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Abstrakt

17a-ethinylestradiol (EE2), ktery patii mezi nejvice predepisovand léciva, je
synteticky hormon odvozeny od télu prirozeného hormonu 173-estradiolu. Radi
se mezi estrogenni endokrinni disruptory, tedy latky, které jsou schopné ménit
funkce endokrinniho systému a zplisobovat nezddouci uc¢inky v organismu i jeho
potomstvu.

V této diplomové praci byl sledovan vliv EE2 na enzymové aktivity hlavnich
enzymu I. faze biotransformace xenobiotik, cytochromu P450 (CYP), in witro.
V potkanim organismu byly studoviany isoformy 1A1, 2B1/2, 2C6, 2C11, 2E1
a 3A1/2. V lidském organismu byly studovany isoformy 1A1, 1A2, 2B6, 2C9, 2E1
a 3A4. Kazda isoforma CYP byla inkubovana s EE2 o dvou koncentracich, s 10uM
EE2 a koncentraci EE2, ktera byla stejna jako koncentrace substratu ve specifické
markerové reakci CYP.

Vysledky ukézaly, Zze v potkanich jaternich mikrosomech byla v pritomnosti
EE2 snizena aktivita vSech studovanych isoforem cytochromt P450 kromé isoformy
CYP1A2. Nejvice byla vlivem EE2 o koncentraci rovné koncentraci substratu
inhibovdna isoforma CYP2CG6, jejiz aktivita byla sniZzena na 36%. V lidskych
jaternich mikrosomech doslo v pritomnosti EE2 k poklesu aktivity u isoforem
CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1 a CYP3A4. Nejvice byla, stejné jako v potkanim
modelu, inhibovana isoforma podrodiny 2C, CYP2C9. Aktivita CYP2C9 byla
po inkubaci s EE2 o koncentraci stejné jako koncentrace substratu pouze 54%.
CYP1A2 nebyl v lidskych jaternich mikrosomech EE2 viibec ovlivnén.

Déle byla stanovena koncentrace EE2 zpusobujici 50% inhibici (ICsg) lidskych
isoforem rCYP1A1 a rCYP3A4. Pro rCYP1A1 byla hodnota ICs, 25,6 uM a pro
rCYP3A4 byla hodnota IC5p 4,5 uM.

V  pripadé potkantho rCYP1A1l byla pro wuréeni typu inhibice
17a-ethinylestradiolem provedena inhibi¢ni studie. Ukazalo se, ze rCYP1Al
podléhd pri nizkych koncentracich substratu 7-ethoxyresorufinu (7-ER) autoaktivaci
a EE2 se pri vysokych koncentracich 7-ER chova jako kompetitivni inhibitor
rCYP1A1. Byl proveden odhad inhibi¢ni konstanty Kj, jejiz hodnota byla 6,4 uM.

Klicova slova: endokrinni disruptory, 17a-ethinylestradiol, cytochrom P450,

inhibice, IC50



Abstract

17a-ethinylestradiol (EE2) is a synthetic hormone, derivative of the natural
hormone estradiol. EE2 is one of the the most prescribed drugs in the world. It
belongs to the estrogenic endocrine disrupter chemicals. These compounds are able
to alter functions of the endocrine system and cause adverse effects in the organism,
offspring and (sub)population.

In this thesis, there are observed effects of 17o-ethinylestradiol on enzyme
activities of main enzymes involved in phase I of xenobiotic biotransformation,
i.e. cytochromes P450 (CYP), in wvitro. Isoforms of CYP subfamilies 1A, 2B, 2C,
2E and 3A were studied in rats and humans. Each CYP isoform was incubated
with EE2 at two concentrations, 10uM EE2 and the concentration corresponding
to the substrate concentration in the specific marker reactions of individual CYP
isoforms.

The results indicate, that in rat liver microsomes the activity of all studied
isoforms except CYP1A2 was decreased in the presence of EE2. When EE2 was
added to the incubation mixture at the concentration of the reaction substrate, the
greatest decrease in enzyme activity was observed for CYP2C6, with the remaining
activity only 36%. In human liver microsomes, the activity of CYP2B6, CYP2C9,
CYP2E1 and CYP3A4 was also effected by EE2. As in the case of rat model, CYP2C
subfamily isoform was inhibited the most. The remaining activity of CYP2C9,
after incubation with EE2 in the concentration of CYP marker reaction substrate,
was only 54%. CYP1A2 was not affected by 17c-ethinylestradiol in human liver
microsomes.

The concentrations of EE2 causing 50% inhibition (ICsq) of human rCYP1A1
(25,6 uM) and rCYP3A4 (4,5 uM) were determined.

In the case of rat CYP1A1, the type of inhibition was determined by kinetic
study. Results revealed that CYP1Al is autoactivated at low concentrations of
7-ethoxyresorufin (7-ER) and that EE2 inhibits CYP1A1 in competitive manner

at high concetrations of 7-ER. The inhibition constant was estimated to be 6,4 uM.
[In Czech]

Key words: endocrine disruptors, 17o-ethinylestradiol, cytochrome P450,

inhibition, ICsq
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Seznam pouzitych zkratek

4’-OH-DIX 4’-hydroxylace diklofenaku
6-OH-CLZ 6-hydroxylace chlorzoxazonu
6p-OH-TST 6p-hydroxylace testosteronu

B-NF B-naftoflavon

BFCOD O-debenzylace 7-benzyloxy-4-trifluormethyl-kumarinu
BCA bicinchoninova kyselina

BSA bovinni sérovy albumin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat
CTRL kontrolni skupina

CYP cytochrom P450

DBD DNA véazajici doména

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

El estron

E2 estradiol

E3 estriol

EE2 17a-ethinylestradiol

EDC endokrinni disruptory

EFCOD O-deethylace 7-ethoxy-4-trifluormethyl-kumarinu
EGF epidermalni ristovy faktor

EI komplex enzym-inhibitor

EIS komplex enzym-inhibitor-substrat
ES komplex enzym-substrat

ERo/f estrogeni receptor o/f3

ERE estrogen rozpoznavajici isek DNA
EROD O-deethylace 7-ethoxyresorufinu

exo-AFBO epoxidace aflatoxinu B1
HAA heterocyklické aromatické aminy
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HLM
HPLC
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Kwm

KCZ
LBD
MAPK
MIC
MFO
MROD
NADPH
NADPH-GS
OH-BUP
PAH

PB

PCN
PMSF
POD
PROD
ROH
RPM
UGT
Vinax

lidské jaterni mikrosomy

vysokoucinna kapalinova chromatografie

insulinu podobny ristovy faktor-1

koncentrace slouceniny zpusobujici 50% inhibici daného enzymu

Michaelisova konstanta

ketokonazol

ligand vazajici doména

mitogenem aktivované proteinkinazy
komplex metabolického meziproduktu
monooxygenasy se smisenou funkei
O-demethylace 7-methoxyresorufinu
nikotinamidadenindinukleotid fosfat
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fenobarbital
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O-depentylace 7-pentoxyresorufinu
hydroxyderivat substratu

pocet otacek za minutu
uridinglukuronosyltransferasy

maximalni rychlost reakce
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Uvod

Estrogenni sloucCeniny jsou klicové regulatory fyziologickych zmén spojenych
s zenskym i muzskym reprodukénim systémem (mléénd zlaza, déloha, vagina,
vajecniky, varlata, nadvarlata a prostata), dale hraji dulezitou roli v udrzeni kvality
kosti, centralnim nervovém systému a imunitnich reakcich [1].

Za poslednich 50 let se zamérila pozornost na sSirokou skalu xenobiotik, které
narusuji endokrinni systém lidské populace a které jsou schopné s télu prirozenymi
hormony interagovat. Tyto latky se oznacuji jako endokrinni disruptory (EDC,
z angl. ,endocrine disrupting compounds®) [2]. Endokrinni disruptory jsou latky
nebo smési, které méni funkce endokrinniho systému a zplsobuji nepriznivé
zdravotni ¢inky v intaktnim organismu, jeho potomstvu nebo (sub)populaci [3].
Do skupiny EDC patii exogenni i endogenni slouceniny s estrogenni aktivitou, coz
jsou latky prirodni i syntetické. Mezi né patii 17o-ethinylestradiol, synteticky
derivat pfirozeného hormonu 173-estradiolu [4].

Vzhledem k tomu, zZe je 17o-ethinylestradiol hlavni slozkou témér vsech
pripravkit moderni hormonalni antikoncepce, fadi se mezi nejuzivanéjsi lécivo
viibec [5]. Jelikoz je 17o-ethinylestradiol velmi odolny viaci biodegrada¢nim
procestim, dostava se snadno do potravniho fetézce a zvysuje riziko vzniku rakoviny
varlat a prsu, snizuje kvalitu a pocet spermii a zptsobuje celkovou neplodnost [6].

Od roku 2013 je 17a-ethinylestradiol na seznamu sledovanych nové vznikajicich
latek znecistujici vodni ekosystém, ktery je soucasti ramcové smérnice EU o vodé
[7].

S ohledem na rizika, ktera 17o-ethinylestradiol pro clovéka predstavuje, je
jeho sledovani v zivotnim prostredi, studium jeho bioakumulace, metabolismu,
biodegradace, a toxicity velmi dilezité a zkoumané mmnoha institucemi po celém

svété [6].
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1. Literarni prehled

1.1 Estrogeny

Estrogeny jsou biologicky aktivni latky, patiici do skupiny steroidnich hormonii.
Stejné jako progesterony, glukokortikoidy, mineralokortikoidy a androgeny jsou
odvozeny od cholesterolu [8]. Jsou uvoliiovany kirou nadledvin, varlaty, vaje¢niky
a placentou v lidském i zvifecim organismu. Jedna se predevsim o zZenské pohlavni
hormony, které zajistuji spravnou funkci reprodukénich organti, prsa, pokozky
a mozku [8]. Estrogeny ptisobi na bunku predevsim genomovym uc¢inkem
pomoci estrogennich receptori ERa a ERP [9]. Estrogenni slouceniny se nachazi
i v rostlinné fisi a to ve formé fytoestrogenu [10].

Biosyntéza estrogenti vychazi z cholesterolu a probiha ve vajecnicich, placenté,
tukové tkani a varlatech [11]. Biosyntézu estrogent z cholesterolu zajistuje systém
cytochromu P450, konkrétné CYP11A1l, CYP17A1 a CYP19A1 (aromatasa),
ktery preménuje androgeny na estrogeny aromatizaci cyklohexanového kruhu
a odstranénim methylové skupiny [12].

Prirodni estrogeny sdili stejnou tetracyklickou molekulu slozenou ze ¢tyt kruhti
— aromatického, dvou cyklohexanovych a jednoho cyklopentanového kruhu [8].
Strukturni rozdil estrogenii spociva v rozdilné konfiguraci na uhliku 16 a 17, kde
mohou byt navdzané riuzné funkcni skupiny. V pripadé estronu (E1) je navizana
karbonylova skupina na C17, 173-estradiol (E2) obsahuje hydroxylovou skupinu na
C17 a estriol (E3) ma dvé hydroxylové skupiny na C16 a C17 [5, 8]. Struktura
prirodnich estrogent je na obrazku 1.1. Nejsiln¢jsim estrogenem v lidském téle
je 17B-estradiol, ktery je prekurzorem syntetického derivatu 17a-ethinylestradiolu

pouzivaného ve vétsiné perordlnich hormonélnich antikoncepcich [10].

Estron (E1) Estradiol (E2) Estriol (E3)

Obréazek 1.1. Struktura pfirodnich estrogennich hormonu (pfevzato a upraveno z [8]).
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Kapitola 1. Literarni prehled

1.2 17oc-ethinylestradiol

Synteticky estrogen 17o-ethinylestradiol je derivitem pfirozeného hormonu
estradiolu [13]. Od estradiolu se lisi tim, Zze ma na uhliku C-17 navdzanou
ethinylovou skupinu, kterda je velmi vyhodna pro pouziti EE2 v pripravcich
hormonélni antikoncepce (obrazek 1.2). Duvod, pro¢ je v pripraveich hormonalni
antikoncepce nahrazovan estradiol syntetickym 17a-ethinylestradiolem je ten, ze
17a-ethinylestradiol ma diky ethinylové skupiné dvakrat delsi polocas rozpadu nez
E2, ¢imz je odolnéjsi vici biodegradaci a rychlé inaktivaci v jatrech. Ethinylova
skupina v poloze C-17 blokuje potencialni tvorbu ketonu a stericky brani ptristupu
hydroxylové skupiny na C-17B3. PfestoZe ma EE2 velmi podobnou stukturu jako
E2, obsahuje EE2 diky ethinylové skupiné dva kvartérni uhliky, ¢imz je vadci
biodegradaci odolnéjsi [14].

Obrazek 1.2. Struktura 17«-ethinylestradiolu (vytvofeno v programu BKchem).

Diky ethinylové skupiné na C-17 je 17a-ethinylestradiol mnohem aktivnéjsi
nez jeho prekurzor 17B-estradiol [15]. Ethinylovd skupina brani oxidaci
178-hydroxyskupiny, kterd je oxidovdna pii pfeméné estradiolu na estron.
17a-ethinylovd skupina muze byt navic oxidovana, coz vede k tvorbé velmi
reaktivnich meziproduktl, které mohou nevratné inhibovat cytochromy P450
(CYP) zapojené do metabolismu EE2 [15].

Dtive nez je EE2 vyloucen z téla moci a stolici, je metabolizovan na biologicky
inaktivni formy hydroxylaci a naslednou methylaci nebo konjugaci se sulfaty
a glukuronidy na C-3 a/nebo C-17 [13].

17a-ethinylestradiol je terapeuticky vyuzivan od roku 1960, kdy byly prokazany
piiznivé ucinky na regulaci plodnosti Zen v produktivnim véku [12]. EE2 je
pouzivan témeér ve vSech pripravcich kombinované hormonalni antikoncepce

a je také predepisovan v ramci substituéni hormonalni lécby, pti lécbé rakoviny
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1.2. 17a-ethinylestradiol

prostaty a prsu a osteoporézy [5]. EE2 je zéroven pouzivan ke zvyseni produktivity
hospodarskych zvitat podporou ristu, prevenci a lécbou reprodukénich poruch.
V chovu ryb se EE2 pouziva k vyvoji jednopohlavnich rybich populaci, aby byl
optimalizovéan jejich rust [5, 12].

Ackoliv je uzivani ethinylestradiolu relativné bezpecné, byly zjistény rozdily
v rychlosti metabolismu EE2, kdy nizké i vysoké hodnoty EE2 mohou vést ke
klinickym problémutm [16]. Interakce lé¢iv a EE2 se rozdéluji do dvou skupin [17].
V prvnim pripadé se EE2 chova jako ,obét“. Soubézné podavana léciva inhibuji
nebo indukuji enzymy metabolizujici EE2 a tim ovliviiuji jeho farmakokinetiku. Tyto
lékové interakce jsou nezadouci. Inhibice vede ke zvyseni koncentrace EE2 a tim ke
vzniku vaskularnich onemocnéni a hypertenze. Indukce vede ke snizeni plazmatické
koncentrace EE2 a tim k prilomovym krvacenim a neplanovanym téhotenstvim.
V druhém pripadé se EE2 chova jako ,pachatel“ a inhibuje nebo indukuje enzymy
metabolizujici soubézné poddvand 1éciva [17].

Biologicky  1cinek  17a-ethinylestradiolu je  zprostfedkovany —interakci
s estrogennimi receptory a je analogicky pusobeni prirozenych estrogentu (zejména
E2) [12]. Na zdkladé tohoto mechanismu bylo prokdzéno, ze EE2 je 100x vice
ucinny ve srovnani s E2 a pro dosazeni stejného stupné biologického ucinku jsou
vyzadovany nizs$i davky oralné podéavaného EE2 nez E2 [12].

EE2 se tfadi mezi estrogenni endokrinni disruptory, tedy latky schopné ménit
funkce endokrinniho systému a nésledné zptisobovat nepriznivé zdravotni acinky ve

zdravém organismu, potomstvu nebo (sub)populaci [3].

1.2.1 Metabolismus 17o.-ethinylestradiolu

17a-ethinylestradiol je jeden z mala 1é¢iv, které prochazi predsystémovym
metabolismem, a je z vétsi miry metabolisovan ve stievé nez v jatrech [12].
Nejvyznamnéjsimi reakcemi metabolismu, kterymi EE2 prochéazi jsou oxidacéni
reakce na ruznych pozicich steroidniho jadra [12]. Kvantitativné nejvyznamnéjsi
reakci metabolismu EE2 je hydroxylace na C-2 (obrazek 1.3 na strané 17). Narozdil
od estradiolu nemize byt EE2 hydroxylovan v pozici C-16 kvili sterickému
branéni ethinylové skupiny na C-17a. Prozatim neni zamo, jestli je nepritomnost

16a-hydroxylace EE2 néjak farmakologicky vyznamné. Hydroxylace v pozici 4, 6
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Kapitola 1. Literarni prehled

a 16p byly prokazany také, ale k metabolismu ethinylestradiolu ve zna¢né mife
neprispivaji [12].

Hydroxyla¢ni reakce jsou katalyzované cytochromy P450 [16]. Bylo prokézano,
ze hlavnimi lidskymi cytochromy, které hydroxyluji EE2 v pozici C-2, jsou
CYP3A4, CYP2C9 a CYP2EL [15]. Dalsi isoformy prispivajici k 2-hydroxylaci EE2
v lidském organismu jsou CYP2C8, CYP2C19 a CYP1A2, zatimco prispévek
CYP2A6, CYP2B6 a CYP2D6 k 2-hydroxylaci EE2 je zanedbatelny [19].
V potkanim organismu jsou do 2-hydroxylace EE2 zapojeny predevsim jaterni
CYP1Al, CYP2C a CYP2E [18]. Dalsi studie potvrdila, ze EE2 je efektivné
hydroxylovin v pozici C-2 pomoci CYP2C6 a CYP2C11, zatimco CYP2A
a CYP3A katalyzuji preménu EE2 na jeho minoritni metabolit X-OH-EE2, jehoz
struktura zatim nebyla identifikovana [20]. Nésledné muze dochdzet pomoci
katechol- O-methyltransferasy k methylaci 2-OH-EE2 a vzniku sekundarniho
metabolitu 2-methoxyethinylestradiolu [21].

Jak 17o-ethinylestradiol, tak jeho hydroxylované metabolity podléhaji
konjugaci v jatrech (obrdzek 1.3 na strané 17) [12]. EE2 muze byt pfeménovan na
sulfaty (ethinylestradiol-3-sulfat, ethinylestradiol-17-sulfat), které cirkuluji krvi
v koncentracich 10x vyssich nez samotny EE2. EE2 je sulfatovan predevsim v 3-O
a 17-O-pozici, pricemz 3-O-sulfatace je castéjsi. Sulfatace EE2 je katalyzovand
sulfotransferasami (SULT), které jsou exprimované predevsim v gastrointestindlnim
traktu a jatrech [15].

17a-ethinylestradiol — je  Castecné preménovan také na  glukuronidy
(ethinylestradiol-3-glukuronid a ethinylestradiol-17-glukuronid), které
jsou bologicky inaktivni [22]. Glukuronizace probihd stejné jako sulfatace
v gastrointestindlnim traktu a jatrech na 3-O a 17-O-pozici pomoci
uridinglukuronosyltransferas (UGT) [23]. Inaktivované glukuronidy prochézi velmi
rychlou renélni clearance, kdy je krev v ledvinach ocisténa a glukuronidy odchazi
moci [12].

Béhem enterohepatalni recirkulace jsou sulfaty castecné dekonjugovany na
EE2 (EE2-3-sulfat az 12% a EE2-17-sulfat az 20%), coz prispiva k cirkulujicimu
nekonjugovanému EE2 [22].

Konec¢na eliminacni faze EE2 je charakterizovana polocasem rozpadu EE2, ktery
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¢ini 5 — 30 hodin [12]. Priblizné 62 % EE2 a jeho metaboliti je vylucovano stolici
a 38 % modci. Modi je vylucovano 6 % nekonjugovaného EE2, 80 % glukuronidi
a 8 — 10 % sulfatu a 9 % nekonjugovaného EE2 odchézi stolici. Metabolizovany EE2
odchazi z t¢la pritomny také ve zluci [12].

Konjugovany a nemetabolizovany EE2 prechdzi do odpadnich vod [24].
V distickach odpadnich vod je uvolnén z konjugati hydrolyzou, neni zde vSak

dostatecné zachycovan a prechazi tak déle do zivotniho prostfedi [24].

HO

HO 2-hydroxyethinylestradiol

CYP2C9

CYP3A4I

17a-ethinylestradiol

UGT]A]/ \L::ULTIEI
OH

Nte
~

HO™ "0

ethinylestradiol-3-O-glukuronid ethinylestradiol-3-O-sulfat

Obrazek 1.3. Hlavni metabolické drihy EE2 u ¢lovéka (pfevzato a upraveno z [17]).

1.3 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny, které patii mezi enzymy katalyzujici
oxida¢ni, peroxidaéni a redukéni reakce [25]. CYP jsou soucasti monooxygenas se
smisenou funkci (MFO, z angl. mixed function oxidases), kde CYP funguje jako
terminalni oxidasa. Souc¢asti MFO je také NADPH:cytochrom P450 reduktasa, kterd
s CYP spolupisobi [25].

Cytochromy P450 dostaly své jméno podle svych neobvyklych spektralnich
vlastnosti, diky kterym vykazuji typické absorpéni maximum (450 nm) pii vazbé

CO na redukovany komplex [26].
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Cytochromy P450 jsou rozdéleny do rodin a podrodin na zakladé procentualni
identity aminokyselinové sekvence [27]. CYP, které sdili vice nez 40% identitu
aminokyselinové sekvence, se fadi do jedné rodiny, ta je oznacena Ccislem za
zkratkou CYP. Do jedné podrodiny se fadi ty CYP, které vykazuji vice nez 55%
identitu aminokyselinové sekvence. Podrodiny se oznacuji velkym pismenem
za Cislem rodiny. Jednotlivé isoenzymy jsou oznaceny c¢islem za pismenem
podrodiny [27].

CYP jsou pritomny témér v celém téle a to predevsim v jatrech, plicich, tenkém
sttevé, ledvindch, nadledvinkach, mozku a kuzi [25]. V rdmci bunky se vyskytuji
prevazné v membranidch hladkého endoplazmatického retikula a membranach
mitochondrii [25].

CYP jsou intracelularni hemoproteiny, obsahujici priblizné 500 aminokyselin
[28]. Obsahuji protoporfyrinovy skelet (protoporfyrin IX), ktery je hydrofobnimi
silami a prostrednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny cysteinu vazan
v aktivnim centru enzymu. Sulfhydrylova skupina cysteinu méni elektronovou
hustotu porfyrinového kruhu hemu a diky tomu poskytuje elektronové centrum pro

aktivaci molekularniho kysliku. [28]

1.3.1 Mechanismus puasobeni cytochromi P450

Na pocatku reakce je hemové zelezo ve ferri formé a hexakoordinované (nizkospinovy
stav). Katalyticky cyklus zahrnuje fadu nésledujicich krokia (obrazek 1.4 na strané
19) [25, 28-30].

Prvnim krokem je vazba substratu, kterd vede ke konformacénim zménam
hemproteinového systému. Dojde k posunuti absorpéniho pasu hemu, zvySeni
redoxniho potencidlu a Zelezo je pentakoordinovano (vysokospinoy stav).

Druhym krokem je jednoelektronova redukce, kdy je hemové Zelezo redukovano
diky redoxnimu potencialu z predchoziho kroku na ferro formu jednim elektronem
z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, se kterou CYP spoluptisobi. Tato forma je
pak schopna vazat molekularni kyslik.

Tretim krokem je vazba molekuly kysliku poskytujici superoxidovy komplex, kde
je zelezo opét hexakoordinovano a v nizkospinové formé.

Ve ¢tvrtém kroku dochézi k druhému redukénimu kroku, kdy se na nestabilni
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superoxidovy komplex prenasi druhy elektron NADPH:cytochrom P450 reduktasou
nebo NADH:cytochrom b5 reduktasou, ¢imz dojde k aktivaci kysliku na peroxidovy
ion.

V patém kroku dochazi ke stépeni vazby O—0. Na jednom atomu kysliku dochéazi
k protonaci dvéma H* a uvolnéni molekuly vody. Druhy kyslik vSak zlstava vazany
na hemovém zelezu a vznika ferrioxenovy komplex.

V Sestém kroku je ferrioxenovy komplex stabilizovin posunem elektronu
z thiolatové siry cysteinu na kyslik. Vznikd kyslikovy radikal, ktery vytrhne
vodikovy atom z molekuly substratu a vznikd substratovy radikal a hydroxylovy
radikal navazany na hemovém zelezu.

Nakonec dochazi k rekombinaci radikali a tim vzniku hydroxyderivatu substratu

(ROH) a nativniho cytochromu P450.

I Vil
In.r # 74
. a
» -
Seys S - ’P// “oys
Hz0 BV &
HOH XKOOH @.
oH*
I
VI
\:{;II O_j ;‘L—'ell CO
\Cys\ o* % \@& I
0 2
cO
=3 F! 1! v F!.;.I v
\Cys \Cys

Obrazek 1.4. Reakéni cyklus cytochromu P450. Prevzato a upraveno z [26]. I — II:
Hemové zelezo je v klidové formé hexakoordinovdno (ferri forma) a po vazbé substratu RH
pentakoordinovano. IT — III: Redukce Zeleza jednoelektronovou redukci na ferro formu. ITI —
IV: Po vazbé molekularniho kysliku je Zelezo opét hexakoordinovano. IIT — V: Vazba oxidu
uhelnatého. IV — VI: Redukce NADPH:CYP reduktasou nebo NADH:cytochrom b5 reduktasou.
VI — VII: Stépeni vazby O-O za sou¢asného uvolnéni vody. VII — I: Vznik nativniho CYP a
vznik hydroxyderivitu substratu (ROH).
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1.3.2 Cytochromy P450 podrodina 1A

Lidské cytochromy P450 podrodiny 1A jsou nejvyznaméjsi cytochromy P450
v ramci aktivace prokarcinogenu na karcinogeny, protoze aktivuji az 90 %
vSech doposud znamych karcinogenu [25]. CYP1A katalyzuji oxygenaci
polycyklickych aromatickych uhlovodika (PAH, z angl. polyaromatic hydrocarbon),
heterocyklickych aromatickych amini (HAA, z angl. heterocyclic aromatic amines),
demethylaci azobarviv, dealkylaci fenacetinu a kofeinu a dalSich terapeutickych
latek [31]. Ackoliv oxygenaci substratai CYPI1A dochdzi k tvorbé poldrnich
metabolit, které jsou snéaze vylucitelné, vede oxygenace PAH a HAA také
k tvorbé arenoxidii, diolepoxidii a jinych elektrofilnich reaktivnich meziprodukti,
které mohou zpusobit vzniku DNA aduktt, prispivajich ke karcinogenezi a tim
vzniku nédoru [32].

Hlavni lidské isoformy cytochromii P450 podrodiny 1A jsou CYP1A1 a CYP1A2.
CYP1A1 je exprimovany v extrahepatdlnich tkanich, predesim v tkani plic, ktze,
gastrointestindlnim traktu, ale také v tkdni placenty, plodu a embrya [33]. CYP1A2
je narozdil od CYP1A1 typickym jaternim enzymem. CYP1A2 tvori 13 % veskerych
CYP v jétrech a metabolisuje 4 % vsech podavanych 1é¢iv [35].

Ackoliv CYP1A1 a CYP1A2 sdili 70% sekvenéni homologii, jejich substraty jsou
rozdilné. CYP1A1 preferuje planarni aromatické uhlovodiky a CYP1A2 aromatické
aminy a heterocyklické slouceniny [36].

Potkani CYP1A1 je exprimovan predevsim v tenkém streve, dale v jatrech,
ledvinéch, plicich a placenté [35]. S potkanim CYP1A1 sdili lidsky CYP1A1 79%
aminokyselinovou sekvenci [37]. Potkani CYP1A2 je exprimovan stejné jako lidsky
CYP1A2 vyhradné v jatrech [35] a s lidskym CYP1A2 sdili 72% aminokyselinovou
identitu [38].

1.3.3 Cytochromy P450 podrodina 2B

Mezi lidské cytochromy P450 podrodiny 2B patii CYP2B6 a CYP2B7. CYP2B6 je
exprimovan v jatrech, zatimco minoritni isoforma CYP2B7 je exprimovana v plicni
tkani [35].

Ackoliv je mnozstvi CYP2B6 v lidském organismu velmi nizké (0,2 % celkového

mnozstvi CYP), je tento cytochrom P450 velmi dulezity z hlediska participace na
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karcinogenezi [25] a metabolismu az 25 % predepisovanych léciv [35]. Hraje dulezitou
roli v metabolismu protinddorovych 1é¢iv jako jsou cyklofosfamid, ifosfamid [25]
a tamoxifen [35], v metabolismu anestetik ketaminu a propofolu a environmentélnich
polutantt aflatoxinu B1 a dibenzanthracenu [35].

V potkanech jsou exprimované 3 isoformy: CYP2B1, CYP2B2 a CYP2B3 [37].
CYP2B1 a CYP2B2 jsou strukturné velmi podobné a sdili 97% identitu [35].
CYP2B1/2 jsou exprimovény v jatrech a extrahepatdlnich tkanich (tenké stfevo,
plice). Exprese potkanich CYP2B je sexudlné dimorfni, pficemz samci potkanu
exprimuji vyssi hladiny CYP2B nez samice [35]. CYP2B1 sdili s lidskym CYP2B6

76% aminokyselinovou identitu [37].

1.3.4 Cytochromy P450 podrodina 2C

Cytochromy P450 podrodiny 2C jsou u clovéka hojné zastoupeny a maji velmi
sirokou substratovou specifitu [25]. Podrodina 2C je komplexni podrodinou, jejiz
proteiny vykazuji 80% homologii [34].

Hlavni lidské isoformy CYP2C jsou CYP2C8 a CYP2C9, které tvori 35 a 60 %
celkového mnozstvi CYP, zatimco minoritni isoformy CYP2C18 a CYP2C19 tvori
4 a1 % celkového mnozstvi CYP [35]. CYP2C18 neni exprimovan v jatrech témér
vibec, ale je hlavni isoformou epidermis. CYP2CS8 je exprimovan predevsim
v jatrech, ledvinach, nadledvinkach, mozku, déloze, mlécénych zlazach, vaje¢niku
a dvanactniku. CYP2C9 je exprimovan predevsim v jatrech, ledvinach, varlatech,
nadledvinach, prostaté, vajecénicich a dvanactniku. CYP2C19 je exprimovan
v jatrech a dvanactniku [35].

Cytochromy P450 2C jsou zapojeny do metabolismu 16 % predepisovanych
1é¢iv [35]. Pro isoformu CYP2C19 je vyznamny geneticky polymorfismus, ktery
zpusobuje, ze u ur¢itych skupin lidské populace (afroamericané, asiaté) jsou
ucinky nékterych 1é¢iv dependentni na polymorfné exprimovaném CYP2C19
[25, 35]. CYP2C8 je zapojen do metabolismu retinolu a kyseliny retinové, kyseliny
arachidonové, benzo[a]pyrenu a protinddorového lé¢iva paclitaxelu [35]. CYP2C9
je hlavni jaterni isoformou CYP2C a je zapojen do metabolismu tady klinicky
vyznamnych latek jako je phenytoin, S-warfarin a nékolika protizanétlivych léciv -

ibuprofen, diklofenak, piroxicam, tenoxicam, kyslina mefenamova [39]. CYP2C19 je
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zapojen do metabolismu omeprazolu, nékterych tricyklickych antidepresiv, jako je
imipramin, barbiturati, je odpovédny za metabolismus (-blokatorii - propranolol
a za metabolismus antimalarika proquanil [39].

Hlavni potkani isoformy CYP2C jsou CYP2C6, CYP2C7, CYP2CI11,
CYP2C12, CYP2C13, CYP2C22 a CYP2C23 [35]. CYP2C je hlavni podrodinou
CYP v potkanich jatrech. Mezi potkanimi isoformami je vyznamny sexudlni
dimorfismus. Potkani samice exprimuji vyssi hladiny CYP2C7 a CYP2C12 nez
samci. Potkani samci exprimuji vyssi hladiny CYP2C11 a CYP2C13. Ostatni

isoformy sexudlné dimorfni nejsou [35].

1.3.5 Cytochromy P450 podrodina 2E

Podrodina 2E zahrnuje jedinou isoformu cytochromt P450. Jednad se o isoformu
CYP2EL, ktera vykazuje velkou podobnost mezi jednotlivymi organismy [37]. Lidsky
CYP2E1 sdili 80% aminokyselinovou identitu s potkanim, mysim a psim CYP2E1
a s opi¢im CYP2E1 sdili 96% aminokyselinovou identitu [35]. V potkanim organismu
se nachazi jesté CYP2E2, ktery je vsak exprimovan pouze v neonatalnim obdobi [37].

CYP2EL1 je exprimovan predevsim v nosni sliznici, hltanu, plicich a jatrech [35].
Déale se CYP2E1 vykytuje v jatrech plodu a jeho aktivita je shodna s aktivitou
CYP2El v jatrech dospélych jedincu [40]. Jelikoz CYP2E1 oxiduje ethanol
a acetaldehyd, predpoklada se, ze je CYP2E1 hlavni ethanol-metabolisujici systém
lidského plodu [40].

Cytochrom P450 ze vsech organismi katalyzuje oxidaci ethanolu a jinych
alkoholi, kratkych alifatickych fetézci N-nitrosamini [37] a jinych organickych
slouCenin jako jsou benzen, styren, akrylonitril [35]. CYP2E1 zajistuje
metabolismus Tady 1é¢iv jako je acetaminofen (paracetamol), kofein, chlorzoxazon,

enfluran [35].

1.3.6 Cytochromy P450 podrodina 3A

Cytochromy P450 podrodiny 3A jsou nejvyznaméjsi cytochromy P450 v lidském
organismu. Jedna se o podrodinu cytochromti P450, které katalyzuji biotransformaci

50 % veskerych predepisovanych 1é¢iv [35].
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Hlavni lidské isoformy CYP3A jsou CYP3A4, CYP3A5. CYP3A4 a CYP3A5
sdili z 88% stejnou aminokyselinovou sekvenci [37]. CYP3A4 a CYP3A5 jsou
exprimovany v jatrech, zaludku, plicich, tenkém stievé a ledvinach. CYP3AT je
exprimovan pouze v jatrech plodu [35].

CYP3AA4 je nejvice zastoupenou lidskou isoformou [41]. CYP3A4 je lokalizovén
predevsim na vrcholu klkii v enterocytech, kde hraje dilezitou ilohu v metabolismu
xenobiotik pri prvnim prichodu [35]. CYP3A4 katalyzuje predevsim preménu rady
léc¢iv, ale participuje i na karcinogenesi nékterych sloucenin jako jsou prirodni
produkty (aflatoxiny), polycyklické aromatické uhlovodiky, aromatické aminy
a steroidni slouceniny (17B-estradiol, testosteron, progesteron, kortisol) [25].
Substratova specifita CYP3A5 je velmi podobna substratové specifité CYP3A4,
ackoliv je role CYP3Ab5 v metabolismu 1é¢iv v jatrech vyznamné nizsi v porovnani
s CYP3A4 [41]. CYP3A7 je hlavni isoformou CYP3A v jatrech plodu, kde
katalyzuje hydroxylaci steroidnich hormonti, N-demethylaci ethylmorfinu, kodeinu
a dextromethorfanu a aktivaci aflatoxinu B1 [40].

V potkanech se vyskytuji isoformy CYP3A1, CYP3A2, CYP3A9, CYP3A1S,
CYP3A23 a CYP3A62 [35]. Exprese téchto potkanich isoforem je sexudlné
dimorfni. CYP3A2 a CYP3A18 jsou vyhradné samci isoformy, zatimco CYP3A9
je exprimovana pouze u samic. CYP3A1l a CYP3A2 jsou exprimovany v jatrech
a CYP3A62 je dominantni formou strevniho traktu. CYP3A9 a CYP3A18 jsou

exprimovany v jatrech a tenkém stievé [35].
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1.3.7 Inhibice enzymové aktivity cytochromi P450

Cytochromy P450 jsou enzymy obsahujici hem, které katalyzuji prevazné oxidacni
biotransformaci strukturné riznorodych xenobiotik véetné 1é¢iv [42]. Podavani vice
lé¢iv, které jsou metabolisovany CYP, mize predstavovat riziko klinickych lékovych
interakci, zvlasté pokud jeden 1ék inhibuje nebo indukuje CYP, ktery je odpovédny
za metabolismus druhého 1éku. Inhibice CYP se podili na vétsiné hlasenych 1ékovych
interakei [42]. Mechanismus inhibice CYP se déli do tif skupin: (I) reversibilni

inhibice, (II) kvazi-ireversibilni inhibice a (III) ireversibilni inhibice [43].

1.3.7.1 Reversibilni inhibice

Pfi reversibilni inhibici dochazi k rychlé asociaci a disociaci enzymu a léciva [42].
Inhibitor se na enzym vaze nekovalentni vazbou a tvorba komplexu enzym-inhibitor
(EI) nebo enzym-inhibitor-substrat (EIS) neni trvald [42]. Reversibilni inhibice
rozdélujeme do 4 skupin, kompetitivni, nekompetitivni, akomeptitivni a smisenéd
[44].

Pri kompetitivni inhibici soutézi inhibitor se substratem o aktivni misto na
enzymu [39]. Dochdzi ke zvySeni Michaelisovy konstanty Ky a maximélni reakéni
rychlost Viax se neméni [42].

Pti akompetitivni inhibici se inhibitor reversibilné vaze pouze na komplex enzym-
substrat (ES) a vznikajici komplex EIS se nemuze pfemeénit na produkt [45]. Rozsah
akompetitivni inhibice je zavisly na koncentraci komplexu ES a je charakterizovan
snizenim Ky 1 Vipax [42].

P1i nekompetitivni inhibici se inhibitor vaze na enzym tak, ze nebrani substratu
se na enzym navazat [42]. Vazba inhibitoru na enzym vsSak zpusobi konformacni
zménu, kterd nedovoli pfeménu navazaného substratu na produkt. Dochazi k poklesu
Vmax @ Ky se neméni [42].

Smisena inhibice je specidlnim typem inhibice nekompetitivni, zde vazba
substratu ovliviiuje vazbu inhibitoru a naopak [45]. Dochézi ke zvyseni Ky
a snizeni V.

Grafické znézornéni vsech typt reversibilni inhibice je na obrazku 1.5 na

strané 25.
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Obrazek 1.5. Reprezentace kompetitivni, nekompetitivni, akompetitivni a smisené
inhibice. Vyneseni dle Lineweavera-Burka a Michaelise-Mentenové. Cervené body a

ktivky predstavuji pribéh reakce po pridén{ inhibitoru (pfevzato a upraveno z [42]).
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Mezi silné reversibilni inhibitory CYP patii 1éc¢iva obsahujici dusik, imidazol,
pyridin a chinoliny [43]. Tyto latky se nevazi pouze na prostheticky hem, ale také
na lipofilni tseky proteinu. Inhibitory, které se simultané vazi na obé mista jsou ve
své podstaté nejsilngjsimi inhibitory. Uéinnost inhibitoru je uréena jeho lipofilitou
a pevnosti vazby mezi volnym elektronovym parem dusiku a prosthetickym hemem
[43].

Cytochromy P450 1A1 a 1A2 maji velmi podobnou strukturu a jejich
inhibitory se velmi ¢asto prekryvaji [46]. Jako selektivni inhibitory CYP1A1 bylo
stanoveno 27 sloucenin [46]. Jako reversibilni inhibitory CYP1A1 puisobi napiiklad
berberin (nekompetitivni), palmatin (smiSend) a jatrorhizzin (smisend) [47],
17a-ethinylestradiol (kompetitivn{) [48], resveratrol (smisend) [49], 7-hydroxyflavon
(kompetitivni) [50] a kanabidiol (kompetitivni) [51]. Mezi selektivni inhibitory
CYP1A2 se tadi 23 sloucenin, napiiklad furafylin (nekompetitivni) [52], fluvoxamin
(kompetitivni) [53], tanshinon ITA (kompetitivni), a-naftoflavon (kompetitivni)
[54], kanabiol (kompetitivni) [51]. Ze struktur selektivnich inhibitort CYP1A1
a CYP1A2 prolozenych pres sebe (obrazek 1.6) je patrna strukturni charakteristika
inhibitori. CYP1A i rozdil v jejich dutindch aktivniho mista [46]. Struktura

CYP1A2 s a-naftoflavonem je znazornéna na obrazku 1.7 na strané 27.

Obrazek 1.6. Struktury selektivnich inhibitord CYP1A1 (A) a CYP1A2 (B) prolozené

pres sebe (prevzato a upraveno z [46]).
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Obrazek 1.7. Inhibitor CYP1A2 o-naftoflavon. A) Strukturni vzorec a-naftoflavonu
(vytvoreno v programu BKchem). B) Krystalova struktura CYP1A2 v komplexu s a-naftoflavonem

(pfevzato z [55] a upraveno v programu NGL Viewer).

Mezi selektivni reversibilni inhibitory CYP2B6 se fadi tiklopidin (smiSend),
triethylenthiofosforamid ~ (thioTEPA) (kompetitivni) [56]. Jako velmi silné
kompetitivni inhibitory CYP2B6 byly stanoveny 4-(4-chlorobenzyl)pyridin,
4-(4-nitrobenzyl)pyridin ~ a  4-benzylpyridin  [57] a antivirotika nelfinavir
(kompetitivni), ritonavir (kompetitivni) a efavirenz (kompetitvni) [58]. Struktura
CYP2B6 s 2-desoxo-2-methylem (analogem antivirotika efavirenz) je zndzornéna

na obréazku 1.8.

A)

Obrazek 1.8. Inhibitor CYP2B6 2-desoxo-2-methyl-efavirenz (analog antivirotika
efavirenz. A) Strukturni vzorec 2-desoxo-2-methyl-efavirenz (vytvoreno v programu BKchem).
B) Krystalovd struktura CYP2B6 v komplexu s 2-desoxo-2-methyl-efavirenz — v krystalové

struktufe je zndzornén modrou barvou (pfevzato a upraveno z [59]).
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Hlavni lidské isoforma cytochromii P450 podrodiny 2C, CYP2C9, je inhibovana
ruznymi slouceninami [60]. Mezi reversibilni inhibitory CYP2C9 patii velmi mnoho
sloucenin jako napiiklad amiodaron a jeho analoga (nekompetitivni), antagonisté
receptoru angiotensinu II - olmesartan (kompetitivni), latky proti HIV - delavirdin
a jeho analoga (nekompetitivni), benzbromaron a jeho analoga (kompetitivni),
cimetidin (komeptitivni), ethanol (kompetitivni), mastné kyseliny - kyselina
palmitova, stearova, linolovd, linolenova, arachidonova (kompetitivni), fibraty -
bezafibrat, ciprofibrat, gemfibrozil (kompetitivni), sulfonamidy - sulfafenazol,
sulfapyridin (kompetitivni), analoga warfarinu (kompetitivni) [60]. Struktura

CYP2C9 v komplexu s S-warfarinem je znazornéna na obrazku 1.9.

A)

Obrazek 1.9. Inhibitor CYP2C9 S-warfarin. A) Strukturni vzorec S-warfarinu (vytvofeno
v programu BKchem). B) Krystalova struktura CYP2C9 v komplexu s S-warfarinem — struktura

znazornéna ruzovou barvou (pfevzato a upraveno z [61]).

Mezi reversibilni inhibitory cytochromu P450 2E1 patii naptiklad klomethiazol
(nekompetitivni) [62], 4-methylpyrazol (smisend) [63], friedelin (kompetitivni) [64].
Struktura CYP2E1 v komplexu s 4-methylpyrazolem je zndzornéna na obrazku 1.10

na strané 29.
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1.3. Cytochromy P450

Obrazek 1.10. Inhibitor CYP2El1l 4-methylpyrazol. A) Strukturni vzorec
4-methylpyrazol (vytvofeno v programu BKchem). B) Krystalovd struktura CYP2E1 v komplexu

s 4-methylpyrazolem (pfevzato z [65] a upraveno v programu NGL Viewer).

Inhibitory CYP3A4 jsou strukturné rtznorodé latky [66]. Skupiny latek pusobici
jako inibitory CYP3A4 jsou latky proti HIV, napt. nelfinavir (kompetitivni) [67],
ritonavir (smiSend) [68], antidepresiva, napt. fluvoxamin (kompetitivni) [69], steroidy
a jejich moduldtory, napri. ketokonazol (kompetitivni) [70] a nékolik bylinnych
a potravinovych slozek, napt. bergamotin (kompetitivni) [71]. Struktura CYP3A4

v komplexu s ketokonazolem je zndzornéna na obrazku 1.11.

Obrazek 1.11. Inhibitor CYP3A4 ketokonazol. A) Strukturni vzorec ketokonazolu
(vytvofeno v programu BKchem). B) Krystalovd struktura CYP3A4 v komplexu

s ketokonazolem (pfevzato z [72]).
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1.3.7.2 Kvazi-ireversibilni inhibice

Mnoho 1é¢iv, véetné methylendioxybenzenti, alkylamini, makrolidovych antibiotik
a hydrazini, podléha metabolické aktivaci CYP, ¢imz vznikaji metabolity, které
mohou inhibovat CYP [43].

Tyto metabolity mohou tvorit stabilni katalyticky neaktivni komplexy
s prostetickym hemem CYP, takovy komplex se nazyva komplex metabolického
meziproduktu MIC (z angl. metabolite intermediate complex) [42]. Tyto neaktivni
MIC komplexy mohou byt znovu aktivovany, proto se tato inhibice nazyva
,kvazi-ireversibilni* [42].

Tvorba komplexu MIC miize byt in vitro zvracena a katalyticka funkce CYP
muze byt navracena inkubaci s vysoce lipofilnimi slouCeninami, které nahrazuji
MIC v aktivnim misté [43]. Jiné metody, kterymi muze byt MIC naruSen, zahrnuji
ozarovani pri 400-500 nm nebo oxidaci MIC na zelezity stav. Disociace nebo
odstranéni komplexu MIC z aktivnitho mista vede k reaktivaci funkéni aktivity
v komplexu neni dostupny léciviim, jeho aktivita muze byt obnovena pouze

syntézou novych enzymi. Povaha tvorby komplexu je tedy kvazi-ireversibilni [43].

1.3.7.3 Ireversibilni inhibice

Léciva obsahujici rtizné funkéni skupiny mohou byt CYP oxidovany na reaktivni
meziprodukty [43]. Tyto meziprodukty zptusobuji nevratnou inaktivaci enzymu pred
uvolnénim meziproduktu z aktivniho mista. Tato 1é¢iva inhibujici aktivitu CYP
oznacujeme jako sebevrazedné substraty [43].

Inaktivace muze byt zptisobena nevratnou zménou hemu, proteinu nebo obojiho
[73]. Zména hemu vede ke stélé inaktivaci CYP, zatimco zména proteinu je stala,
pouze pokud jsou modifikovany esencidlni aminokyseliny, které jsou dilezité pro
vazbu substratu, prenos elektronu nebo aktivaci kysliku [73].

Léciva, kterd obsahuji dvojné (olefiny) a trojné vazby (acetyleny) mohou byt
CYP oxidovany na reaktivni meziprodukty, které reaguji s dusiky porfyrinového
kruhu, ¢imz alkyluji nebo aryluji prosthetickou skupinu hemu a inaktivuji enzym
[74]. Studie 17o-ethinylestradiolu ukazuji, ze ackoliv je EE2 substrdtem CYP3A4,
chova se také jako ireversibilni inhibitor (sebevrazedny substrat) CYP3A4 [75].
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Kovalentni vazba na apoenzym je zpusobena vazbou reaktivnich metaboliti na
nukleofilni aminokyselinové zbytky v aktivnim misté enzymu [43]. Experimentdlné
muzeme urcit zcela inaktivovany enzym podle afinity k CO. Pokud je inaktivovany
apoenzym, schopnost vazat CO neni ovlivnéna, coz naznacuje, ze hem neni
modifikovan. Zatimco v pripadé inaktivace hemu, schopnost vazat hem je snizena

[43].

1.4 Vliv 17x-ethinylestradiolu na aktivitu

cytochromi P450

Ethinylestradiol je Zensky exogenni pohlavni hormon vyskytujici se v modernich
ptipravcich  hormondlni antikoncepce [76]. Léatky obsazené v hormonalni
antikoncepci mohou ovlivnit metabolismus mnoha klinicky vyznamnych latek
fizeny cytochromy P450 a tim ovlivnit jejich plasmatické koncentrace a ptisobeni
[77].

EE2 obsahuje ve své struktufe ethinylovou skupinu, ktera, jak se ukazalo,
zpusobuje inaktivaci CYP [78]. Studie mechanismu pusobeni EE2 naznacuji, Ze
oxidace ethinylové skupiny EE2 cytochromy P450 vede ke tvorbé nestabilniho
reaktivniho ethinyloxidu. Ten se vaze na CYP a zptsobuje jeho inaktivaci, coz
zahrnuje destrukci hemu nebo modifikaci apoproteinu [79]. 17a-ethinylestradiol
pusobi také jako reversibilni inhibitor CYP [20, 48, 82].

Vzhledem k rostoucimu pouzivani 17a-ethinylestradiolu v  mediciné
a hospodarstvi se zvysuje jeho vyskyt v zivotnim prostiedi [5]. 17a-ethinylestradiol
ovlinuje diky znecisténym zdrojim vody nejen volné zijici zivocichy, ale i lidské
zdravi. Dlouhodobd expozice EE2 vede ke zdravotnim problémtim jako je
sniZzeni plodnosti a vznik nddorovych onemocnéni [5]. Proto je dulezité studovat
vyskyt, chovani a 1cinky 17a-ethinylestradiolu na exponované organismy
v zivotnim prostiedi. Toxicky potencial 17a-ethinylestradiolu byl rozsahle studovan

a experimenty dokazuji, ze je EE2 toxicky pro velké mnozstvi organismu [1].
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Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)

V organismu pstruha duhového byl studovan vliv EE2 in wvitro. Studie
ukazaly, ze KEE2 je silnym inhibitorem aktivity CYP1A1l, aktivita byla
snizena o 90 % a hodnota ICs, byla 4,61 uM [80]. In wvivo byl sledovan vliv
EE2 a lé¢iva na mykotické infekce ketokonazolu (KCZ). KCZ je inhibitorem
CYP3A, coz je isoforma zodpovédna za metabolismus EE2. Studovan byl
vliv samotného EE2 a KCZ nebo jejich kombinace na aktivitu CYP1A
a CYP3A. Vysledky ukézaly, ze samotny EE2 in wvivo aktivitu CYPIA
neovliviiuje, zatimco v kombinaci s ketokonazolem byla aktivita CYP1A
5x zvysena. V priipadé CYP3A taktéz samotny EE2 aktivitu neovlivnil, ale

v kombinaci s ketokonazolem (KCZ) byla aktivita snizena [81].

Treska obecna (Gadus morhua)

V organismu tresky obecné byl sledovan in vivo vliv EE2 na aktivitu CYP1A
a CYP3A [82]. V obou piipadech doslo ke sniZeni aktivity vlivem EE2, aktivita
CYP1A byla snizena o 72 % a CYP3A o 46 %. Studie in vitro prokéizala, ze EE2
snizuje aktivitu CYP1A (IC50 20 uM) i CYP3A (IC;50 40 uM). EE2 byl oznacen jako
nekompetitivni inhibitor CYP1A a akompetitivni inhibitor CYP3A.

Platys bradavi¢naty (Platichthys flesus)

V organismu platyse bradavi¢natého byl prokazan inhibi¢ni vliv EE2 na aktivitu
CYP1A1 in vivo. Platysové byly po dobu 10 dni vystaveni EE2 o koncentraci 20 ng/1
a 66 ng/l. V pripadé EE2 o koncentraci 20 ng/l byla aktivita snizena o 50 % a pfti
podani EE2 o koncentraci 66 ng/l byla aktivita CYP1A1 zcela inhibovana [83].

Losos obecny (Salmo salar)

V organismu lososa obecného byl studovan in wvitro vliv EE2 na aktivitu
aromatasy CY19A. Aromatasa CYP19A je prevazné exprimovand ve vajecnicich
a hraje vyznamnou roli v sexudlni diferenciaci a tvorbé vajicek. 7Z vysledki
vyplyva, ze aktivita CYP19A byla po 3 dnech expozice EE2 (50 ng/l) 2,4x

zvySena, ale po 7 denni expozici EE2 (50 ng/1) se 0,6 x snizila [84].

Dénio pruhované (Danio rerio)
17a-ethinylestradiol zpiisobuje feminizaci samcti ryb. Parametrem hodnoticim

stupen feminizace zivorodek je aktivita mozkové aromatasy CYP19B. CYP19B byla
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vlivem EE2 (25 ng/l) in vivo sniZena, ale ne ve znafné mire [85]. CYP19B je
exprimovan v mozku a oc¢ni sitnici a ovliviiuje centralni nervovy systém a sexudlni

chovani [84].

Pakaprovec Hubbstv (Moxostoma hubbsi)

V organismu pakaprovce byl sledovan in vivo vliv EE2 na aktivitu CYP1A
a CYP19B [86]. V pripadé aktivity CYP1A nebyl zaznamenén Zadny vliv EE2
(10 ng/1), zatimco aktivita CYP19B byla vlivem EE2 (10 ng/1) zvysena o 80 %.

Drapatka tropicka (Xenopus tropicalis)

V organismu drapatky tropické, byl sledovan in wvivo vliv EE2 na aktivitu
aromatasy CYP19 v mozku, gonddach a ledvinach [87]. Aktivita mozkové CYP19
nebyla EE2 (100 nM) prili$ ovlivnéna, zato aktivita CYP19 v ledvindch a gonadach

byla vlivem EE2 znac¢né snizena.

Makak javsky (Macaca fascicularis)

V pripadé makaka javského byl sledovan in vitro vliv EE2 na aktivitu CYP3A4/5
[88]. T zde byl prokazan inhibi¢ni i¢inek EE2. Hodnota ICs5y byla bez preinkubace
31uM a po 30-minutové preinkubaci 4,5uM.

Mys (Mus musculus)
V organismu mysi byl sledovan in wvivo vliv EE2 na aktivitu CYP2D6 [89].
Ukézalo se, ze EE2 (5 pg/kg) aktivitu CYP2D6 o 20 % snizuje.

Potkan (Rattus norvegicus)

Ve studii in vivo byla aktivita potkanich CYP1A1 vlivem EE2 (20 mg/kg) mirné
zvySena [4], zatimco in vitro byla aktivita CYP1A1l vlivem EE2 (10 uM) velmi
vyrazné snizena (o 80 %) [90].

Aktivita potkantho CYP2B1 (homolog lidského CYP2B6) byla tc¢inkem EE2
(50 uM) in vitro silné inhibovana a EE2 byl oznacen jako ireversibilni inhibitor
CYP2B1, zatimco aktivita CYP2B2 byla EE2 (80 uM) sniZena pouze o 8 % [91].

In vivo je inhibovéan také potkani CYP2C11 a CYP3A [20, 92]. V pripadé CYP3A
byly sledovany dvé markerové reakce CYP3A [20]. Pro stanoveni aktivity CYP3A
byly pouzity 2 markerové reakce — 63-hydroxylace progesteronu a 63-hydroxylace
testosteronu. V piipadé 63-hydroxylace progesteronu byl EE2 (50 uM) oznacen jako
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reversibiln{ inhibitor CYP3A. 6B-hydroxylace testosteronu byla vlivem EE2 (50 uM)
také snizena, avsak EE2 byl oznacen jako sebevrazeny substrat. Zatimco aktivita
CYP2C11 je vlivem EE2 (20 mg/ml) sniZena a EE2 byl oznacen jako ireversibilni
inhibitor CYP2C11 [92], aktivita CYP2C6 je vlivem EE2 (20 mg/kg) in vivo zvysena
[93].

Clovék (Homo sapiens sapiens)

Také v lidském organismu byl 17a-ethinylestradiol vyhodnocen jako in witro
inhibitor 11 isoforem cytochromi P450 (CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2B6,
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2J2, CYP3A4 a CYP3A5) [48].

In wivo byl sledovan vliv hormonalni antikoncepce (HA) obsahujici EE2
a gestoden. Po podani téchto 1é¢iv byla aktivita CYP3A4 snizena o 36 % [76]. Dale
byl sledovan in wvivo vliv pripravkt obsahujici EE2 a levonogestrel. I v tomto
ptipadé byl potvrzen inhibi¢n{ vliv na aktivitu CYP3A4 [94], pozdéjsi experimenty
in vitro ukéazaly, ze se EE2 chova jako ireversibilni inhibitor CYP3A4 [95].

Pripravky hormondlni antikoncepce obsahujici estrogenovou slozku (EE2)
maji inhibiéni vliv na aktivitu CYP2C19 a CYP2D6 (snizeni aktivity o 29 %)
in vivo [96]. Zatimco aktivita CYP2C9 in wvivo ovlivnéna neni [97], in vitro je
vlivem EE2 (100 uM) snizena o 67 % [98].

U zZen uzivajicich HA s estrogenovou slozkou (EE2) bylo in wvivo prokazéno
zvyseni aktivity CYP2A6 o 29 % [99], zatimco in wvitro byla aktivita rCYP2A6
vlivem EE2 (100 uM) snizena o 31 % [100].

Dalsi studii, kterd se vénovala in vivo vlivu HA s estrogenni slozkou (EE2)
na aktivitu CYP2B6, bylo prokazano, ze se vlivem EE2 aktivita CYP2B6 snizila
0 47 % [101], zatimco in vitro byla aktivita rCYP2B6 vlivem EE2 (100 uM) snizena
0 67 % [100].

V pripadé CYP1A1 a CYP1A2, byly identifikovany metabolity EE2 inhibujici
aktivitu obou cytochromu [48]. Jednd se o EE2-3-O-sulfat, EE2-3-O-glukuronid,
2-hydroxy-EE2 a 3-methoxy-EE2. 2-hydroxy-EE2 a 2-methoxy-EE2 snizili aktivitu
rCYP1A1 a rCYP1A2 stejné jako parentalni molekula EE2. EE2-3-O-sulfat
a EE2-3-O-glukuronid snizili aktivitu rCYP1A1l a rCYP1A2 o 30 % vice nez
parentalni molekula EE2. Coz znamend, ze méné estrogené aktivni metabolity

vzniklé preménou EE2, mohou neblahym zptisobem piisobit na aktivitu CYP [48].
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2. Cil prace

Cilem predklddané diplomové prace bylo studium vlivu exogenniho endokrinniho
disruptoru 17a-ethinylestradiolu na specifické aktivity potkanich a lidskych isoforem

cytochroma P450 in wvitro.

Hlavni cile diplomové prace:

e Izolace vybranych mikrosomalnich frakei z jater kontrolnich potkanti a potkant

premedikovanych specifickym induktorem cytochromu P450 3A.

e Stanoveni specifické aktivity isoforem CYP1Al, CYP2B1/2, CYP2C6,
CYP2C11, CYP2El a CYP3A1/2 v jaternich mikrosomech z kontrolnich
potkanti a potkanti premedikovanych specifickymi induktory jednotlivych

isoforem cytochromi P450, a to bez a za pritomnosti 17o-ethinylestradiolu.

e Stanoveni specifické aktivity lidskych isoforem CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C9, CYP2E1 a CYP3A4 v lidskych mikrosomech bez a za pritomnosti
17a-ethinylestradiolu.

e Urceni koncentrace 17o-ethinylestradiolu zptsobujici 50% inhibici (ICs)

rCYP1A2 v potkanich Supersomech™.

e Urceni koncentrace 17o-ethinylestradiolu zpusobujici 50% inhibici (ICj)

rCYP1A1, rCYP1A2 a rCYP3A4 v lidskych Supersomech™.

e Uréeni typu inhibice a K; pro potkani a lidsky rCYP1A1 v Supersomech™.

Diplomova prace navazuje na bakalaiskou praci, ve které byla stanovena

koncentrace 17a-ethinylestradiolu zpusobujici 50% inhibici (ICs) potkanich
rCYP1A1 a rCYP3A1 exprimovanych v Supersomech™.
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3. Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie
Chemikalie pouzité v predkladané diplomové praci pochazi z néasledujicich zdroji:

Biomol GmbH, Némecko:
NADPH

Cayman Chemicals, USA:

6p-testosteron

Fluka, Svycarsko:

testosteron, tokoferol (vit. E)

Gentest BD Bioscience, USA:
potkani rekombinantni CYP1A2 v Supersomech™ lidské rekombinantni CYP1A1,
CYP1A2 a CYP3A1l v Supersomech™  lidské jaterni mikrosomy (muZské) od

ruznych darcu (,slité“) (HLM male ,,pooled*)

Lach:Ner, CR:

difosforecnan  tetrasodny,  dihydrogenfosforecnan  sodny,  dichlormethan,
dimethylsulfoxid (DMSO), ethylacetdt, hexahydrat chloridu hofeénatého,
hydrogenfosforecnan  draselny, chlorid draselny, chlorid sodny, kyselina
chlorovodikova, kyselina octova, methanol, 7-methoxyresorufin,

7-penthoxyresorufin, sacharosa, trihydrat octanu sodného

Lachema, CR:

uhli¢itan sodny

Linde, CR:
kapalny dusik

P-LAB, CR:
fenylmetansulfonyl fluorid (PMSF)
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Penta, CR:

hydroxid draselny, kyselina o-fosfore¢na

Serva, Némecko:

dithiotreitol (DTT)

Sevapharma, CR:

bovinni sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA:

bupropion hydrochlorid, diklofenak, 17a-ethinylestradiol,
T-ethoxyresorufin, fenacetin, N-fenylanthranilovd kyselina, glukosa-6-fosfat,
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, (2S,3S)-hydroxybupropion hydrochlorid,
4’-hydroxydiklofenak, 16a-hydroxytestosteron, NADP™, resorufin, triprolidin
hydrochlorid, Tris-base

Statni Zdravotni U¥ad v Praze, RNDr. Radka Vaclavikova, Ph.D.:

6-hydroxychlorzoxazon, chlorzoxazon

ThermoFisher Scientific, USA:

Microplate BCA Protein Assay Kit

VWR Chemicals, Francie:
methanol (HPLC), acetonitril (HPLC)
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3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy:
Precisa 40SM-200A, Pesa (Svycarsko)
Discovery, Ohaus (USA)

Automatické pipety:

Automatické pipety, Eppendorf (Némecko)
Automatické pipety Nichiryo, Nichipet ex (Japonsko)

Centrifugy:

Centrifuga 5418, thlovy rotor, Eppendorf (Némecko)

Minicentrifuga Spectrafuge™, dhlovy rotor, Labnet (USA)

Centrifuga Allegra X-30, thlovy rotor F0630, Beckman Coulter (USA)
Centrifuga Z 383 K, vykyvny rotor, Hermle Labortechnik (Némecko)
Ultracentrifuga Optima XPN-90, tthlovy rotor 45Ti, Beckman Coulter (USA)

Filtracni zarizeni na mobilni faze:

Millipore Stericup™ filtration system, Sigma-Aldrich (USA)

HPLC systém:
HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series, Agilent Technologies (USA)

Pumpa: Agilent 1200 Series Quaternary Pump

Autosampler: Automated Sample Injector ALS G1329A

Detektor: Agilent 1290 Infinity Diode Array Detector (G4212A)
Odplynovac: Vakuovy odplynova¢ G1322

Termobox pro kolonu: LCO 101, ECOM (CR)

Predkolona: Nucleosil 8x4 mm, 100-5, Cys, Macherey-Nagel (Némecko)
Kolona: Nucleosil 250x4 mm, 100-5, C;g, Macherey-Nagel (Némecko)
Kolona: Nucleosil 250x4 mm, 100-5, C;3 HD, Macherey-Nagel (Némecko)
Program: ChemStation Online 1

Inkubator:

Thermomixer Compact, Eppendorf (Némecko)
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Magneticka michacka:

C-MAG MS 4, IKA (Némecko)

Variomag, Monotherm (Némecko)

Predvazky:
EW 600-2M, Kern (Némecko)

pH-metr:
pH metr ATI Orion 211 s kombinovanou elektrodou, ATI Orion (USA)
pH metr HI2211-02, Hanna Instrument (USA)

Spektrofotometr:
Infinite M200 PRO Multimode Microplate Reader, TECAN (Svycarsko)

Vakuova odparka:

CentriVap Benchtom vacuum concentrator, Labconco (USA)

Vortex:

MS1 Minishaker, IKA (Némecko)
Vortex Mixer VX-200, Labnet (USA)
GV Lab, Gilson (USA)
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 lzolace mikrosomu

Mikrosomalni frakce byla izolovana z potkanich jater postupem popsanym v praci
Lindstrom-Seppa [102]. Cely postup prace byl provadén v chlazené mistnosti pii
teploté 5°C a vSechny materialy i roztoky byly predem vychlazeny.

Pouzité roztoky:

e Pufr 1 (P1) - 153 mM KCl, 10 mM EDTANay, 0,5 mM PMSF,
50 uM vit. E; pH 7,5

e Pufr 2 (P2) - 0,1 M Na,P,0;-10H,0, 0,1 M KCl, ImM EDTANa,; pH 7,5

e Pufr 3 (P3) - 0,25 M sacharosa, 1 mM EDTANa2, 1 mM PMSF,
ImM dithiotreitol, 250 uM vit. E; pH 7,5

Jaterni mikrosomy pouzivané v této diplomové praci byly izolovany z potkanii

premedikovanych specifickymi induktory cytochromu P540 [25].
e B-naftoflavon (B-NF') - indukce CYP1A
e fenobarbital (PB) — indukce CYP2B
e pregnenolon-16o-karbonitril (PCN) — indukce CYP3A
e ethanol (EtOH) - indukce CYP2E1

V této diplomové praci byla izolovina mikrosomalni frakce z potkant
premedikovanych pregnenolon-16o-karbonitrilem (PCN). Zaroven byla izolovana
mikrosomalni frakce z kontrolnich potkant, ktefi nebyli premedikovani zadnou
latkou indukujici cytochromy P450. V této frakci je prirozené nejvice zastoupend
podrodina CYP2C.

Zmrazena potkani jatra byla najemno nastiihdna do pfedem zchlazeného
ledového roztoku pufru P1. Z nartustu hmotnosti byla urc¢ena hmotnost tkané.
Nastiithana tkan byla nékolikrat roztokem pufru P1 promyta. Odkrvena tkan

byla po malych davkach homogenizovana nejprve ve volnéjSim a poté v tésnéjsim
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homogenizdtoru na motorovy pohon. Objem roztoku pufru P1 urceny pro
homogenizaci ¢inil ¢tyfnasobek hmotnosti jaterni tkané. Vznikly homogenat byl
prefiltrovan pres 4x slozenou gézu a centrifugovan pti 4°C po dobu 10 minut pfi
600 g (Hermle Z 383 K, vykyvny rotor 4x 50 ml). Supernatant byl uchovédn na
ledu pro dalsi pouziti. Sediment byl rehomogenizovan v tésnéjsim homogenizatoru
s objemem pufru P1 odpovidajici 1/4 puvodniho objemu pufru P1 a zpracovan za
vyse uvedenych podminek.

Spojené supernatanty byly odstredovany po dobu 20 minut pti 15000 g (Beckman
Allegra X-30R, thlovy rotor F0630). Supernatant byl nasledné odlit ptes sediment
lehce sedlé vrstvy mitochondrii bez kontaminace a centrifugovan po dobu 65 minut
pti 55000 g (Beckman Optima XPN-90, thlovy rotor 45Ti). Po této centrifugaci
byl ziskdan supernatant, ktery predstavoval cytosolarni frakci. Cytosolarni frakce
byla rozpipetovana na alikvoty (1 ml), které byly zamrazeny v kapalném dusiku
a uchovany v hlubokomrazicim boxu pri -80°C.

Peleta byla resuspendovana v objemu pufru P2, ktery odpovidal pfiblizné
1/2 puvodniho objemu homogenatu, tedy dvojndsobku hmotnosti tkané.
Homogenni suspenze byla odstfedéna po dobu 65 minut pii 55000 g (Beckman
Optima XPN-90, dhlovy rotor 45Ti). Po centrifugaci byl supernatant odstranén
a peleta predstavujici mikrosomalni frakci byla pod roztokem pufru P3
odskrabnuta. Odskrabnuta peleta byla resuspendovana v objemu roztoku pufru
P3 o objemu odpovidajicim 1/20 homogenatu tkané, tedy 1/4 hmotnosti tkéné.
Izolovana mikrosomalni frakce byla rozpipetovana na alikvoty (100 pl), které byly

nasledné zamrazeny v kapalném dusiku a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pfti

-80°C.

3.3.2 Stanoveni mnozstvi proteinii

Stanoveni mnozstvi proteini v mikrosomalni frakci bylo provedeno podle navodu
komeréniho setu Microplate BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scietific,
USA). Tento komerc¢ni set obsahoval dvé ¢inidla — €inidlo A (2 % NayCO3-H,0,
0,95 % NaHCOg, 0,4 % NaOH, 0,16 % vinan sodno-draselny) a ¢inidlo B (4 %
CuS04-5H50).
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PTi tomto stanoveni se vyuziva bicinchoninova kyselina (BCA, z angl. bicinchonin
acid), kterd p¥i alkalické redukci Cu?* na Cu™ poskytuje s Cu™ fialovy komplex [103].
Tento fialovy komplex je spektrofotometricky stanoven pii vlnové délce 562 nm.
Pfi provadéni reakce pii 37°C je za redukci Cu?" zodpovédna peptidova vazba
a aminokyseliny tyrosin a tryptofan. Ziskana hodnota absorbance je tedy piimo
umérna koncentraci proteint.

Jaterni mikrosomy byly 50x fedény destilovanou vodou. Do jednotlivych jamek
mikrotitracni desticky bylo v tripletech pipetovdno 9 ul 50x fedénych mikrosomi,
destilované vody (blank) a ruzné koncentrace standardu BSA (2; 1,5; 1; 0,75; 0,5;
0,25 a 0,125 mg/ml).

Do kazdé jamky bylo priddno 260 ul roztoku c¢inidla. Tento roztok byl pTfipraven
smichanim 50 dila ¢inidla A a 1 dilu ¢inidla B. Vzorky v mikrotitracni desticce byly
byly po dobu 30 minut inkubovany pti 37°C. Po inkubaci byly vzorky ponechany
5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné byla zmérena absorbance pti vinové délce
562 nm na pristroji Tecan Sunrise pomoci programu KIM.

Pomoci kalibra¢ni kiivky sestrojené z hodnot absorbance standardi BSA byly

vypocitany koncentrace proteint v jaternich mikrosomalnich frakcich (Tabulka 3.1).

Tabulka 3.1. Koncentrace proteinti v jaternich mikrosomalnich frakcich potkanu
premedikovych specifickymi induktory P450 a v kontrolnich mikrosomech.

B-NF — B-naftoflavon, PB — fenobarbital, PCN — pregnenolon-16a-karbonitril, EtOH — ethanol.

Jaterni mikrosomy | Indukovani isoforma | cprot [mg/ml]
Kontrolni — 32,3
B-NF CYP1A1 54,3
PB CYP2B1 35,9
EtOH CYP2E1 21,5
PCN CYP3A1 25,7
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3.3.3 Stanoveni aktivity CYP1A1l - O-deethylace

7-ethoxyresorufinu

Pro stanoveni aktivity cytochromu P450 1A1 byla pouzita makerova reakce
O-deethylace T7-ethoxyresorufinu [104]. Cytochrom P450 1A1 (castecné také
cytochrom P450 1A2 a 1B1) katalyzuje preménu 7-ethoxyresorufinu na

fluorescenéni produkt resorufin (obrazek 3.1).

N N
(o)
HgC,0 o 0O z O (@] OH

7-ethoxyresorufin resorufin

Obrazek 3.1. O-deethylace T-ethoxyresorufinu — markerovd reakce CYP1Al (vytvofeno

v programu BKchem).

Pomoci O-deethylace T-ethoxyresorufinu byl sledovan vliv 17a-ethinylestradiolu
na aktivitu CYP1A1 v potkanich a lidskych mikrosomech. Pro toto stanoveni byl
pouzit 17a-ethinylestradiol o koncentracich 10 uM; 2 uM (koncentrace odpovidajic
koncentraci substratu 7-ethoxyresorufinu) a 0 uM. 0 uM koncentraci predstavovalo
pridani stejného objemu rozpoustédla DMSO misto zasobniho roztoku EE2. Objem
DMSO vsak nepresahoval 1 % celkového objemu inkubaéni smési.

Stanoveni aktivity CYP1A1l bylo provedeno ve ¢tyrech paralelnich mérenich.

Piipraveny byly inkubac¢ni smési o objemu 200 ul a sloZeni:

® 0,1 M KHQPO4/K2HPO47 pH 7,4

2 uM 7-ethoxyresorufin (zasobni roztok 0,4 mM v DMSO)

17a-ethinylestradiol o prislusné koncentraci (zasobni roztok v DMSO o 200x

vyssi koncentraci)

0,5 mM NADPH (5 mM zdsobni roztok v pufru)

vhodné tedéné jaterni mikrosomy

Izolované jaterni mikrosomy byly fedény fosfatovym pufrem tak, aby

enzymova reakce probihala kinetikou 0. fadu a nartst fluorescence zptuisobeny
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vznikem fluorescenéniho produktu resorufinu byl linedrni. Stanoveni vlivu EE2
v potkanich mikrosomech probihalo na mikrosomech z potkanii premedikovanych
B-naftoflavonem a na kontrolnich mikrosomech. Koncentrace mikrosomalnich
proteintl z jater potkant vystavenych B-NF byla v inkuba¢ni smési 0,005 mg/ml
a koncentrace mikrosomalnich proteini z jater kontrolnich potkan byla
v inkubaéni smési 0,5 mg/ml. Vliv EE2 na lidsky CYP1A1 byl sledovan pouze
v ,pooled* mikrosomech, které byly pouzity o koncentraci 0,25 mg/ml.

Inkubaéni smés pripravena pro ¢tyfi paralelni stanoveni obsahovala
vsechny slozky kromé NADPH a byla inkubovana na termobloku 10 minut pfi
37°C a 400 RPM (Thermomixer compact). Inkubacni smés byla pipetovina po
180 ul do 4 jamek mikrotitracni desticky. Ve tfech jamkach byla reakce zahajena
pridanim 20 ul NADPH, do ¢tvrté jamky, kterd slouzila jako blank, bylo pfidano
20 pl pufru.

Intenzita fluorescence byla méfrena 5 minut v intervalech 30 vterin pti excitacni
vlnové délce 530 nm a emisni vlnové délce 585 nm.

7 vyslednych hodnot intenzity fluorescence a kalibra¢ni piimky vyjadrujici
zévislost intenzity fluorescence na latkovém mnozstvi resorufinu (0 — 160 pmol),
byla vypoctena specifickd aktivita CYP1A1l vyjadfena jako latkové mnozstvi
vznikajictho resorufinu za minutu na mg proteinu. Nasledné byla porovnana
aktivita CYP1A1l po ptidani EE2 s aktivitou CYP1A1 po pridani DMSO, ktera
predstavovala 100% aktivitu CYP1A1l. Diky tomuto porovnani byla vypocétena
procentualni inhibice CYP1A1 vlivem EE2.
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3.3.3.1 Stanoveni koncentrace ICs, lidského CYP1A1l

Pomoci O-deethylace 7-ethoxyresorufinu byl sledovan vliv 17a-ethinylestradiolu na
aktivitu CYP1A1 v lidskych Supersomech™ (hmyzi buiiky infikované bakulovirem
exprimujici CYP1A1l). Pro toto stanoveni byl pouzit 17a-ethinylestradiol
o koncentracich odpovidajicich 100x; 10x; 5x; 2x; 1x; 0,5x; 0,2x a 0,1x
koncentraci substratu. Paralelné byla mérena aktivita CYP1A1 bez pridavku EE2,
kde byl misto roztoku EE2 do inkubac¢ni smési pridavan stejny objem rozpoustédla
DMSO.

Slozeni inkubacni smési:
L] 0,1 M KHQPO4/K2HPO4, pH 7,4
e 2 uM T7-ethoxyresorufin (zasobni roztok 0,4 mM v DMSO)

e 170-ethinylestradiol o pfislusné koncentraci (zasobni roztok v. DMSO o 200x

vyssi koncentraci)
e 0.5 mM NADPH (5 mM zdsobni roztok v pufru)
e 1,25 pmol/ml cytochrom P450 1A1 (2 nmol/ml v Supersomech™)

Postup byl analogicky k méreni aktivity CYP1A1 v kapitole 3.3.3 na strané 51.

Intenzita fluorescence byla méfrena 5 minut v intervalech 30 vterin pfi excitacni
vlnové délce 530 nm a emisni vlnové délce 585 nm.

7 vyslednych hodnot intenzity fluorescence a kalibracni piimky vyjadrujici
zavislost intenzity fluorescence na latkovém mnozstvi resorufinu (0-160 pmol),
byla vypoctena aktivita CYP1A1l vyjadfena jako latkové mmozstvi vznikajiciho
resorufinu za minutu na 1 pmol cytochromu P450 1A1.

Néasledné byla porovnana aktivita CYP1A1l po pridani EE2 s aktivitou
CYP1A1l po pridani DMSO, ktera predstavovala 100% aktivitu CYP1A1l. Diky
tomuto porovnani byla vypoctena procentualni inhibice CYP1A1 vlivem EE2.

Z vyslednych hodnot aktivit CYP1A1 byla vytvorena zdavislost procentudlni
inhibice CYP1A1l na logaritmu koncentrace EE2. Tato zavislost byla prolozena
kiivkou popsanou rovnici pro vypocet ICsy [105]. Z této kiivky byla odectena
hodnota koncentrace 17a-ethinylestradiolu odpovidajici 50% inhibici CYP1AL.
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3.3.3.2 Inhibic¢ni studie potkaniho CYP1A1l

Pro urceni typu inhibice cytochromu P450 1A1 bylo pouzito stanoveni aktivity
CYP1A1 pii riznych koncentracich substratu a rtznych koncentracich inhibitoru
(EE2).

Nejprve byly pfipraveny inkubacni smési o objemu 200 ul a sloZeni:

0,1 M KHQPO4/K2HPO4, pH 7,4

0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2 uM T-ethoxyresorufin (zésobni roztoky v DMSO o

200x vyssi koncentraci)

0; 0,2; 1; 5; 10 uM 17o-ethinylestradiol (zasobni roztoky v DMSO o 200x vyssi

koncentraci)

0,5 mM NADPH (5 mM zasobni roztok v pufru)

e 5 pmol/ml cytochrom P450 1A1 (2 nmol/ml v Supersomech™)

Supersomy byly naredény fosfatovym pufrem tak, aby enzymova reakce probihala
kinetikou 0. fadu a nartst fluorescence zptusobeny vznikem fluorescenéniho produktu
resorufinu byl linearni.

Inkubacni smés byla pripravena pro Sest paralelnich stanoveni a obsahovala
vSechny slozky kromé NADPH a EE2. Poté byla tato smés pipetovana po 175 ul do
mikrotitracni desticky a do kazdé jamky bylo pfiddno 5 ul zadsobnfho roztoku EE2
redéného fosfatovym pufrem na koncentraci 40x vyssi nez je vysledna koncentrace
v inkubac¢ni smési. Nasledné byla mikrotitra¢ni desticka 10 minut inkubovana pfti
37°C. Do péti jamek desticky bylo pfidano 20 ul NADPH, ¢imz byla zahdjena
enzymova reakce a do Sesté jamky, ktera slouzila jako blank bylo pipetovano stejné
mnozstvi pufru. Takto bylo provedeno méreni vzdy pro jednu koncentraci substratu
T-ethoxyresorufinu a pét koncentraci 17o-ethinylestradiolu.

Intenzita fluorescence byla méfena 3 minuty v intervalech 10 vtefin pfi excitac¢ni
vlnové délce 530 nm a emisni vlnové délce 585 nm.

7 vyslednych hodnot intenzity fluorescence a kalibrac¢ni primky byla vypoctena
rychlost enzymové reakce vyjadiujici latkové mnozstvi vzniklého resorufinu v litru

za sekundu (moles/1/8).
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3.3.4 Stanoveni  aktivity CYP1A2 - O-demethylace

7-methoxyresorufinu

Pro stanoveni aktivity cytochromu P450 1A2 byla pouzita makerova reakce

O-demethylace 7-methoxyresorufinu [106] (obrazek 3.2).
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7-methoxyresorufin resorufin

Obrazek 3.2. O-demethylace 7-methoxyresorufinu — markerova reakce CYP1A2 (vytvofreno

v programu BKchem).

Pomoci O-demethylace 7-methoxyresorufinu byl sledovan vliv
17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP1A2 v lidskych mikrosomech. Pro toto
stanoveni byl pouzit 17o-ethinylestradiol o koncentracich 10 uM; 2 uM (koncentrace
odpovidajici koncentraci substratu 7-methoxyresorufinu) a 0 uM. 0 uM koncentraci
predstavovalo pridani stejného objemu rozpoustédla DMSO misto zasobniho
roztoku EE2. Objem DMSO vsak nepiesahoval 1 % celkového objemu inkubacni
Smeési.

Stanoveni aktivity CYP1A2 bylo provedeno ve c¢tyfech paralelnich méteni.

Piipraveny byly inkubac¢ni smési o objemu 200 ul a sloZeni:

[ ] 0,1 M KHQPO4/K2HPO4, pH 7,4

2 uM 7-methoxyresorufin (zasobni roztok 0,4 mM v DMSO)

e 170-ethinylestradiol o piislusné koncentraci (zasobni roztok v.DMSO o 200x

vyssi koncentraci)

e 0,5 mM NADPH (5 mM zésobni roztok v pufru)

lidské ,pooled“ mikrosomy o koncentraci proteini 0,25 mg/ml

Postup byl analogicky k méreni aktivity CYP1A1 v kapitole 3.3.3 na strané 44.
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3.3.4.1 Stanoveni koncentrace ICs, lidského a potkaniho CYP1A2

Pomoci O-demethylace 7-methoxyresorufinu byl sledovan vliv 17o-ethinylestradiolu
na aktivitu CYP1A2 v lidskych a potkanich Supersomech™.

Postup byl analogicky k stanoveni koncentrace 17a-ethinylestradiolu zptsobujici
50% inhibici lidského CYP1A1l popsaného v kapitole 3.3.3.1. Rozdil byl pouze

v pouzitém substriatu a pouzitych Supersomech™. Potkani i lidské Supersomy ™

byly pouzity o stejné koncentraci.
e 2 uM 7-methoxyresorufin (0,4 mM zasobni roztok v DMSO)

e 5 pmol/ml cytochrom P450 1A2 (1 nmol/ml v Supersomech™)

3.3.5 Stanoveni aktivity CYP2B1/2 -  O-depentylace

7-pentoxyresorufinu

Pro stanoveni aktivity potkanich cytochromi P450 2B1/2 byla pouzita makerova
reakce O-depentylace 7-pentoxyresorufinu [107] (obrazek 3.3).
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Obrazek 3.3. O-depentylace 7-pentoxyresorufinu — markerovd reakce CYP2B1/2 (vytvofeno

v programu BKchem).

Pomoci O-depentylace 7-pentoxyresorufinu byl sledovan vliv
17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP2B1/2 v potkanich mikrosomech.

Stanoveni vlivu EE2 v potkanich mikrosomech probihalo na mikrosomech
z potkani indukovanych fenobarbitalem (PB) a na kontrolnich mikrosomech.
Koncentrace potkanich PB mikrosomi v inkubacni smési byla 0,05 mg/ml
a kontrolni mikrosomy byly pouzity o koncentraci 0,5 mg/ml.

Postup byl analogicky k méreni aktivity CYP1A1l v kapitole 3.3.3 na
strané 44. Rozdil byl pouze v pouzitém substratu (7-pentoxyresorufin) a pouzitych

mikrosomech.
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3.3.6 Stanoveni aktivity CYP2B6 — hydroxylace bupropionu

Ke stanoveni aktivity lidského cytochromu P450 2B6 byla pouzita markerova
reakce hydroxylace bupropionu. Metoda byla upravena dle metody Hesse 2000
[108] (obrazek 3.4).

H HO
N NH
NADPH
—_—

02
Cl Cl
bupropion hydroxybupropion

Obréazek 3.4. Hydroxylace bupropionu — markerovd reakce CYP2B6 (vytvofeno v programu

BKchem).

Reakéni smési o celkovém objemu 250 ul byly pfipraveny v tripletech

o néasledujicim slozeni:

e 0,00 M KH,PO,/KoHPO,, pH 7,4

e 200 uM bupropion (zasobni roztok 20 mM v dH,O)

e 17u-ethinylestradiol o prislusné koncentraci (zasobni roztok v DMSO o 100x
vyssi koncentraci)

e 1 mM NADPH-generujici  systém -  NADPH-GS  (zdsobni

roztok:  10mM  NADP*, 100 mM D-glukosa-6-fosfat, 10 U/ml
D-glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, 100 mM MgCly-6H,0)

e lidské ,pooled“ mikrosomy o koncentraci proteini 0,25 mg/ml

Pro toto stanoveni byl pouzit 17a-ethinylestradiol o koncentracich 200 uM
(koncentrace odpovidajici koncentraci substratu bupropionu); 10 uM; 0 uM. 0 uM
koncentraci predstavovalo pridani stejného objemu rozpoustédla DMSO misto
zasobniho roztoku EE2. Objem DMSO vSak neptesahoval 1 % celkového objemu
inkubac¢ni smési.

Pripraveny byly reakéni smési obsahujici rtizné koncentrace EE2 a kontrolni

reakéni smési. Prvni kontrolni reakéni smés neobsahovala NADPH-generujici systém
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a ve druhé kontrolni reakéni smési byla reakce ihned zastavena 50 yl 1M HCI
a vortexovana. Reakéni smési byly preinkubovany 5 minut pri 37°C bez pritomnosti
NADPH-GS.

Reakce byla po preinkubaci zahdjena piidavkem 25 ul NADPH-GS. Vzorky
byly inkubovdny 20 minut pii 37°C a 400 RPM (Thermomixer Compact) za
piistupu vzduchu. Reakce byla zastavena priddnim 50 ul 1M HCI a vzorky byly
15 sekund vortexovany. Nasledné bylo do reakéni smési piiddno 10 pl triprolidinu
jako vnitintho standardu (1,25 mM v dH0O). Po intenzivnim tfepani (3 minuty,
1400 RPM) byly vzorky centrifugovany pti 16000 RPM (Centrifuge 5418) po dobu

10 minut. Supernatanty byly odebrany do vialek a pripraveny pro analyzu.

Separace hydroxybupropionu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Metabolit bupropionu hydroxybupropion, ktery vznikd enzymovou reakci
v inkubacnich smésich, byl separovan a kvantifikovan metodou HPLC s isokratickou
eluci po dobu 20 minut. Mobilni faze byla slozena z 50mM KH,PO, (pH 2.8,
upraveno HCI) a 100% acetonitrilu v poméru 79:21. Separace byla provedena na
koloné Nucleosil 250x4 mm, Cig, 100-5, HD pri laboratorni teploté s konstantni
prittokovou rychlosti 1,5 ml/min. Nastfik na kolonu ¢inil 100 yl supernatantu.
Hydroxybupropion byl detekovan pfi vlnové délce 214 nm a kvantifikovan
vztazenim jeho plochy piku k plose piku vnitiniho standardu (triprolidin).

Vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti sedmibodové kalibraéni piimky
o rozsahu 2 — 100 uM hydroxybupropionu, plochy pik byly opét vztazeny k plose
piku vnitiniho standardu. Z vyslednych hodnot bylo pro kazdou inkubaéni smés
vypocitano latkové mmozstvi vznikajiciho hydroxybupropionu za minutu na mg
proteinu, tedy specificka aktivita CYP2B6. Vzdy byla porovnana aktivita CYP2B6
po pridani EE2 s aktivitou CYP2B6 po pridani DMSO, tato aktivita predstavovala
100% aktivitu CYP2B6. Diky ni mohla byt vypodcitdna procentudlni inhibice
CYP2B6 vlivem 17o-ethinylestradiolu.
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3.3.7 Stanoveni aktivity CYP2C6, CYP2C9 - 4’-hydroxylace
diklofenaku

Ke stanoveni aktivity potkaniho cytochromu P450 2C6 a lidského cytochromu P450
2C9 byla pouzita markerova reakce 4’-hydroxylace diklofenaku [109] (obrazek 3.5).

COOH COCH
Cl

1 5

) NADPH o NH

02

] 4

Cl
diklofenak 4'-hydroxydiklofenak

Obréazek 3.5. 4’-hydroxylace diklofenaku — markerova reakce CYP2C6 a CYP2C9 (vytvotreno

v programu BKchem).

Reakéni smési o celkovém objemu 500 ul byly pfipraveny v tripletech

o nasledujicim slozeni:
L] O,]. M KH2P04/K2HPO4, pH 7,4
e 50 uM diklofenak (zasobni roztok 10 mM v dH,0)

e 17u-ethinylestradiol o prislusné koncentraci (zasobni roztok v DMSO o 200x

vyssi koncentraci)

e 1 mM NADPH-generujici systém (zdsobni roztok: 10mM NADPT,
100 mM D-glukosa-6-fosfat, 10 U/ml D-glukosa-6-fosfatdehydrogenasa,

e potkani kontrolni mikrosomy nebo lidské ,pooled“ mikrosomy o koncentraci

proteint 0,5 mg/ml

Pro toto stanoveni byl pouzit 17o-ethinylestradiol o koncentracich 50 pyM
(koncentrace odpovidajici koncentraci substratu diklofenaku); 10 uM a 0 uM. 0 uM
koncentraci predstavovalo pridani stejného objemu rozpoustédla DMSO misto
zasobniho roztoku EE2. Objem DMSO vsSak neptresahoval 1 % celkového objemu

inkubaéni smési.
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Pripraveny byly reakéni smési obsahujici rtizné koncentrace EE2 a kontrolni
reakéni smési. Prvni kontrolni reakéni smés neobsahovala NADPH-generujici
systém a ve druhé kontrolni reakéni smési byla reakce ihned zastavena pridanim
100 pl ledového 100% acetonitrilu a vortexovana. Reakéni smési byly preinkubovany
5 minut pti 37°C bez pritomnosti NADPH-GS.

Reakce byla po preinkubaci zahajena pridavkem 50 ul NADPH-GS. Vzorky byly
inkubovany 15 minut pii 37°C a 400 RPM (Thermomixer Compact) za pristupu
vzduchu. Reakce byla zastavena pfidanim 100 pl ledového 100% acetonitrilu
a vzorky byly 15 sekund vortexovany. Nésledné bylo do reakéni smési pridano
5 pl N-fenylanthranilové kyseliny (1 mM v methanolu) a 1 ml ethylacetatu.
Po intenzivnim tfepani (3 minuty, 1400 RPM) byly vzorky centrifugoviny pii
15000 RPM (Centrifuge 5418) po dobu 5 minut. Organickd faze byla odebrana do
vialky a odparena do sucha ve vakuové odparce. Extrakce byla provedena dvakrat.

Pfed sepraraci na HPLC byly odparky rozpustény v 40 ul methanolu.

Separace 4’-hydroxydiklofenaku vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Metabolit diklofenaku 4’-hydroxydiklofenak, ktery vznikd enzymovou reakci
katalyzovanou CYP2C6/9 v inkubacnich smésich, byl separovan a kvantifikovan
metodou HPLC s isokratickou eluci po dobu 16 minut. Mobilni faze byla slozena
z 75mM CH3COONa (pH 5, upraveno CH3COOH) a 100% acetonitrilu v poméru
48:52. Separace byla provedena na koloné Nucleosil 250x4 mm, Cig, 100-5, pfi
teploté 35°C s konstantni pritokovou rychlosti 0,5 ml/min. Néstiik na kolonu
¢inil 20 pl [109]. 4’-hydroxydiklofenak byl detekovan pii vinové délce 272 nm
a kvantifikovan vztazenim jeho plochy piku k plose piku vnitiniho standardu
(N-fenylanthranilova kyselina).

Vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti sestibodové kalibra¢ni primky o rozsahu
10 — 500 uM 4’-hydroxydiklofenaku, plochy pikt byly opét vztazeny k plose
piku vnittniho standardu. Z vyslednych hodnot bylo pro kazdou inkubac¢ni smés
vypocitano latkové mnozstvi vznikajicitho 4’-hydroxydiklofenaku za minutu na mg
proteinu, tedy specificka aktivita CYP2C6 nebo CYP2C9. Vzdy byla porovnana
aktivita CYP2C6/9 po pridani EE2 s aktivitou CYP2C6/9 po pridéni DMSO, tato
aktivita predstavovala 100% aktivitu CYP2C6/9. Diky ni mohla byt vypocitana
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procentudlni inhibice CYP2C6/9 vlivem 17a-ethinylestradiolu.

3.3.8 Stanoveni aktivity CYP2C11 - 16oa-hydroxylace

testosteronu

Ke stanoveni aktivity potkaniho cytochromu P450 2C11 byla pouzita markerova
reakce 160-hydroxylace testosteronu [110] (obrazek 3.6).

OH OH

testosteron 16u-hydroxytestosteron

Obrazek 3.6. l6a-hydroxylace testosteronu — markerovd reakce CYP2C11 (vytvoreno

v programu BKchem).

Reakéni smési o celkovém objemu 500 ul byly pfipraveny v tripletech

o nasledujicim slozeni:
e 0.1 M KH,PO,/KyHPOy, pH 7,4
e 50 uM testosteron (zasobni roztok 10 mM v dH,O)

e 17a-ethinylestradiol o prislusné koncentraci (zasobni roztok v DMSO o 200x

vyssi koncentraci)

e 1 mM NADPH-generujici systém (zasobni roztok: 10mM NADPT,
100 mM D-glukosa-6-fosfat, 10 U/ml D-glukosa-6-fosfatdehydrogenasa,

e potkani kontrolni mikrosomy o koncentraci proteini 0,5 mg/ml

Pomoci 16a-hydroxylace testosteronu byl sledovan vliv 17c-ethinylestradiolu
na aktivitu CYP2C11. Pro toto stanoveni byl pouzit 17o-ethinylestradiol
o koncentracich 50 uM (koncentrace odpovidajici koncentraci substratu

testosteronu); 10 uM a 0 uM. 0 uM koncentraci pfedstavovalo pfidani stejného
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3.3. Pouzité metody

objemu rozpoustédla DMSO misto zasobniho roztoku EE2. Objem DMSO vsak
nepiesahoval 1 % celkového objemu inkubac¢ni smési.

Pripraveny byly reakéni smési obsahujici rizné koncentrace EE2 a kontrolni
reakéni smési. Prvni kontrolni reakéni smés neobsahovala NADPH-generujici
systém a ve druhé kontrolni reakéni smési byla reakce ihned zastavena 100 ul 1M
NayCO3/2M NaCl a rychlym vortexovanim. Reakéni smési byly preinkubovany
5 minut pti 37°C bez pritomnosti NADPH-GS.

Reakce byla po preinkubaci zahajena pridavkem 50 ul NADPH-GS. Vzorky
byly inkubovany 15 minut pri 37°C a 400 RPM za pristupu vzduchu. Reakce
byla zastavena priddanim 100 ul 1M Nap,CO3/2M NaCl a vzorky byly 15 sekund
vortexovany. Nésledné bylo do reakéni smési pridano 5 pl fenacetinu (1 mM
v methanolu) a 1 ml ethylacetdtu. Po intenzivnim t¥epani (3 minuty, 1400 RPM)
byly vzorky centrifugovany pii 15000 RPM (Centrifuge 5418) po dobu 5 minut.
Organicka faze byla odebrana do vialky a odparena do sucha ve vakuové odparce.
Extrakce byla provedena dvakrat. Pred sepraraci na HPLC byly odparky

rozpustény v 30 ul methanolu.

Separace 16a-hydroxytestosteronu vysokotcinnou kapalinovou chromatografii

Metabolit testosteronu 16o-hydroxytestoteron, ktery vznikd enzymovou reakci
katalyzovanou CYP2C11 v inkubacnich smésich, byl separovian a kvantifikovan
metodou HPLC s linedrni gradientovou eluci po dobu 35 minut dle tabulky 3.2.
Mobilni fazi A byl 50% methanol a mobilni fazi B 75% methanol.

Tabulka 3.2. Gradientova eluce separace 16o-hydroxylace testosteronu. Linearni

(spojity) gradient: mobilni faze A — 50% methanol, mobilni fize B — 75% methanol.

Cas (min) | Mobilni fize A | Mobilni fize B
00:00 100 % 0%
27:00 0% 100 %
30:00 100 % 0%
35:00 100 % 0%
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Separace byla provedena na koloné Nucleosil 250x4 mm, Cig, 100-5, HD, pri
teploté 35°C s konstantni pritokovou rychlosti 0,6 ml/min. Nastiik na kolonu
¢inil 20 pl [111]. 16a-hydroxytestosteron byl detekovan pii vlnové délce 254 nm
a kvantifikovan vztazenim jeho plochy piku k plose piku vnitiniho standardu
(fenacetin).

Vyhodnoceni bylo provedeno analogicky k vyhodnoceni v kapitole
3.3.6 za pouziti Sestibodové kalibracni piimky o rozsahu 10 — 500 pM
16a-hydroxytestosteronu, plochy piki byly opét vztazeny k plose piku vnitiniho

standardu (fenacetin).

3.3.9 Stanoveni aktivity CYP2E1 — 6-hydroxylace chlorzoxazonu

Ke stanoveni aktivity potkaniho a lidského cytochromu P450 2E1 byla pouzita

markerovéa reakce 6-hydroxylace chlorzoxazonu [112] (obrazek 3.7).

H H
Cl Cl
N NADPH N
o)
8] 2 HO (8]
chlorzoxazon 6-hydroxychlorzoxazon

Obrazek 3.7. 6-hydroxylace chlorzoxazonu — markerovd reakce CYP2E1l (vytvofeno

v programu BKchem).

Reakéni smési o celkovém objemu 500 ul byly pfipraveny v tripletech
o nasledujicim slozeni:
e 50 mM Tris/HCI, 150 mM KCI, pH 7,4

e 100 uM chlorzoxazon (zasobni roztok 20 mM v dH50)

e 170-ethinylestradiol o piislusné koncentraci (zasobni roztok v.DMSO o 200x

vyssi koncentraci)

e 1 mM NADPH-GS (zdsobni roztok: 10mM NADP*, 100 mM D-glukosa-6-
fosfat, 10 U/ml D-glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, 100 mM MgCly-6H50)

e potkani mikrosomy (kontrolni a indukované EtOH) nebo lidské ,pooled*

mikrosomy o koncentraci proteinu 0,5 mg/ml
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Pomoci 6-hydroxylace chlorzoxazonu byl sledovan vliv 17o-ethinylestradiolu na
aktivitu CYP2EL. Pro toto stanoveni byl pouzit 17o-ethinylestradiol o koncentracich
100 uM; 10 uM a 0 uM. 0 uM koncentraci piedstavovalo priddni stejného objemu
rozpoustédla DMSO misto zasobniho roztoku EE2. Objem DMSO vsak nepiesahoval
1 % celkového objemu inkubac¢ni smési.

Pripraveny byly reakéni smési obsahujici rizné koncentrace EE2 a kontrolni
reakéni smési. Prvni kontrolni reakéni smés neobsahovala NADPH-generujici systém
a ve druhé kontrolni reakéni smési byla reakce ihned zastavena 25 ul 43% H3POy
a vortexovana. Reakéni smési byly preinkubovany 5 minut pri 37°C bez pritomnosti
NADPH-GS.

Reakce byla po preinkubaci zahdjena piidavkem 50 ul NADPH-GS. Vzorky
byly inkubovany 15 minut pti 37°C a 400 RPM za pristupu vzduchu (Thermomixer
Compact). Reakce byla zastavena pfidanim 25 ul 43% H3;PO, a vzorky byly
15 sekund vortexovany. Nésledné bylo do reakéni smési pfidano 5 pl fenacetinu
(I mM v methanolu) a 1 ml dichlormethanu. Nésledné byly vzorky 20 vtefin
vortexovany a centrifugovany pii 3000x g (Centrifuge 5418) po dobu 5 minut.
Organicka faze byla odebrana do vialky a odparena do sucha ve vakuové odparce.
Extrakce byla provedena dvakrat. Pred separaci na HPLC byly odparky rozpustény
v 30 ul 50% methanolu.

Separace 6-hydroxychlorzoxazonu vysokoti¢innou kapalinovou chromatografii

Metabolit chlorzoxazonu 6-hydroxychlorzoxazon, ktery vznikd enzymovou reakci
katalyzovanou CYP2E1l v inkubacnich smésich, byl separovan a kvantifikovan
metodou HPLC s gradientovou eluci po dobu 33 minut dle tabulky 3.3 na strané
58. Mobilni fazi A byl 50% methanol a mobilni fazi B 100% methanol.

Separace byla provedena na koloné Nucleosil 250x4 mm, Cig, 100-5, pfi teploté
35°C s konstantni pritokovou rychlosti 0,5 ml/min. Nastfik na kolonu ¢inil 20 ul
[113]. 6-hydroxychlorzoxazon byl detekovan pfi vinové délce 287 nm a kvantifikovan

vztazenim jeho plochy piku k plose piku vnitiniho standardu (fenacetin).
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Kapitola 3. Material a metody

Tabulka 3.3. Gradientova eluce separace 6-hydroxylace chlorzoxazonu.

Linedrni (spojity) gradient: mobilni fize A — 50% methanol, mobiln{ fdze B — 100% methanol.

Cas (min) | Mobilni fize A | Mobilni fize B
00:00 100 % 0%
14:00 100 % 0%
14:30 0% 100 %
20:00 0% 100 %
20:30 100 % 0%
33:00 100 % 0%

Vyhodnoceni bylo provedeno analogicky k vyhodnoceni v kapitole
3.3.6 za pouziti Sestibodové kalibracni piimky o rozsahu 10 — 500 uM
6-hydroxychlorzoxazonu, plochy pikti byly opét vztazeny k plose piku vnitiniho

standardu.

3.3.10 Stanoveni aktivity CYP3A1/2 a CYP3A4 -

6B-hydroxylace testosteronu

Ke stanoveni aktivity potkaniho cytochromu P450 3A1/2 a lidského cytochromu
P450 3A4 byla pouzita markerova reakce 6p-hydroxylace testosteronu [114] (obrazek
3.8).

OH OH

OH
testosteron 6pB-hydroxytestosteron

Obrazek 3.8. 6B-hydroxylace testosteronu - markerovd reakce CYP3Al a CYP3A4

(vytvoreno v programu BKchem).

Reakeni smési o celkovém objemu 500 ul byly pfipraveny v tripletech analogicky

k postupu v kapitole 3.3.8.
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Rozdil byl pouze v pouzitych mikrosomech:

e potkani mikrosomy (kontrolni a indukované PCN) nebo lidské ,pooled“

mikrosomy o koncentraci proteini 0,5 mg/ml

Separace 6B-hydroxytestosteronu vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Metabolit testosteronu 63-hydroxytestoteron, ktery vznikd enzymovou reakei
katalyzovanou CYP3A1 a CYP3A4 v inkubacnich smésich, byl separovan
a kvantifikovin metodou HPLC popsanou v kapitole 3.3.8.1.

Vyhodnoceni bylo provedeno analogicky k vyhodnoceni v kapitole 3.3.6 za pouziti
Sestibodové kalibra¢ni piimky o rozsahu 10 — 500 uM 6B-hydroxytestosteronu, plochy
pikd byly opét vztazeny k plose piku vnitiniho standardu.

3.3.10.1 Stanoveni koncentrace ICs; lidského CYP3A4

Pomoci 6B-hydroxylace testosteronu byl sledovdn vliv 17a-ethinylestradiolu na
aktivitu CYP3A4 v lidskych Supersomech™. Pro toto stanoveni byl pouzit
17a-ethinylestradiol o koncentracich odpovidajicich 4x; 3x; 2x; 1x; 0,5%; 0,2X;
0,1x; 0,04x; 0,02x a 0,01x koncentraci substratu. Paralelné byla mérena aktivita
CYP3A4 bez pridavku EE2, kde byl misto roztoku EE2 do inkubacni smési
pridavan stejny objem rozpoustédla DMSO.

Reakeni smési o celkovém objemu 500 ul byly pfipraveny v tripletech analogicky
k postupu v kapitole 3.3.8.

Rozdil byl pouze v pouzitych Supersomech™:
e 50 pmol/ml cytochrom P450 3A4 (2 nmol/ml v Supersomech™)

63-hydroxytestoteron, ktery vznika enzymovou reakci katalyzovanou CYP3A4
v inkubacnich smésich, byl separovan a kvantifikovin metodou HPLC popsanou v
kapitole 3.3.8.1.

Vyhodnoceni bylo analogické k stanoveni koncentrace 17o-ethinylestradiolu

zpusobujici 50% inhibici lidského CYP1A1 popsaného v kapitole 3.3.3.1.
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4. Vysledky

Predkladana diplomova prace se zabyva vlivem estrogenniho endokriniho disruptoru

17a-ethinylestradiolu na aktivitu potkanich a lidskych isoforem cytochromt P450.

4.1 Vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu potkanich
isoforem cytochromii P450 in vitro

Specificka aktivita cytochroma P450 1A1, 2B1, 2E1 a 3Al byla stanovena
v mikrosomech indukovanych specifickymi induktory CYP a v kontrolnich
mikrosomech. Specificka aktivita cytochromu P450 2C6 a 2C11 byla stanovena
pouze v kontrolnich mikrosomech, ve kterych jsou tyto isoformy nejvice zastoupeny.

Utinek 17a-ethinylestradiolu na aktivitu vybranych isoforem cytochromt
P450 in wvitro byl sledovan pii koncentracich 10 uM a koncentraci odpovidajici
saturacni koncentraci substratu a porovnan s aktivitou studovanych isoforem CYP

v inkubacnich smésich bez pridavku EE2.

61



Kapitola 4. Vysledky

4.1.1 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP1A1l

Specificka aktivita cytochromu P450 1A1 byla stanovena specifickou markerovou
reakci O-deethylace 7-ethoxyresorufinu [104].

7 grafu na obrazku 4.1 je patrné, ze specifickd aktivita CYP1A1 byla po pridani
17a-ethinylestradiolu vyrazné snizena v ptipadé zprostiedkovani reakce jaternimi
mikrosomy potkant vystavenych [(-NF. Pii pouziti 2uM EE2, coz odpovida
koncentraci susbtratu 7-ethoxyresorufinu, byla aktivita CYP1A1l sniZena o 22 %
a pii pouziti 10uM EE2 byla aktivita CYP1A1 snizena o 81 %. V kontrolnich
mikrosomech, ve kterych CYP1A1l neni exprimovan, nebyla inhibice CYP1A1l

vlivem EE2 pozorovana.

15,000 —
_ ] == DMSO
L mm 2uM EE2 - c:
E 10,000 mm 10uM EE2
£ 5,000 |
Hd
8 4
£
8
= 40 —
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m
:
20 —
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o -

p=NF mikrosomy CTRL mikrosomy

Obrazek 4.1. Vliv 17o-ethinylestradiolu na O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu,
markerovou reakci katalyzovanou prevazné CYP1A1 z jaternich mikrosomu potkant
po indukci B-naftoflavonem (B3-NF) a kontrolnich potkanii (CTRL). Koncentrace
substratu 7-ethoxyresorufinu (cs) byla 2uM. Data jsou pruméry a smérodatné odchylky ze ti{
méreni. Procenta vyjadiuji aktivitu CYP1A1 po pridani EE2 vztazenou k aktivité CYP1A1 bez
pridavku EE2.
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4.1. Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu potkanich isoforem cytochromt P450 in
vitro

4.1.2 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP2B1/2

Vliv 17a-ethinylestradiolu na specifickou aktivitu cytochromu P450 2B1/2 byl
stanoven specifickou markerovou reakci O-depentylace 7-pentoxyresorufinu [107].

Aktivita CYP2B1/2 (obréazek 4.2) v jaternich mikrosomech potkant vystavenych
PB, byla po ptidani 17o-ethinylestradiolu také znacné sniZena. Pti pouziti 2uM EE2
byla aktivita CYP2B1/2 snizena o 23 % a pfi pouziti 10uM EE2 byla aktivita
CYP2B1/2 snizena o 55 %. V kontrolnich mikrosomech, ve kterych CYP2B1/2
indukovan nebyl, nebyla inhibice CYP2B1/2 vlivem EE2 pozorovana.

1,500 —

100 %

== DMSO
B 2uM EE2 ~¢s
mm 10uM EE2

Enzymova aktivita [ pmoliesorufin.mgl.min1]

PB mikrosomy CTRL mikrosomy

Obrazek 4.2. Vliv 17o-ethinylestradiolu na O-depentylaci T7-pentoxyresorufinu,
markerovou reakci katalyzovanou prevazné CYP2B1/2 z jaternich mikrosomu potkant
po indukci fenobarbitalem (PB) a kontrolnich potkani (CTRL). Koncentrace substratu
7T-pentoxyresorufinu (cs) byla 2uM. Data jsou priuméry a smérodatné odchylky ze t¥{ méfeni.
Procenta vyjadiuji aktivitu CYP2B1/2 po pfiddni EE2 vztazenou k aktivité CYP2B1/2 bez
pridavku EE2.
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4.1.3 Vliv 17oc-ethinylestradiolu na aktivitu CYP2C6 a
CYP2C11

Specificka aktivita cytochromu P450 2C6 byla stanovena specifickou markerovou
reakei 4’-hydroxylace diklofenaku [109].

Specifickd aktivita cytochromu P450 2C11 byla stanovena specifickou
markerovou reakci 16a-hydroxylace testosteronu [110].

Specificka aktivita CYP2C6 a CYP2C11 byla stanovena v jaternich mikrosomech
kontrolnich potkanti, ve kterych je obsah CYP2C vyznamny a neni potieba je
indukovat [25]. Z grafu na obrazku 4.3 je patrné, ze specificka aktivita CYP2C6
byla po pridani 17o-ethinylestradiolu v kontrolnich mikrosomech snizena vice nez
specificka aktivita CYP2C11. V ptipadé CYP2C6 doslo vlivem EE2 (50 uM) ke
snizeni aktivity az na 36% a aktivita CYP2C11 byla sniZena pouze na 72 %.

300 —

== DMSO
2 1111 mm 10uM EE2
mm 50uM EE2 ~ ¢s

Enzymova aktivita [pmol.mgl.min"!]

CTRL mikrosomy CTRL mikrosomy
CYP2C6 CYP2C1l1l

Obrazek 4.3. Vliv 17a-ethinylestradiolu na 4’-hydroxylaci diklofenaku, markerovou
reakci katalyzovanou prevazné CYP2C6, a 16a-hydroxylaci testosteronu, markerovou
reakci katalyzovanou prevazné CYP2C11, zprostiredkované jaternimi mikrosomy
kontrolnich potkani (CTRL). Koncentrace substratu diklofenaku (cs) byla 50uM. Koncentrace
substratu testosteronu (cs) byla 50uM. Data jsou priuméry a smérodatné odchylky ze t¥{ méfeni.
Procenta vyjadiuji aktivitu CYP2C6/11 po piidani EE2 vztazenou k aktivité CYP2C6/11 bez
pridavku EE2.
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4.1. Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu potkanich isoforem cytochromt P450 in
vitro

4.1.4 Vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu CYP2E1

Specificka aktivita cytochromu P450 2E1 byla stanovena specifickou markerovou
reakei 6-hydroxylace chlorzoxazonu [112].

V pripadé CYP2E1 (obrazek 4.4) doslo také po pridéani 17c-ethinylestradiolu
ke snizeni specifické aktivity CYP2E1 v pripadé zprostredkovani reakce jaternimi
mikrosomy potkanti vystavenych EtOH i v pripadé zprostredkovani reakce jaternimi
mikrosomy kontrolnich potkanti.

V obou piipadech doslo k ptiblizné stejné inhibici CYP2E1. Pti pouziti 10uM
EE2 a 100uM EE2 (koncentrace odpovidajici koncentraci substratu chlorzoxazonu)

byl inhibi¢ni vliv EE2 v obou vzorcich srovnatelny.
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Obrazek 4.4. Vliv 17o~ethinylestradiolu na 6-hydroxylaci chlorzoxazonu, markerovou
reakci katalyzovanou prevazné CYP2E1 z jaternich mikrosomt potkanti po indukci
ethanolem (EtOH) a kontrolnich potkana (CTRL). Koncentrace substratu chlorzoxazonu
(cs) byla 100pM. Data jsou pruméry a smérodatné odchylky ze tif méfeni. Procenta vyjadiuji

aktivitu CYP2E1L po pridani EE2 vztazenou k aktivité CYP2E1 bez pridavku EE2.
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Kapitola 4. Vysledky

4.1.5 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP3A1/2

Specifickd aktivita cytochromu P450 3A1/2 byla stanovena specifickou markerovou
reakel 63-hydroxylace testosteronu [114].

V jaternich mikrosomech potkanii vystavenych PCN a v mikrosomech
kontrolnich potkant byla 603-hydroxylace TST katalyzovana CYP3A1l vlivem
EE2 inhibovana (obrdzek 4.5). V obou piipadech, jak v jaternich mikrosomech
z potkanti indukovanych pregnenolon-16a-karbonitrilem (PCN), tak v jaternich
mikrosomech potkant kontrolni skupiny, byla inhibice priblizné stejna. Pti pouziti
10uM EE2 byla aktivita CYP3A1/2 snizena piiblizné o 10 % a pii pouziti 50uM
EE2 (koncentrace odpovidajici koncentraci substratu testosteronu) byla inhibice

40 — 50%.

min-1]
1

mm DMSO
@ 10uM EE2
mm 50uM EE2 ~ cg

&=
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|

Enzymova aktivita [pmolephydroxytestosteron. Mg
1

PCN mikrosomy CTRL mikrosomy

Obrazek 4.5. Vliv 17a-ethinylestradiolu na 6B3-hydroxylaci testosteronu, markerovou
reakci katalyzovanou previdzné CYP3A1/2 z jaternich mikrosomi potkana po indukci
pregnenolon-16a-karbonitrilem (PCN) a kontrolnich potkand (CTRL). Koncentrace
substratu testosteronu (cs) byla 50uM. Data jsou prameéry a smérodatné odchylky ze t¥i méfeni.
Procenta vyjadiuji aktivitu CYP3A1/2 po pfidéni EE2 vztazenou k aktivité CYP3A1/2 bez
pridavku EE2.
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4.2. Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu lidskych isoforem cytochromt P450 in
vitro

4.2 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu lidskych
isoforem cytochromi P450 in vitro

Vliv  17o-ethinylestradiolu na aktivitu lidskych isoforem cytochromti P450
byl sledovan ve vzorku lidskych jaternich mikrosomii spojenych od rtznych
déarci (HLM, z angl. human liver microsomes). V téchto komeréné dodévanych
isolovanych mikrosomech byl sledovan vliv 17a-ethinylestradiolu na specifické
aktivity cytochromu P450 1A1, 1A2, 2B6, 2C9, 2E1 a 3A4.

Utinek 17a-ethinylestradiolu na aktivitu vybrangch isoforem cytochromi
P450 byl sledovdn pii koncentracich 10 uM a koncentraci odpovidajici saturacni
koncentraci substratu a porovnan s aktivitou studovanych isoforem CYP
v inkubacnich smésich bez pridavku EE2.

Aktivity lidskych cytochromia P450 byly stanoveny pomoci specifickych
markerovych reakci. Pro CYP1Al byla pouzita specifickd markerova
reakce O-deethylace T-ethoxyresorufinu [104], pro CYP1A2 O-demethylace
7-methoxyresorufinu  [106], pro CYP2B6 hydroxylace bupropionu [108],
pro CYP2C9 4’-hydroxylace diklofenaku [109], pro CYP2E1 6-hydroxylace
chlorzoxazonu [112], pro CYP3A4 6B-hydroxylace testosteronu [114].

Ze souhrnného grafu na obrazku 4.6 na strané 68 je patrné, ze ve vSech ptripadech,
kromé CYP1A1 a CYP1A2, byla specificka aktivita CYP vlivem EE2 sniZena.

P1i pouziti 10uM EE2 byly aktivity sniZzeny viceméné stejnou mérou. V pripadé
CYP2C9 byla aktivita snizena o 16 %, u ostatnich isoforem byla aktivita snizena
méné. V pripadé CYP3A4 byla aktivita sniZzena o 13 %, u CYP2B6 o 12 %
au CYP2E1L o 10 %.

Pti pouziti koncentrace 17a-ethinylestradiolu odpovidajici satura¢ni koncentraci
substratu, byla nejvice inhibovana isoforma CYP2C9. V tomto pripadé byla pouzita
50uM koncentrace EE2 a aktivita byla snizena o 46 %, tedy téméf na polovinu.
V pripadé CYP3A4 (50uM koncentrace EE2) byla snizena o 43 %. Aktivita CYP2E1
byla vlivem 100uM EE2 snizena o 37 % a aktivita CYP2B6 byla vlivem 200uM EE2

snizena o 30 %.
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Obréazek 4.6. Vliv 17o~ethinylestradiolu na markerové reakce cytochromi P450 v lidskych jaternich mikrosomech. Specifickd aktivita CYP1A1

byla stanovena reakei O-deethylace 7-ethoxyresorufinu (EROD), koncentrace substrétu 7-ethoxyresorufinu byla 2uM. Specifickd aktivita CYP1A2 byla stanovena

reakci O-demethylace 7-methoxyresorufinu (MROD), koncentrace substratu 7-methoxyresorufinu byla 2uM. Specifickd aktivita CYP2B6 byla stanovena reakci

hydroxylace bupropionu (OH-BUP), koncentrace substratu bupropionu byla 200uM. Specificka aktivita CYP2C9 byla stanovena reakci 4’-hydroxylace diklofenaku

(4-OH-DIC), koncentrace substrdtu diklofenaku byla 50uM. Specifickd aktivita CYP2EL byla stanovena reakci 6-hydroxylace chlorzoxazonu (6-OH-CLZ),

koncentrace substratu chlorzoxazonu byla 100uM. Specifickd aktivita CYP3A4 byla stanovena reakei 63-hydroxylace testosteronu (63-OH-TST), koncentrace

substratu testosteronu byla 50uM. Data jsou primeéry a smérodatné odchylky ze tff méfeni. Procenta vyjadiuji aktivitu CYP po pridani EE2 vztazenou k aktivité

CYP bez pridavku EE2.
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4.3. Vliv 170-ethinylestradiolu na aktivitu potkaniho rekombinantniho
cytochromu P450 1A2

4.3 Vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu potkaniho

rekombinantniho cytochromu P450 1A2

V mé bakalarské praci, na kterou tato diplomova prace navazuje, byl sledovan
vliv 170-ethinylestradiolu na aktivitu potkan{ isoformy CYP1A1 v Supersomech™
[115]. Protoze CYP1A2 sdili s CYP1A1 75% sekvencni homologii [116] a je také
schopny katalyzovat markerovou reakci CYP1A1 O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu,
bylo zjistovano, zda je CYP1A2 17a-ethinylestradiolem inhibovan také.

Pro stanoveni schopnosti 17a-ethinylestradiolu inihibovat aktivitu potkaniho
rCYP1A2 v Supersomech™ byla méfena mira O-demethylasové aktivity rCYP1A2
[106] pro ruzné koncentrace EE2. Pouzité koncentrace EE2 byly v rozmezi
0,2 — 200 puM.

Specifickd aktivita rCYP1A2 po pridani EE2 byla porovnana se specifickou
aktivitou rCYP1A2 bez pridavku EE2. Z obrazku 4.7 je patrné, ze potkani rCYP1A2

17a-ethinylestradiolem inhibovan nebyl a hodnota 1Csy nemohla byt stanovena.
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Obrazek 4.7. VIiv 17a-ethinylestradiolu na specifickou aktivitu potkaniho
rekombinantniho CYP1A2 v Supersomech™ . Zavislost aktivity rCYP1A2 na logaritmu
koncentrace EE2 (0,2 — 200 puM). Aktivita rCYP1A2 byla stanovena reakci O-demethylace
7-methoxyresorufinu, koncentrace substratu 7-methoxyresorufinu byla 2uM. Relativni aktivita
v procentech vyjadiuje aktivitu rCYP1A2 po piidani EE2 vztazenou k aktivité rCYP1A2 bez

pridavku EE2. Data jsou priméry a smérodatné odchylky ze t¥i méreni.
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Kapitola 4. Vysledky

4.4 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu lidskych
rekombinantnich cytochromi P450 1A1 a 1A2

Pro stanoveni schopnosti 17a-ethinylestradiolu inihibovat aktivitu lidského
rCYP1A1 a rCYP1A2 v Supersomech™ byla méfena mira O-deethylasové aktivity
rCYP1A1 [104] a mira O-demethylasové aktivity rCYP1A2 [106] pro rizné
koncentrace EE2. PouZité koncentrace EE2 byly v rozmezi 0,2 — 200 uM.

Specifickd aktivita rCYP1A1/2 po ptidani EE2 byla porovnéana se specifickou
aktivitou rCYP1A1/2 bez pridavku EE2. V pripadé rCYP1A1l byla zavislost
prolozena kifivkou pro vyhodnoceni koncentrace ICsy [105] (Obrazek 4.8).
Koncentrace ethinylestradiolu zptsobujici 50% inihibici rCYP1A1, IC5(CYP1A1),
byla 25,6 uM.

7 grafu na obrazku 4.9 na strané 71 je patrné, ze lidsky rCYP1A2

17a-ethinylestradiolem inhibovan nebyl a hodnota 1C5q nemohla byt stanovena.
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Obrazek 4.8. Vliv 17o-ethinylestradiolu na specifickou aktivitu lidského
rekombinantniho CYP1A1 v Supersomech™ . Zavislost aktivity rCYP1A1l na logaritmu
koncentrace EE2 (0,2 — 200 pM). Aktivita rCYP1A1l byla stanovena reakci O-deethylace
7T-ethoxyresorufinu, koncentrace substrdtu 7-ethoxyresorufinu byla 2uM. Relativni aktivita
v procentech vyjadiuje aktivitu rCYP1A1 po pfidani EE2 vztazenou k aktivité rCYP1A1 bez

pridavku EE2. Data jsou pruméry a smérodatné odchylky ze t¥{ mérfeni.
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4.5. Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu lidského rekombinantniho cytochromu
P450 3A4
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Obrazek 4.9. Vliv 17a-ethinylestradiolu na specifickou aktivitu lidského
rekombinantniho CYP1A2 v Supersomech™ . Zavislost aktivity rCYP1A2 na logaritmu
koncentrace EE2 (0,2 — 200 pM). Aktivita rCYP1A2 byla stanovena reakci O-demethylace
7-methoxyresorufinu, koncentrace substratu 7-methoxyresorufinu byla 2uM. Relativni aktivita
v procentech vyjadiuje aktivitu rCYP1A2 po priddani EE2 vztazenou k aktivité tTCYP1A2 bez

pridavku EE2. Data jsou primeéry a smérodatné odchylky ze tii méreni.

4.5 Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu lidského

rekombinantniho cytochromu P450 3A4

Cytochrom P450 3A4 je vyznamny biotransformacni enzym tcastnici se
metabolismu 50 % predepisovanych 1é¢éiv. CYP3A4 je spolu s CYP2C9 hlavni
isoformou katalyzujici pfeménu 170-ethinylestradiolu na 2-hydroxyethinylestradiol
[15] a prozatim nezndmy X-hydroxyethinylestradiol [20].

V mé bakalarské praci, na kterou tato diplomova prace navazuje, byl jiz
sledovan vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu potkani isoformy CYP3A1/2
v Supersomech™ [115]. Pro stanoveni schopnosti 17a-ethinylestradiolu inihibovat
aktivitu lidského rCYP3A4 v Supersomech™ byla méfena mira tvorby
6p-hydroxytestosteronu pii riznych koncentracich EE2. Pouzité koncentrace EE2
byly v rozmez{ 0,05 — 200 uM.

Specificka aktivita rCYP3A4 po pridani EE2 byla porovnana se specifickou
aktivitou rtCYP3A4 bez pridavku EE2. Zavislost relativni aktivity rCYP3A4 na
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logaritmu koncentrace EE2 byla prolozena kfivkou pro vyhodnoceni koncentrace
ICs0 [105] (obrazek 4.10). Koncentrace 17a-ethinylestradiolu zptsobujici 50% inhibici
rCYP3A4, IC5(rCYP3A4), byla 4,5 uM.
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Obrazek 4.10. Vliv 17«a-ethinylestradiolu na specifickou aktivitu lidského
rekombinantniho CYP3A4 v Supersomech™ . Zavislost aktivity rCYP3A4 na logaritmu
koncentrace EE2 (0,05 — 200 puM). Aktivita rCYP3A4 byla stanovena reakci 683-hydroxylace
testosteronu, koncentrace substratu testosteronu byla 50uM. Relativni aktivita v procentech
vyjadiuje aktivitu rCYP3A4 po pridani EE2 vztazenou k aktivité rCYP3A4 bez pridavku EE2.

Data jsou prameéry a smérodatné odchylky ze tii méfeni.

4.6 Inhibicni studie potkaniho cytochromu P450 1Al

K poznani typu inhibice potkaniho rCYP1A1 17u-ethinylestradiolem byla provedena
inhibi¢ni studie vlivu 17a-ethinylestradiolu na aktivitu rCYP1A1 exprimovaném
v Supersomech™.

Uéinek rtznych koncentraci 17o-ethinylestradiolu (0; 0,2; 1; 5; 10 uM) na
aktivitu potkanitho rCYP1A1l byl sledovan pii pouziti riznych koncentraci
substratu 7-ethoxyresorufinu (0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2).

Pro uréeni konkrétniho typu inhibice byly vytvoreny diagnostické grafy
prislusnych zavislosti — Michaelis-Menten (obrazek 4.11 na strané 73),

Lineweaver-Burk (obrazek 4.12 na strané 75), Eadie-Hofstee (obrazek 4.13 na
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4.6. Inhibi¢ni studie potkaniho cytochromu P450 1A1

strané 75), Hanes-Woolf (obrazek 4.14 na strané¢ 76), Dixon (obrazek 4.15 na
strané 77).

7 grafu na obrazku 4.11 je patrné, ze zavislost rychlosti reakce na koncentraci
substratu (7-ethoxyresorufin) nevykazuje kinetiku Michaelise a Mentenové. Ani
dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka (1/v vs. 1/cg) nevykazuje
linearni zavislost, ale krivka ma v oblasti vyssich koncentraci 7-ethoxyresorufinu
konkavni tvar (graf na obrazku 4.12, strana 75). Zadné z dalsich provedenych
vyneseni nevykazovalo klasickou linearni zavislost.

Sigmoidalni zavislost rychlosti reakce na koncentraci substratu byla prolozena
naméfenymi body v programu QtiPlot za pouziti Hillovy rovnice [117]. Hillav
koeficient byl nejvyssi pfi reakci, kterd nebyla ovlivnéna 17a-ethinylestradiolem.
S rostouci koncentraci 17o-ethinylestradiolu se snizovala hodnota Hillova
koeficientu, coz ukazuje na to, ze se 1T7a-ethinylestradiol chova jako negativni
heterotropni modulator. Kinetické parametry vyhodnocené v programu QtiPlot
jsou shrnuty v tabulce 4.1 na strané 74.
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Obrazek 4.11. Zavislost rychlosti reakce katalyzované potkanim rCYP1A1l na
koncentraci substratu. Vliv EE2 na rychlost reakce byl stanoven pomoci O-deethylace
7-ethoxyresorufinu. Koncentrace substratu 7-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 2 uM.
Pouzité koncentrace 17o-ethinylestradiolu byly 0; 0,2; 1; 5; 10 uM. Ky 5 — hodnota koncentrace

substratu, pti které je rychlost rovna poloviné limitni rychlosti; h — Hilliv koeficient.
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Kapitola 4. Vysledky

Tabulka 4.1. Kinetické parametry CYP1A1l urcené ze zavislosti rychlosti reakce na
koncentraci substratu. Koncentrace substratu 7-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1
a 2 uM. Pouzité koncentrace 17a-ethinylestradiolu (0; 0,2; 1; 5; 10 uM). Vi, — limitni rychlost,
h — Hilltv koeficient, K5 — hodnota koncentrace substratu, pfi které je rychlost rovna poloviné

limitni rychlosti, @Q — index kooperativity.

cege2 (M) | Vim (pmol/l/s) | h | Ko5 (M) | Q
0 1360 1,7 0.3 13
0,2 920 12 0,45 39
1 1110 13 0,58 28
5 880 1,2 0,75 40
10 830 1,1 1,2 54

Z hodnoty Hillova koeficientu (h) 1,7 a indexu kooperativity (Q) 13, je patrné,
ze samotny 7-ethoxyresorufin je pozitivnim homotropnim modulatorem rCYP1A1.
Hodnota indexu kooperativity roste se zvysujici se koncentraci 17o-ethinylestradiolu,
coz potvrzuje fakt, ze je 17a-ethinylestradiol inhibitorem CYP1A1.

Méfeni vlivu 0,2uM EE2 na O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu (svétle modra
kiivka na obrazku 4.11 na strané 73) nebylo, dle prubéhu kfivky, provedeno zcela
spravné. Kinetické parametry uvedené v tabulce 4.1 neodpovidaji trendu ucinku
17a-ethinylestradiolu, a proto nebylo nadale s hodnotami 0,2 uM EE2 pocitano.

Ani vyneseni dle Lineweavera-Burka (obrazek 4.12 na strané 75) nebylo linearni
a nevykazovalo klasické kinetické chovani. Z namérenych kiivek je patrné, ze pfi
vyssich koncentracich 7-ER se 7-ER chova jako inhibitor CYP1A1l a je viditelnd
inhibice substratem. Vyneseni dle Eadie-Hofsteeho (obrazek 4.13 na strané 75) také
nebylo linedrni, ale pribéh kiivek ukazuje na ,sigmoidalni* kinetiku [118], kterd

odpovida autoaktivaci rCYP1A1 7-ethoxyresorufinem.

4



4.6. Inhibi¢ni studie potkaniho cytochromu P450 1A1
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Obrazek 4.12. Dvojité reciproké vyneseni dle Lineweavera-Burka —
grafické znazornéni =zavislosti 1/v na 1/cr.gr pfi raznych koncentracich
EE2. Aktivita rCYP1Al Dbyla stanovena pomoci markerové reakce O-deethylace
T-ethoxyresorufinu. Koncentrace substratu 7-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 2 uM.
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Obrazek  4.13. Vyneseni dle Eadie-Hofsteeho @ —  grafické znazornéni
zavislosti v na v/Cr.ER pri ruznych koncentracich EE2.

Aktivita  rCYP1A1l byla  stanovena  pomoci  markerové reakce O-deethylace
7-ethoxyresorufinu. Koncentrace substratu 7-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 2 uM.
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Kapitola 4. Vysledky

Déle bylo z naméfenych hodnot sestrojeno vyneseni dle Hanese-Woolfa
(zavislost c7gr/v na crgr). Dle grafu A na obrazku 4.14 vyneseni nevykazovalo
linedrni zavislost, ale mélo konkavni tvar. Pro vyhodnoceni typu inhibice byly
hodnoty odpovidajici vyssim koncentracim substratu (0,1 — 2 uM) prolozeny
linedrni regresi (Graf B na obrazku 4.14). Prolozené kiivky jsou témér
rovnobézné. Pouziti koncentraci substratu (7-ethoxyresorufinu) vyssich nez
0,1 uM (Kpm ~ 0,43 uM [119]), zna¢i kompetitivni inhibici potkaniho rCYP1Al
17a-ethinylestradiolem. To je v souladu s literaturou, ktera prokazuje kompetitivni

inhibici lidského rCYP1A1 17a-ethinylestradiolem [48].
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Obréazek 4.14. A) Vyneseni dle Hanese-Woolfa — grafické zndzornéni zavislosti c7.gr /v
na cr.gr pri riznych koncentracich EE2. B) ProloZeni hodnot vyS$Sich koncentraci
7-ER (0,1 — 2 yuM) linearni regresi. Aktivita rCYP1A1 byla stanovena pomoci markerové
reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Koncentrace substratu 7-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05;

0,1; 0,5; 1 a 2 uM.
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4.6. Inhibi¢ni studie potkaniho cytochromu P450 1A1

Pro urceni inhibiéni konstanty (K;) 17o-ethinylestradiolu bylo sestrojeno
vyneseni dle Dixona (graf A na obrazku 4.15). Ani v tomto piipadé nebyly
zavislosti linearni, ale mély hyperbolicky charakter. Pro odhad konstanty K; byly
pouzity zavislosti reciproké rychlosti reakce na koncentraci EE2 pii vysokych
koncentracich 7-ethoxyresorufinu. Zavislosti byly prolozeny rovnici linearni regrese
(graf B na obrazku 4.15). Prolozeni piimek, které se stykaly v II. kvadrantu grafu,
znacilo kompetitivni inhibici, coz je v souladu s literaturou [48]. Pro odhad K;
byl uvazovan medidan priseciki jednotlivych kfivek. Odhad hodnoty inhibi¢ni

konstanty, K;, byl 6,4 uM.
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Obrazek 4.15. A) Vyneseni dle Dixona — grafické znizornéni zavislosti 1/v na

Ccgg2 pro ruzné koncentrace substratu 7-ER. B) ProloZzeni hodnot naméfenych
pro vyssi koncentrace 7-ER (0,1 — 2 pM) linedrni regresi. Aktivita rCYP1A1l byla
stanovena pomoci markerové reakce O-deethylace 7-ethoxyresorufinu. Koncentrace substratu

T-ethoxyresorufinu byla 0,02; 0,05; 0,1; 0,5; 1 a 2 uM.
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5. Diskuze

17a-ethinylestradiol je synteticky hormon fadici se mezi estrogenni endokrinni
disruptory [4]. Tyto latky jsou schopné narusovat endokrinni systém populace
a interagovat s télu prirozenymi hormony [2]. Vzhledem k tomu, Ze se
17a-ethinylestradiol nachazi témér ve vSech pripravcich hormonalni antikoncepce,
je fazen mezi nejuzivanéjsi lé¢ivo vibec [5]. Proto je jeho pusobeni jako endokrinni
disruptor v rdmci EU od roku 2013 sledovdno [7] a studium jeho bioakumulace,
metabolismu, biodegradace a toxicity je velmi vyznamné [6].

V této diplomové praci byl studovan vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu
potkanich (CYP1A1l, CYP2B1/2, CYP2C6, CYP2C11, CYP2E1l, CYP3A1/2)
a lidskych (CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2E1, CYP3A4) isoforem
cytochromt P450 in vitro. Cytochromy P450 jsou klicové enzymy biotransformace
xenobiotik katalyzujici prevazné oxidacni, peroxidacni a redukéni reakce [25]. Pro
studium tuc¢inku 17o-ethinylestradiolu na aktivitu cytochromi P450 byly vybrany
tyto isoformy, nebot se jednd o vyznamné CYP tucastnici se metabolismu tady
lé¢iv a hraji vyznamnou roli v metabolismu samotného 17wa-ethinylestradiolu a to
predevsim v pfeméné EE2 na 2-hydroxyethinylestradiol [16, 18-20].

Vliv 170-ethinylestradiolu na specifické aktivity CYP byl nejprve zkoumén
v potkanich mikrosomech indukovanych specifickymi induktory cytochromt P450
a v kontrolnich mikrosomech, ve kterych hladina CYP neni indukovéana.

Vysledky v této diplomové praci ukazaly, Ze in vitro ma 17o-ethinylestradiol
inhibi¢ni vliv na aktivitu potkanitho CYP1A1l v jaternich mikrosomech
indukovanych specifickym induktorem tohoto enzymu B-naftoflavonem (obrazek
4.1 na strané 62). Enzymova aktivita byla pfi pouziti 10uM EE2 vyrazné snizena
o 81 %, coz je v naprostém souladu s literaturou, kde byla, za pouziti stejné
markerové reakce (EROD), aktivita CYP1Al v jaternich mikrosomech pii
pouziti 10 uM EE2 snizena o 80 % [90]. V bakalaiské praci [115], na kterou tato
prace navazuje, byla pii stejné koncentraci substratu (2uM 7-ER) markerové
reakce EROD stanovena koncentrace 17a-ethinylestradiolu zpusobujici 50%
inhibici rCYP1A1 (ICs). Tato hodnota byla 7,9 yuM, coz radové odpovida

hodnotdm namérenym v diplomové praci. Ackoliv je CYP1A1l extrahepatdlni
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enzym, nezanedbatelnd rychlost reakce O-deethylace T7-ethoxyresorufinu byla
naméfena i v kontrolnich jaternich mikrosomech, kde CYP1Al indukovany
nebyl. Je tomu zfejmé proto, ze EROD je katalyzovana také CYP1A2, ktery je
v jatrech konstitutivné pritomny [104]. Zadnd inhibice EROD vSak v kontrolnich
mikrosomech pozorovana nebyla.

Vzhledem k tomu, Ze potkani CYP1A2 sdili s CYP1A1l 75% sekvenc¢ni
homologii [116], bylo mozné, Zze bude 17a-ethinylestradiol inhibovat také potkani
rCYP1A2. Dle vysledku je vsSak patrné, ze EE2 nemd na specifickou aktivitu
CYP1A2 Zadny vliv (obrazek 4.7 na strané 69). To odpovida vysledku méreni
O-deethylace T7-ethoxyresorufinu v kontrolnich mikrosomech, kde byla EROD
katalyzovana pravdépodobné CYP1A2 a zadny inhibicni efekt EE2 pozorovan
nebyl. CYP1A1l a CYP1A2 jsou vysoce konzervované enzymy, které se vyskytuji
v ruznych organismech s vysokou podobnosti [35]. Ackoliv maji CYP1A1l
a CYP1A2 vyraznou aminokyselinovou podobnost, jejich substraty, induktory
a inhibitory se velmi casto lisi. To je zfejmé zpusobeno odlisnosti aminokyselin
v aktivnim centru enzymi, kterd vSak nebyla prozatim zcela vytesena [120, 121].

V pripadé cytochromu P450 2B1 bylo jiz diive ve studii Kent a kol. (2002) [91]
prokazano, Ze je 17o-ethinylestradiolem ¢n vitro ireversibilné inhibovan (K; ~ 11uM).
V experimentech provedenych v laboratotri molekularni karcinogenese a vyvoje 1é¢iv
na katedre biochemie byla in vivo aktivita CYP2B1 po jednordzovém podani EE2
(20 mg/kg hmotnosti potkana) o 70 % snizena [122]. V nasem piipadé se in vitro
inhibice EE2 potvrdila (obrazek 4.2 na strané 63). V mikrosomech indukovanych
fenobarbitalem (specificky induktor isoformy CYP2B1) byla aktivita CYP2B1/2 po
pouziti 10uM EE2 sniZena o 55 %.

Cytochromy P450 2C jsou nejvice zastoupené cytochromy P450 v potkanich
jaternich mikrosomech, a proto nebyly v mikrosomech indukované zadnym
specifickym induktorem. V této diplomové préaci byly cytochromy P450 2C6 a 2C11
v potkanich jaternich mikrosomech in wvitro inhibované 17a-ethinylestradiolem
také (obrazek 4.3 na strané 64). Jiz v difvejsich studiich se ukézalo, ze se EE2
kovalentné vaze na CYP2C11 a je jeho ireversibilnim inhibitorem [92]. V této
diplomové préaci byla 16o-hydroxylace testosteronu (markerové reakce CYP2CI11)
z 28 % inhibovana 50uM EE2 (odpovidajici koncentraci substratu). V piipadé
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CYP2C6 je prozatim znadmy pouze vliv EE2 na aktivitu CYP2C6 in vivo [93]. EE2
in vivo indukoval aktivitu CYP2C6, coz je naprosto odlisné od vysledku v této
diplomové praci. V této diplomové praci byl CYP2C6 vyrazné inhibovan a pfi
pouziti 50uM EE2 (odpovidajici koncentraci substratu) byla aktivita CYP2C6
snizena na 36 %. Tento rozdil potvrzuje, Ze je velmi dulezité pii porovnavani
vysledku rozliSovat experimenty provadéné in vivo a in wvitro, nebot velmi casto
poskytuji nesrovnatelné vysledky [123].

Cytochrom P450 2E1 se velmi vyrazné uplatnuje v metabolismu toxikologicky
vyznamnych latek [25], ale vliv 17o-ethinylestradiolu na aktivitu potkaniho
CYP2E1 prozatim studovan nebyl. Dle vysledkii experimentt diplomové préce
byla specifickd aktivita CYP2E1 vlivem EE2 (100uM) v jaternich mikrosomech
indukovanych ethanolem snizena o 42 % (obrézek 4.4 na strané 65). V kontrolnich
jaternich mikrosomech probihala 6-hydroxylace chlorzoxazonu také, ackoliv
zde CYP2E1l indukovan nebyl. To je zfejmé zptisobeno tim, ze CYP2E1 tvori
11 % celkového mnozstvi CYP v jatrech [124] a proto mohla byt 6-hydroxylace
chlorzoxazonu katalyzovand i v kontrolnich mikrosomech. Tomu odpovidaji
i hodnoty inhibice 17a-ethinylestradiolem, nebot 6-hydroxylace chlorzoxazonu
byla vlivem EE2 (100uM) snizena o 45 %, tedy velmi podobné jako v jaternich
mikrosomech indukovanych ethanolem.

Cytochrom P450 3A1/2 byl v potkanich jaternich mikrosomech, indukovanych
pregnenolon-16a-karbonitrilem, 17o-ethinylestradiolem inhibovéan (obrézek 4.5 na
strané 66). Aktivita CYP3A1/2 byla u¢inkem EE2 (50uM) snizena o 40 %. Rychlost
63-hydroxylace testosteronu (markerova reakce CYP3A1/2) nebyla snizena pouze
v mikrosomech indukovanych PCN, ale také v kontrolnich mikrosomech, kde
CYP3A1/2 indukovany nebyl a tvorba 6p-hydroxytestosteronu byla vlivem EE2
(50uM) snizena o 49 %. Vzhledem k tomu, ze CYP3A1 tvoii 30 — 37% celkového
mnozstvi CYP v jatrech [125], mohl byt pokles tvorby 63-hydroxytestosteronu
zpusoben inhibici CYP3A1l i v kontrolnich mikrosomech. Dalsi divodem mohla
byt inhibice jiného cytochromu P450. 63-hydroxylace testosteronu je katalyzovana
také cytochromem P450 2A2 [119], coz vSak nemuze byt potvrzeno, nebot vliv
17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP2A2 nebyl prozatim studovan.

V této diplomové praci byly déle studovany tucinky 17o-ethinylestradiolu
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na specifické aktivity lidskych isoforem cytochromt P450 in witro. Diky velmi
castému pouzivani ethinylestradiolu v 1ékarstvi a hospodarstvi jsou lidé ¢im dél
vice vystavovani negativnim tuc¢inkim EE2 a studium jeho tuc¢ink na aktivitu
cytochromi P450, kterymi je metabolisovan, je dilezité.

Lidské cytochromy P450 1A1 a 1A2 sdili 70% sekvencni homologii [36],
avsak jejich vyskyt v lidskych jatrech je znacné rozdilny. CYP1A1 je typickym
extrahepatalnim enzymem a v jatrech tvoii méné nez 0,7 % celkového mnozstvi
CYP [126]. To muze vysvétlovat i vysledek stanoveni inhibice CYP1A1 v HLM,
ve kterych vlivem EE2 nedoslo ke snizeni rychlosti EROD, stejné jako v pripadé
potkanich kontrolnich mikrosomit (obrazek 4.6 na strané 68). Ackoliv je CYP1Al
v jatrech zastoupen ve velmi malém mnozstvi, O-deethylace 7T-ethoxyresorufinu
v lidskych kontrolnich mikrosomech probihala, protoze v lidskych jatrech je
katalyzovana predevsim cytochromem P450 1A2. Stejné jako u potkani isoformy
byla stanovena mira inhibice tCYP1A1l 17a-ethinylestradiolem. Ukéazalo se, ze
lidsky rCYP1A1l inhibovan 17o-ethinylestradiolem byl a hodnota ICsy byla
25,6 uM (obréazek 4.8 na strané 70). Oproti hodnoté uvedené v literature
(ICs0 2,7 £ 0,3 uM) [48] je nami stanovend hodnota vysokd. Rozdil muze byt
zpusoben tim, Ze byla pouzitd jind markerova reakce (O-deethylace fenacetinu,
ktera neni specifickou markerovou reakci CYP1A1, ale CYP1A2 [127]). Méfenim
vlivu EE2 na O-demethylaci 7-methoxyresorufinu zprostredkovanou CYP1A2, bylo
zjisténo, ze CYP1A2 v lidskych jaternich mikrosomech nebyl inhibovéan (obrazek
4.6 na strané 68). Jelikoz CYP1A2 tvoii 13 % celkového mnozstvi CYP v jétrech
[35], nemohla byt divodem nizké exprese CYP1A2 v jatrech. Proto byla stanovena,
stejné jako u potkantho modelu, mira inhibice lidského rekombinantniho CYP1A2
exprimovaného v Supersomech™. Ani zde se inhibice rCYP1A2 nepotvrdila
(obrazek 4.9 na strané 71). Ackoliv vysledek neni v uplném souladu s literaturou,
ve které je 17a-ethinylestradiol uvadén jako velmi slaby inhibitor CYP1A2
(ICs50 > 45 pM), rozdil mize byt zptsoben pouzitim jiné markerové reakce. V préci
Chang a kol. 2009 [48] byla pouZita pro stanoveni aktivity CYP1A1l i CYP1A2
stejna metoda O-deethylace fenacetinu.

17a-ethinylestradiol mél inhibi¢ni vliv také na aktivitu CYP2B6 v lidskych
mikrosomech. Aktivita CYP2B6 byla vlivem EE2 (200uM) snizena o 30 % (obréazek
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4.6 na strané 68). V literatufe je EE2 uvadén jako silny inhibitor O-deethylace
7-ethoxyfluorkumarinu, katalyzovanou rCYP2B6, kde 35uM EE2 zputsobi 88%
snizeni aktivity rCYP2B6 [91]. Ve studii Chang a kol. 2009 [48] byla hydroxylace
bupropionu zprostiedkovana lidskym mikrosomalnim CYP2B6 také snizena
(IC50 23 uM). Ackoliv v nasi préaci nebyla aktivita CYP2B6 v lidskych mikrosomech
snizena priliS vyrazné, inhibi¢ni vliv prokazan byl. Nizsi pozorovana inhibice
mohla byt zptsobena tim, ze ve studii Kent a kol. (2002) [91] byla pouzita jina
markerové reakce a ve studii Chang a kol. (2009) [48] nizsi koncentrace bupropionu
a mikrosomalnich proteint. Nizsi inhibice CYP2B6 mohla byt zptisobena také tim,
ze v lidskych jaternich mikrosomech je spolu s CYP2B6 pritomen také cytochrom
bs, ktery pozitivné moduluje aktivitu CYP2B6 a zvySuje jeho aktivitu [91].
Cytochrom P450 2C9 je hlavni jaterni isoformou podrodiny 2C, ktera v lidskych
jaternich mikrosomech tvoii 20 % celkového mnozstvi CYP [128]. Jeho aktivita byla
vlivem EE2 (50 uM) snizena o 46 % (obrazek 4.6 na strané 68). To je v souladu
s literaturou, ve které je EE2 uvadén jako inhibitor isoforem cytochromt P450
2C8, 2C9 i méné zastoupené isoformy 2C19 [48]. Aktivita CYP2C9 méfena pomoci
markerové reakce, oxidace losartanu, byla pfi pouziti 100uM EE2 snizena o 45 %
[98], oxidace losartanu vSak neni vhodnou markerovou reakci pro stanoveni aktivity
CYP2C9, nebot je katalyzovana také CYP3A4, ktery je EE2 inhibovan také [129].
O vlivu 17a-ethinylestradiolu na aktivitu potkaniho a lidského CYP2E1 nejsou
prozatim zndmé informace. Lidsky CYP2E1l je s potkanim CYP2E1 z 80 %
identicky. Jejich enzymové vlastnosti jsou stejné a proto je potkani CYP2E1
vhodnym modelem pro enzymové chovani lidského CYP2E1l [35]. V nasich
vysledcich byla aktivita lidského CYP2E1 ptisobenim EE2 (100 uM) v lidskych
mikrosomech snizena o 37 % (obrazek 4.6 na strané 68). To je priblizné stejny
vysledek inhibice jako v pfipadé potkanitho CYP2E1, kde doslo k poklesu aktivity
o 42 % (obrazek 4.4 na strané 65). Markerova reakce CYP2EL, 6-hydroxylace
chlorzoxazonu, je nicméné katalyzovana také CYP1A2 [130]. V této diplomové praci
byl pouzit chlorzoxazon o koncentraci 100 uM. Pfi této koncentraci chlorzoxazonu
katalyzuje 6-hydroxylaci chlorzoxazonu CYP2E1 z 93,3 % a CYP1A2 z 6,7 %
[130]. Ackoliv CYP1A2 tvoii vétsi procento (13 %) celkového mnozstvi CYP
v lidskych jatrech nez CYP2E1 (6 %) [35], CYP1A2 neni 17o-ethinylestradiolem
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ovlivnén, a je tedy pravdépodobné, ze inhibice 6-hydroxylace chlorzoxazonu
17a-ethinylestradiolem byla zptisobena inhibici CYP2E1.

Cytochrom P450 3A4 je nejvyznaméjsim cytochromem P450 v lidskych
jatrech. Ackoliv tvori pouze 30 % celkového mnozstvi CYP v jaternich
mikrosomech, ucastni se metabolismu 50 % veskerych predepisovanych 1éc¢iv
[35]. Vliv 17a-ethinylestradiolu na aktivitu CYP3A4 byl jiz dfive prozkoumén.
Z in wvivo studii je znamo, ze pripravky hormonalni antikoncepce obsahujici
17a-ethinylestradiol zptsobuji u jejich uZivatelek inhibici CYP3A4 [76, 94].
V difvéjsich experimentech in wvitro byla 63-hydroxylace testosteronu, markerova
reakce CYP3A4, v lidskych jaternich mikrosomech inhibovdna a hodnota ICsg
EE2 odpovidala 39 uM [48]. V piipadé rekombinantntho CYP3A4 byla aktivita
snizena vlivem EE2 (50 uM) o 67 % a EE2 ptsobil jako ireversibilni inhibitor
aktivity CYP3A4 [95]. V této diplomové praci byla aktivita CYP3A4 vlivem
EE2 (50uM) v lidskych jaternich mikrosomech snizena o 43 % (obrazek 4.6 na
strané 68). Jelikoz je CYP3A4 vyznamnym cytochromem P450 metabolismu
1é¢iv, byla stanovena koncentrace 17a-ethinylestradiolu zpusobujici 50% inhibici
rCYP3A4 v Supersomech™ (ICs), jejiz hodnota byla 4,5 uM (obrdzek 4.10 na
strané 72). To je radové shodné s hodnotu ICsy (8,5 pM) z jinych studii [48],
kde vsak byla hodnota ICs, stanovena jinou markerovou reakei, hydroxylaci
midazolamu, a proto nemohou byt hodnoty ICsy zcela porovnatelné. Potkani
CYP3A1 je ortolog lidského CYP3A4, se kterym sdili 73% sekvencéni homologii
[131]. V bakaldtské praci, na kterou tato diplomova prace navazuje, byla stanovena
hodnota ICsy (8,3 uM) pro potkani rCYP3A1l exprimovany v Supersomech™.
Tato hodnota je velmi podobna nami stanovené hodnoté 1Csq lidského rCYP3A4,
coz ukazuje, ze potkani rCYP3A1 a lidsky rCYP3A4 jsou 17a-ethinylestradiolem
inhibovany témeér stejnou mérou.

Déle bylo cilem diplomové prace urcit typ inhibice potkanitho rCYP1A1l
17a-ethinylestradiolem. Aktivita rCYP1A1 byla sledovana markerovou reakei
O-deethylaci 7-ethoxyresorufinu. Kinetika reakce rCYP1A1 nevykazovala klasickou
zavislost dle Michaelise-Mentenové, ale méla sigmoidalni charakter (obrazek 4.11
na strané 73). Tato sigmoidalni zavislost, odpovidajici pfi nizkych koncentracich

7-ethoxyresorufinu autoaktivaci CYP1A1l T7-ethoxyresorufinem, byla jiz drive
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pozorovana v nékterych kinetickych studiich CYP1A1 [117, 132, 133]. Ani vynosy
dle Lineweavera-Burka, Eadie-Hofsteeho, Hanese-Woolfa a Dixona nevykazovaly
klasické linearni zavislosti. V pripadé CYP1A1 je kromé autoaktivace substratem
pozorovana také pri vyssich koncentracich 7-ER inhibice substratem [134].
Néaznak inhibice substratem rCYP1A1l se projevuje také v grafu vyneseni dle
Lineweavera-Burka (obrdzek 4.12 na strané 75). Uplna inhibice substratem viak
pozorovana nebyla, nebot nebyly pouzity koncentrace 7-ER vySsi nez 2,5 uM,
pti kterych je inhibice CYP1A1 substratem dobfe pozorovatelna [135]. Z grafu
zavislosti dle Eadie-Hofsteeho (obrazek 4.13 na strané 75) je patrné, ze se
jednd o pozitivni alosterickou modulaci CYP1A1 [118]. Ackoliv vyneseni dle
Hanese-Woolfa (obrazek 4.14 na strané 76) nebylo linedrni, ale mélo konkdvni
tvar, byly pro urceni typu inhibice pouzity linearni tseky odpovidajici vysSsim
koncentracim 7-ethoxyresorufinu (0,1 — 2 uM), které jsou vsak stéle v oblasti
Kum CYPIAL pro tento substrat (0,43 uM). Prolozené kriivky byly témér
rovnobézné, coz je znakem kompetitivni inhibice. Pro urceni inhibi¢ni konstanty
K; 17a-ethinylestradiolu, bylo vytvoreno vyneseni dle Dixona (obrézek 4.15 na
strané 77). I v tomto pripadé byly pro urceni K; pouzity oblasti kiivky odpovidajici
vyssim koncentracim 7-ER. Prolozené kiivky se stykaly v II. kvadrantu grafu,
coz znacilo kompetitivni inhibici s pfibliZznou hodnotou K; 6,4 uM. EE2 je
CYP1A1 metabolisovin na 2-hydroxyethinylestradiol a prozatim neznamy
X-hydroxyethinylestradiol [18]. V mé bakalaiské praci, na kterou tato diplomova
prace navazuje, byl sledovan uc¢inek metabolitii EE2, které vznikaji pii preinkubaci
rCYP1A1 s NADPH (kofaktor CYP1A1) [115]. Pfi srovnani hodnoty ICs, bez
preinkubace s NADPH (7,9 uM) a hodnoty ICsy po preinkubaci s NADPH
(1,9 uM), se ukézalo, ze metabolity, které pri preinkubaci vznikaji, pfispivaji
k inhibici rCYP1A1l vyraznéji nez samotnd parentalni molekula EE2 (hodnota
IC5p byla témér 4x nizsi). 17a-ethinylestradiol se tedy pifi vyssich koncentracich
substratu 7-ER chova jako kompetitivni inhibitor, nicméné ptlisobi také jako
sebevrazedny substrat rCYP1AL.

Sigmoidalni zavislost rCYP1A1, odpovidajici alosterické modulaci rCYP1A1,
muze byt vysvétlena nékolika zptisoby. Vzhledem k tomu, ze CYP1A1 muze do

své dutiny aktivniho mista umistit velké Sesticyklové substraty (dibenzopyren), je
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Kapitola 5. Diskuze

mozné, ze se do aktivniho mista CYP1A1 vaze vice mensSich substrati soubézné,
coz zapri¢ini pseudoalosterické chovani CYP1A1l [136]. Tato kooperativita
v cytochromech P450 vsSak nepredstavuje skutecné alosterické chovani,
tedy efektorem indukovanou konformacni zménu enzymové struktury [137].
Pseudoalosterické, kooperativni chovani bylo jiz popsano u nékterych isoforem CYP
- CYP2A6, CYP2B4, CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6 a CYP3A4. Pseudoalosterie
nastava predevsim u oligomernich enzymt, avsak CYP jsou monomerni proteiny.
V nékolika pripadech dochézi k homo- a hetero-oligomerizaci CYP, kdy se na sebe
vazi stejné nebo rizné isoformy CYP, coz muze ovlivnit schopnost interakce se
substraty, pristupnost hemu a citlivost viéi inaktivaci cytochromi P450 [137].
Vzhledem k tomu, ze dutina aktivniho mista je velmi casto velkd a substraty
CYP jsou obvykle malé molekuly, je mozné, ze se do dutiny vejde vice nez jedna
molekula substratu [118]. Tvar kfivky v grafu dle Eadie-Hofsteeho (obrazek 4.13 na
strané 75) vyjadiuje autoaktivaci (homotropni regulace) rCYP1A1, coZ znamen4,
ze aktivatorem je substrat samotny, v nasem piipadé T7-ethoxyresorufin [136].
Autoaktivacni efekt mutze byt ovSsem potlacen vazbou heterotropniho efektoru
[118]. Ze zvySujici se hodnoty Q — index kooperativity (tabulka 4.1 na strané 74)
je patrné, Ze se 17o-ethinylestradiol chova jako negativni moduldtor (inhibitor)
rCYP1ALl a vliv autoaktivace snizuje. Kooperativita cytochromt P450 je chapana
jako velmi komplexni alostericky mechanismus zahrnujici vyplnovani prostoru
dutiny aktivniho mista, do kterého se vaze vice substratli, zmény v enzymové
konformaci indukované substratem a modulace protein-proteinovych interakci
v enzymovych oligomerech [137]. Atkins a kol. v roce 2001 [138] ve své prici
popsali mechanismus pseudoalosterického chovani CYP, kde je mechanismus
popséan jako ,vnofeny alosterismus“ [138]. V téchto ,vnofenych alosterickych*
systémech existuje vice konformaci enzymu v pritomnosti i v nepfitomnosti
substratu a kazdy konformer je citlivy na alosterické ucinky. Neékolik isoforem
cytochromt P450 vykazuje citlivost na pritomnost i nepiitomnost NADPH-P450
oxidoreduktasy, cytochromu by, detergenti, ionttd kovi, glutathionu nebo
fosfolipidi. Piitomnost nebo absence téchto efektorovych sloucenin mize pozménit
kinetické parametry, stupen kooperativity a regiospecifitu oxidace substrati. Tyto

efektory se vsSak patrné nevazi do aktivniho mista se substraty simultanné, ale
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pravdépodobné zptisobi konformacéni zménu enzymu [138]. V poslednich letech se
ukazalo, ze mnoho cytochromi P450 (CYP2A6, CYP2B4, CYP2B6, CYP2C9,
CYP2D6 a CYP3A4) vykazuje odchylky od klasického chovani kinetiky dle
Michaelise-Mentenové [137]. Studium tohoto netypického chovani CYP je velmi
podstatné, nebot ukazuje, ze 1é¢iva metabolisovana CYP mohou byt katalyzovana

riznymi mechanismy, které nejsou popsané tradi¢nimi kinetickymi modely.
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Zaver

V predkladané diplomové praci byl studovan vliv estrogenniho endokrinniho
disruptoru 17o-ethinylestradiolu na aktivitu potkanich a lidskych isoforem
cytochromi P450 in vitro.

V teoretické ¢asti jsou z odborné literatury shrnuty vlastnosti a metabolismus
17a-ethinylestradiolu a jeho vliv na aktivitu cytochromi P450 v raznych
organismech. V experimentalni cCasti byla nejprve z jater kontrolnich potkant
a potkant premedikovanych specifickym induktorem cytochromi P450 3A
izolovana mikrosoméalni frakce. Dale byly stanoveny specifické aktivity potkanich

a lidskych isoforem cytochromt P450 bez a za pritomnosti EE2.

Vysledky z diplomové prace 1ze shrnout nasledovneé:

e Mikrosomy z jater potkanti kontrolnich a premedikovanych induktorem

cytochromi P450 3A byly dspésné izolovany.

e Inhibi¢ni vliv 170-ethinylestradiolu byl potvrzen ve vsech zkoumanych
potkanich isoformach cytochromi P450, kromé isoformy CYP1A2. Pri
pouziti 17a-ethinylestradiolu o koncentraci odpovidajici pouzité koncentraci
substratu jednotlivych markerovych reakci byla nejvice inhibovana isoforma
CYP2C6, kde byla markerova reakce 160-hydroxylace testosteronu inhibovana
z 64 %.

e Inhibi¢ni tc¢inek 17o-ethinylestradiolu na aktivitu lidskych isoforem
cytochromi P450 byl prokazan také ve vzorku lidskych jaternich
mikrosomli spojenych od rlznych déarct. Inhibovana byla markerova
reakce hydroxylace bupropionu (katalyzovana CYP2B6), 4’-hydroxylace
diklofenaku  (katalyzovana  CYP2C9), 6-hydroxylace  chlorzoxazonu
(katalyzovana CYP2E1) i 603-hydroxylace testosteronu (katalyzovana
CYP3A4). O-deethylace T7-ethoxyresorufinu (katalyzovina CYP1A1)
a O-demethylace 7-methoxyresorufinu (katalyzovina CYP1A2) v lidskych
jaternich mikrosomech ovlivnény nebyly. Nejvice byla inhibovana markerova
reakce 4’-hydroxylace diklofenaku katalyzovanda CYP2C9 (46% inhibice)
a 6B-hydroxylace testosteronu katalyzovana CYP3A4 (43% inhibice).
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ZAver

Byla stanovena koncentrace 17a-ethinylestradiolu  zpusobujici  50%
inhibici lidskych isoforem rCYP1A1l (25,6 pM) a rCYP3A4 (4,5 uM)
v Supersomech™ (hmyzi butiky infikované bakulovirem exprimujic
konkrétni isoformy CYP). Na aktivitu lidské a potkani isoformy rCYP1A2

hTM

v Supersomec nemél 17a-ethinylestradiol zadny vliv.

Bylo zjisténo, zZe 17o-ethinylestradiol se pfi vyssich koncentracich
T-ethoxyresorufinu, substratu mérené O-deethylacni reakce, chova jako
kompetitivni inhibitor potkanitho rCYP1A1l. Odhad inhibi¢ni konstanty K;
byl 6,4 uM.

Poslednim dilé¢im cilem diplomové prace bylo urceni typu inhibice lidského
rCYP1A1l. Vzhledem k vyhldseni nouzového stavu z divodu pandemie
onemocnéni COVID-19, uzavieni vysokych skol a néslednému prodleni
v dodéni potfebného lidského rCYP1A1 exprimovaného v Supersomech™

nebylo stanoveni provedeno.
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