takze jejich aktivita v téchto testech byla velice nizka.

Tab. 4.11 — Zhodnoceni vysledkii podle antioxidacni aktivity vzorka

metoda vzorek hodnota metoda vzorek hodnota
DHSCHS 7,87 DHSB 10,66
DHSCH 8,63 DHSCHS 11,97
DHSBS 14,5 DHSBS 13,66
]alélzg DHSB 153 (%’5’(‘)) DHSCH 14,59
SCH 37,06 SCH 17,93
SCHS > 50 SCHS > 50
DHSBSS > 50 DHSBSS > 50
DHSCH 1,58 SCH 1,5
DHSB 1,51 DHSCH 0,93
FCR DHSCHS 1,44 ABTS™ DHSB 0,77
(GAE)* SCH 1,13 (CE)** DHSBS 0,71
DHSBS 1,03 DHSCHS 0,62
DHSBSS 0,95 SCHS 0,62
SCHS 0,8 DHSBSS 0,55
DHSBSS 1,61 DHSBSS 1,9
DHSBS 1,46 SCHS 1,56
DHSCHS 1,44 . SCH 1,5
(lei?*i * DHSB 0,81 ]?gg)lz* DHSB 1,02
SCH 0,064 DHSCHS 1,02
DHSCH 0,28 DHSBS 0,97
SCHS 0,05 DHSCH 0,97

*ekvivalenty gallové kyseliny
**ekvivalenty vitaminu C

##*ekvivalenty Fe?*

Bakteridlni AST z D. hafniense se ukazala jako ideédlni néstroj pro biotransformaci celé

Skaly flavononoidii. Navic je stabilni, vysoce G€inna a dava velké vytézky (50-80 %).
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Sulfatované produkty jsou identické pii pouziti obou AST [43]. Tato bakterialni AST
byla pouzita i k sulfataci steroidt [45].

V ramci této diplomové prace jsou vysledky antioxida¢ni aktivity sulfatovanych
minoritnich flavonolignanti uvedeny viibec poprvé. V literatuie jsme nenalezli ¢lanek,
ktery by se timto tématem zabyval, nicméné biologicka aktivita nesulfatovanych
minoritnich flavonolignana publikovéana byla. Tomuto tématu se vénuje prace [30], v niz
byla stanovena redukéni kapacita Folin-Ciocalteauovym c¢inidlem, schopnost zhaset
DPPH a ABTS™ radikal a inhibice peroxidace lipidd. Studie zahrnuje pouze data pro
DHSB, SCH a DHSCH. Pro DHSB jsou obdobné vysledky v testu FCR, LPX 1 zhé&Seni
DPPH, ale li$i se u testu pro zhaseni ABTS™. U SCH byly vysledky vSech testl v dobré
shodé, kromé testu na zhaSeni DPPH radikalu. Pro DHSCH se vysledky liSily u vSech
testdl. V ¢lanku [28] byla zkoumdana pouze inhibice peroxidace lipida a schopnost zhaset
DPPH radikal pro DHSB. U testu LPX byla data ve shod¢ s nasimi vysledky, ale v testu
zhaSeni DPPH nikoli. V ¢lanku [10] se zabyvaji také testovanim biologické aktivity
DHSB, SCH a DHSCH. U prvnich dvou latek jsou data v dobré shod¢ s nasimi daty,
ovSem Vv ptipadé DHSCH se 1isi. V testu DPPH se jevi DHSCH podle zmifiovaného
¢lanku aktivnéj$i nez v nasem piipadé.

V ptipadé sulfatace silybinu jsou vytézky sulfatovanych produktli pomérné vysoké
(kolem 60 %), pticemz rychleji se sulfatuje silybin B [50]. V piipad¢ sulfatace 2,3-
dehydrosilybinu se také rychleji sulfatuje stereoisomer B, ovSem vytéZznost je jen okolo
10 % (monosulfat) a 12 % (disulfat). Pfi sulfataci silychristinu je vytéZnost asi 40 %.
Obecné je u flavonoidil vytéznost pomérné nizkd, coz je dané obsahem velkého mnoZzstvi

hydroxylovych skupin, které maji tendenci se spojovat a nelze je tudiz odd¢lit.



-60 -

4.2 Glukuronidy

Vzorky ze studie ¢asového pribéhu tvorby glukuronidit SCH byly analyzovany nejen
pomoci HPLC, ale také pomoci MS. Na obr. 4.19 je porovnani HPLC a MS spektra této
glukuronidace. Vypoctena hmota pro glukuronid SCH byla 658. Na obr. 4.20 aobr. 4.20 b
jsou vidét piky s hmotou 657 (méfeno v zaporném modu), coz dokazuje skuteCnou
ptitomnost glukuronidi. Podatfilo se tedy potvrdit tvorbu dvou glukuronidi. Na
obr. 4.20 ¢ je zobrazeno MS spektrum SCH v zéporném maodu.

Pfi studiu optimalizace podminek této reakce bylo zjiSténo, ze koncentrace UDP-
glukuronové kyseliny nema vyznamny vliv na tvorbu glukuronidii silychristinu, naopak
koncentrace pfidanych mikrozomu vliv na jejich tvorbu ma.

Tato studie se nachazi v prvotni fazi, dalsi vyzkum bude i nadale probihat v Laboratofi

biotransformaci na MBU, AV CR.

mAU
125 3 POA Mulli 1 285nm 4nm
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Obr. 4.19 HPLC a MS spektrum glukuronidace SCH:
1 — glukuronid ¢.1, 2 — glukuronid ¢.2, 3 — SCH
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Obr. 4.20 MS spektrum produktd glukuronidace SCH v zdporném modu:
a) glukuronid ¢.1, b) glukuronid €.2, ¢c) SCH
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5 Zaveér

Vramci této diplomové prace jsme pripravili standardy metaboliti druhé faze
biotransformace vybranych minoritnich flavonolignanti (2,3-dehydrosilybin-20-O-sulfat,
2,3-dehydrosilybin-7,20-O-disulfat, silychristin-19-O-sulfat, 2,3-dehydrosilychristin-19-
O-sulfat), purifikovali je a optimalizovali jejich ptipravu.

U vsech produktti byla studovana biologicka aktivita a biofyzikalni parametry. V testu
zhaSeni DPPH byl nejucinn€j$im antioxidantem 2,3-dehydrosilychristin sulfat (ICso =
7,87+ 0,26 uM), pii zhaseni ABTS™ radikalu silychristin (1,50 = 0,09 CE), redukci Folin-
Ciocalteauova cinidla 2,3-dehydrosilychristin (1,58 £ 0,26 GAE), v piipad¢ inhibice
peroxidace lipidit 2,3-dehydrosilybin (ICso= 10,44 = 0,37 uM), u testu FRAP 2,3-
dehydrosilybin disulfat (1,61 + 0,04 Fe*") stejné jako u testu zhdgeni DMPD™ radikalu
(1,90 £ 0,10 CE).

Soucasti této diplomové prace byla také ptiprava glukuronida silychristinu. Na zakladé
této studie byla potvrzena jejich tvorba a déle bylo zji$téno, Ze zména koncentrace UDP-
glukuronové kyseliny nemd vyznamny vliv na tvorbu produktii, zatimco koncentrace

pouzitych mikrosomu ano.
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