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Abstrakt

ABSTRAKT

Cytochrom bs (CYBS) je hemovy protein schopny redukce cytochromi P450 (CYP) nebo
jinych enzymu. Jeho regula¢ni schopnost vSak byla rovnéz pozorovana i v apo forme, tedy bez
pritomnosti hemové prostetické skupiny v aktivnim centru. CYBS je schopny pfijeti elektronu
z cytochrom bs reduktasy (CYB5R) nebo cytochrom P450 reduktasy (CYPOR). Samotna
CYPOR je redukovana NADPH a je rovnéZz schopnd odevzdani elektronu CYP nezavisle na

CYBS. CYBSR je naopak redukovana NADH.

Schopnost CYBS5 piijmout a odevzdat elektron byla studovana in vitro na péti riznych
substratech — testosteronu, Sudanu I, aristolochové kyseliné I (AAI), ellipticinu a vandetanibu.
Tyto substraty byly vybrany podle jejich charakteristickych reakci, jez jsou katalyzovany
prislusnymi isoformami CYP. Experimenty s témito substraty byly provadény v prostiedi s
rekombinantnimi CYP ptipravenymi v hmyzich bunikach nebo E. coli nebo v prostiedi s jaternimi
mikrosomy izolovanymi zriznych organismi. Potkani, z nichz byla vétSina mikrosomi
izolovana, byly zaroven premedikovany ruznymi induktory CYP. Pro prokdzani schopnosti
CYBS redukovat CYP nezavisle na CYPOR byly experimenty provadény v prostfedi s NADH
nebo NADPH. Timto zptsobem byla prokazana schopnost CYB5 a CYBSR slouzit jako zdroj
elektronl pfi metabolismu testosteronu (CYP3A4) a Sudanu I (CYP1A1). Vznik metaboliti
v prostfedi s NADH byl rovnéz pozorovan pii substratech ellipticinu a vandetanibu. Naopak pfi
substratu AAI v prostiedi s NADH nebyl pozorovan vznik zaddného metabolitu. V prostiedi
s NADPH byl CYBS5 schopny stimulovat aktivitu CYP pii metabolismu testosteronu (CYP3 A4),
Sudanu I (CYP1Al) a vandetanibu (CYP1A2). Naopak, inhibi¢ni efekt CYB5 v prostiedi
s NADPH byl pozorovan pfi metabolismu vandetanibu isoformou CYP1A1. Vyssi aktivita CYP
v prostiedi s NADH oproti NADPH nebyla pozorovana v zadném z provedenych experimentd.
V ramci predkladané diplomové prace byl prokazan vliv CYBS na aktivitu CYP, pficemz tento

vliv zavisel na konkrétni i1soformé CYP i na daném substratu.

Kli¢ova slova: cytochrom bs, cytochromy P450, benzo[a]pyren, ellipticin, vandetanib,

aristolochova kyselina, Sudan I



Abstract

ABSTRACT

Cytochrome bs (CYBS) is heme protein capable of reduction of cytochromes P450 (CYP)
or some other enzymes. However, his regulative capability was also observed by his apo form,
i.e. in absence of heme prosthetic group in the active center. CYBS can accept electron from
cytochrome bs reductase (CYBSR) or from cytochrome P450 reductase (CYPOR). CYPOR by
itself is reduced by NADPH and is also able to forward electron to CYP independently of CYBS.
CYB5R on the other hand is reduced by NADH.

Efficiency of CYBS5 to accept and forward an electron was studied in vitro with five
different substrates — testosterone, Sudan I, aristolochic acid I (AAI), ellipticine and vandetanib.
These substrates were chosen considering their characteristic reactions, which are catalyzed by
their respective isoforms of CYP. The experiments with these substrates were carried out in the
medium with recombinant CYPs prepared in insect cells or E. coli or in the medium with hepatic
microsomes isolated from different organisms. Rats, from which the majority of these
microsomes was isolated, were premedicated by different CYP inducers. The experiments were
carried out in medium with NADH or NADPH in order to assess the capability of CYBS to reduce
CYP independently of CYPOR. The capability of CYB5 and CYB5R to act as a source of
electrons for metabolism of testosterone (CYP3A4) and of Sudan I (CYP1A1) was assessed by
this procedure. The formation of metabolites was also observed in medium with NADH
considering the substrates ellipticine and vandetanib. In contrast, there was no metabolite
formation observed in medium with NADH considering the substrate AAI. In the medium with
NADPH, the CYBS5 could stimulate activity of CYP considering the metabolism of testosterone
(CYP3A4), Sudan I (CYP1AT1) and vandetanib (CYP1A2). Contrarily, inhibitory effect of CYBS5
in the medium with NADPH was observed considering the metabolism of vandetanib by
CYP1ALl. Higher activity of CYP in the medium with NADH in comparison to NADPH was not
observed in any of undertaken experiments. The effect of CYB5 on activity of CYP dependent
on the respective isoform of CYP as well as the respective substrate was proven in the proposed

diploma thesis.
(In Czech)

Keywords: cytochrome bs, cytochromes P450, benzo[a]pyrene, ellipticine, vandetanib,

aristolochic acid, Sudan I
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Seznam zkratek

SEZNAM ZKRATEK
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konstitutivni androstanovy receptor
cytochrom bs

NADH:cytochrom bs reduktasa
cytochrom P450

NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
deoxyribonukleova kyselina
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ligand vazajici doména, z angl. ,,ligand binding domain*
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fenobarbital, z angl. phenobarbital
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pregnanovy X receptor
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otacky za minutu, z angl. ,,revolutions per minute*
z angl. ,,signal recognition particles*

Sudan I
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vitamin D receptor



Teoreticky uivod

1 TEORETICKY UVOD

1.1 Biotransformace

Cizorodé latky pfijima organismus zejména kizi a plicemi. Uginné mechanismy
organismu inaktivujici tyto cizorodé latky, aby mohly byt nasledné¢ vylouceny, nazyvame
souhrnné biotransformace [1]. Biotransformacni procesy jsou analogické procestim inaktivujicim
napiiklad ZluCova barviva nebo steroidni hormony. Chemické zmény téchto procesi vedou
vétSinou ke zvySeni hydrofilie latky, jelikoz zvySena rozpustnost ve vodé usnadnuje vylu¢ovani

ledvinami. Biotransformace probihaji pfevazné v jatrech, ale také ve stieve a ledvinach [1] [2].

Hepatocyt je vybaven mnozstvim enzymi dalezitych pro latkovou pfeménu, ze kterych
nejvyznamngj$i pro metabolizmus 1é¢iv jsou enzymy hladkého endoplasmatického retikula. Tyto
enzymy katalyzuji hydroxylaci a oxidativni §tépeni vazby N—-C nebo O—C, a proto je oznacujeme
jako hydroxylasy nebo oxidasy se smiSenou funkci. Vyznamnou sloZkou téchto enzymovych

systémt je cytochrom P450 [2].

Pti dlouhodobé expozici xenobiotikem muiZe dojit k zmnozeni hladkého ER v jaternich
burikach [3]. Molekularni mechanizmus tohoto procesu mtize probihat pfes navazani xenobiotika
na nuklearni receptor, ktery reguluje expresi ptislusnych cytochromti. Enzymova indukce pak

urychli biotransformaci nejen latky, ktera indukci vyvolala, nybrz i dal$ich 1é¢iv [4] [5] [2].

Chemické procesy biotransformace 1ze kategorizovat do dvou fazi. Oxidacni, redukéni a
hydrolytické reakce, které vnasSeji nebo odkryvaji funkéni skupiny na molekule xenobiotika
fadime do prvni faze. Reakce, ve kterych dochazi ke konjugaci metabolitu z prvni fize s jinou ve
vodé rozpustnou molekulou, naptiklad kyselinou glukuronovou, fadime do druhé faze. Je vSak
nutno podotknout, ze nékteré latky nejdriv podléhaji reakcim z druhé faze, a az poté vstupuji do
prvni faze. Jiné latky prvni fazi biotransformace uplné€ vynechaji a vstupuji pfimo do druhé faze

[6].

Hydrolytické stépeni v prvni fazi biotransformace probiha na éterovych, esterovych nebo
peptidovych vazbach. Lze jej ilustrovat na reakci acetylsalicylatu, ze kterého vznika katalyzou
arylesterasou hydrofilni salicylat. Mezi oxidace fadime hydroxylace, tvorbu epoxidd, dealkylace
nebo desaminace. Jako ptiklad 1ze uvést oxidaci etanolu na etanal. V ramci redukénich reakci
biotransformace rozeznavame dehalogenizace nebo redukce karbonyl-, azo-, a nitro-sloucenin.

Mezi dalsi kategorie reakei prvni faze biotransformace fadime metylace a desulfurizace [1] [6].

Nejcastejsi formou tvorby konjugati v druhé fazi biotransformace je spojeni s jiz

zminénym glukuronatem. Produktem takové reakce muize byt O- nebo N-glukuronid. S pomoci
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fosfoadenosinfosfosulfatu neboli PAPS zvaného téZ aktivni sulfat dochazi k vzniku sulfat esteru.

Mezi dal$i vyznamné konjugacni reakce pak fadime vazbu na glutathion a vznik amidové vazby

s glycinem nebo glutaminem [1] [6].

1.2 Biotransformacni enzymy

Enzymové systémy katalyzujici biotransformaci xenobiotik je mozné rozdélit do Ctyt

kategorii, podle typu reakce, kterou katalyzuji. Tyto typy reakei jsou hydrolyza, redukce, oxidace

a konjugace. Podrobny piehled enzymovych systému fazenych do téchto kategorii je zobrazen

v tabulce 1 [7].

Tabulka 1 Pichled jednotlivych enzymovych systémt a jejich lokalizace v ramci bunéénych

kompartmenti. Prevzato a upraveno z [7].

Reakce Enzym nebo specificka reakce Lokalizace

Karboxylesterasa Mikrosomy, cytosol, lysosomy, krev
Alkalicka fosfatasa Plasmatickd membréana

Hydrolyza :
Peptidasa Krev, lysosomy
Epoxidhydrolasa Mikrosomy, cytosol
Azo- a nitro- redukce Mikroflora
Redukce karbonylu Cytosol, mikrosomy, krev
Redukce disulfidu Cytosol
Redukce sulfoxidu Cytosol

Redukce Redukce chinonu Cytosol, mikrosomy
Dihydropyrimidin dehydrogenasa Cytosol
Reduk¢ni dehalogenace Mikrosomy
Dehydroxylace (cytochrom bs) Mikrosomy
Dehydroxylace (aldehyd oxidasa) Cytosol
Alkoholdehydrogenasa Cytosol
Aldehyddehydrogenasa Mitochondria, cytosol
Aldehydoxidasa Cytosol
Xantinoxidasa Cytosol

Oxidace Monoaminoxidasa Mitochondria
Diaminoxidasa Cytosol
Peroxidasa Mikrosomy, lysosomy, sliny
Flavin-monooxygenasa Mikrosomy
Cytochrom P450 Mikrosomy
UDP-glukuronosyltransferasa Mikrosomy
Sulfotransferasa Cytosol

. Gluthationtransferasa Cytosol, mikrosomy, mitochondria

Konjugace ; ; : :
Transaminasa Mitochondria, mikrosomy
N-Acetyltransferasa Mitochondria, cytosol
Methyltransferasa Cytosol, mikrosomy, krev

10
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Je nutno zdlraznit, Ze ne vSechny biotransformacni reakce jsou katalyzované enzymy
v tabulce 1. Nékteré reakce jsou katalyzované enzymy stievni mikroflory, nejéastéji anaerobnimi
bakteriemi tlustého stfeva [8]. Jiné xenobiotika jsou naopak biotransformovany enzymy
podilejicimi se na intermedidrnim metabolismu [7]. Tento princip Ize ilustrovat na ptikladu
metabolismu tfech xenobiotik — toluenu, kyseliny skoficové a kyseliny chinové, které jsou
metabolizovany na spole¢ny produkt kyselinu benzoovou. VSechny tfi latky podléhaji riznym

biotransforma¢nim procestim, za vzniku toho samého produktu (viz. Obrazek 1).

Cytochromy P450
Mikrosomy

Toluen Kyselina benzoova

Konjugace s glycinem
Cytosol

Zkracovani ietézce
B-oxidaci mastnych
kyselin
Mitochondrie

CO—NHCH

Kyselina skoficova

Kyselina hippurova

COOH

Redukéni metabolismus a aromatizace ve strevni mikroflore.

Kyselina chinova

Obrazek 1 Priklad biotransformace xenobiotik riznymi enzymovymi systémy [7].

1.3 Cytochromy P450

Jednou z nejvétsich a nejvic funkEéné rozmanitych rodin enzymi jsou cytochromy P450

(CYP) [9].

Studie potkanich a prasec¢ich mikrosomalnich proteinovych frakci zaznamenaly existenci
pigmentu vazaného v membrané s oxidem uhelnatym, vykazujiciho absorpéni maximum v tzv.

Soretovém pasu pri 450 nm [10] [11] [12]. Toto absorp¢ni maximum je jedineCnou vlastnosti

11
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pozorovanou jenom ve Ctyfech tfidach hemoproteinti, krom¢ cytochromit P450 jsou to NO

synthasy [13], chloroperoxidasy [14] a proteiny H450 [15].

Cytochromy P450 délime do rodin a podrodin. Cytochromy P450 vykazujici v sekvenci
aminokyselin podobnost vyssi nez 40 % fadime do stejné rodiny. CYP vykazujici v sekvenci
aminokyselin podobnost vys$$i nez 55 % fadime do stejné podrodiny. Cytochromy P450

vykazujici podobnost vyssi nez 97 % povazujeme za alely toho samého genu [16].

Funk¢éni rozmanitost mezi jednotlivymi c¢leny genové rodiny mtize vznikat mnoha
mechanizmy. Mezi nejznaméjs$i mechanizmy odpovédné za zmnozeni a diverzifikaci genovych

rodin fadime genovou duplikaci [17].

Fylogenetické analyzy cytochromti P450 naznacuji, ze se jedna o jedny z evolu¢né
nejrychleji se vyvijejicich geni. Takovy atribut odpovida jejich potieb€ rychle prizptisobit svou
odpovéd’ na neustale se ménici toxicka xenobiotika. Jednotka evoluéni periody neboli ¢as, za
ktery protein vykaze 1 % zmény sekvence aminokyselin, je u cytochromi P450 odhadovana na

dva az ¢tyfi miliony let [18].

Eukaryotické cytochromy P450 nabyvaji velikosti Fetézce v rozmezi 480 az 560
aminokyselin. Podle jejich lokalizace uvniti bunky je mozno je rozdélit do tii kategorii.
Nejvyrazngjsi ¢ast eukaryotickych CYP je soucdsti membrany endoplasmatického retikula
(mikrosomalni CYP) a membrany mitochondrii (mitochondrialni CYP). Tretim typem jsou pak
cytosolarni formy. I kdyz v ptipad€ prokaryot je rozpusténi CYP v cytosolu vyhradni formou,

v ptipad¢ eukaryot je tento typ extrémné vzacny [19].

Mikrosomalni CYP jsou syntetizovany ribozomy vazanymi na membrané
endoplasmatického retikula a kotranslacné integrovany do membrany [20] [21]. Obsahuji tfi
konzervované sekvencni motivy na svém N-konci: sekvenci signalni kotvy, bazickou sekvenci a
sekvenci bohatou na prolin. Pravé sekvence s mnoha prolinovymi zbytky plni nezbytnou tlohu
pii spravném skladani proteinu [22]. Dalsi hydrofobni segmenty na N-konci figuruji jako misto
pro navazani ribonukleoproteinii SRP (z anglického ,,signal recognition particles*). Pies SRP je
poté docileno specifické integrace CYP do membrany endoplasmatického retikula. Zaroven tyto
terminalni sekvence plni funkci membranové kotvy 1. typu, ¢imz je dosazeno cilené orientace
casti CYP, vCetné hemové skupiny a katalytického centra na cytoplasmatické ¢asti membrany

[23] [24] [25].

Mitochondrialni CYP jsou syntetizovany jako velké proteinové prekurzory obsahujici
sekvenci na svém N-konci, kterd nese informaci pro import do matrix mitochondrii. Podobny
mechanizmus pozorujeme i u jinych mitochondrialnich proteint [26] [27] [28]. V matrix je

nasledné sekvence pomoci mitochondridlni peptidasy odstépena za vzniku funkéniho enzymu

12
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CYP. Mitochondrialni CYP jsou tedy na rozdil od mikrosomalnich skladany post-transla¢né [29]
[30].

Vsechny cytochromy P450 sdileji spolecné strukturni ramce. Ty obsahuji na C-konci
relativné bohaté zastoupeni sekundarnich struktur o-helixi a na N-konci pak relativné bohaté
zastoupeni B skladanych listd. Vyrazné konzervovany motiv se sekvenci (G/A)GX(D/E)T je
situovan vramci helixu I (viz. Obrazek 2) v centralni Casti proteinu. Posledni Thr252 této
sekvence se Ucastni formace mista v proteinu pro navazani atomu kysliku. V helixu K pak
nachazime absolutné esencialni konzervované sekvence, jejichz jakakoliv mutace vede k Gplné
ztraté funkce enzymu. Mezi helixem K a helixem L sdileji vS§echny CYP spole¢nou sekvenci
FXXGXXXCXG. Tato dekapeptidova smycka vytvari motiv pro vazbu hemu. Konkrétné cystein
je absolutné esencialni, jelikoz zde figuruje jako paty ligand koordinujici prostetickou skupinu
hemu. Samotny hem je pak vnofen do jadra proteinu, kde je stereospecificky orientovan a

obklopen helixy [ a L [31] [19].

41 52-€6

hoaree 32 226-233

B 89-96 43 295- 301

C 106-126 315—323

O 127-145 B4 305312

L 149-169 AS 362~ 405
146— 150

F 173-185

G 192-214

H 218-225

I 234-267

J 267-276

K 280-292

L 359-378

Obriazek 2 Vyobrazeni cytochromu P450cam. Valce zde figuruji jako a-helixy, Sipky pak reprezentuji 8
skladané listy. Obrazek rovnéz obsahuje ciselné oznaCeni aminokyselinovych zbytkG vramci dané
sekundarni struktury. Pievzato z [31].
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Hemova prosteticka skupina je silny chromofor ovlivnitelny riznymi faktory jako napf.
oxidacnim stavem hemového zeleza nebo vazbou specifickych ligandi. Fundamentalnim
principem determinujicim spektroskopické vlastnosti hemoproteinu je vSak spinovy stav atomu
zeleza. Ten totiz indikuje, jestli je atom Zeleza koordinovan na axialni ligand. Nizkospinovy stav
znaéi, ze atom Zeleza je hexakoordinovan, zatimco vysokospinovy stav zeleza nastdva po
odstranéni distalniho ligandu, ¢imz se atom dostane do pentakoordinovaného stavu. Pfi vazbé CO
na redukovany hemoprotein dochazi k posunu spinového stavu, coz lze spektoskopicky
detekovat. Absorpcni maximum CO vazané¢ho hemoproteinu je pak determinovano ligandem
koordinovanym na atomu Zeleza oproti skupiné CO. V pfipadé myoglobinu a mnoha dalsich
hemoproteind je timto ligandem atom dusiku z imidazolového kruhu histidylového zbytku.
Absorpéni maximum takového zeleznatého hemu vazaného s oxidem uhelnatym se pak pohybuje
kolem hodnoty 420 nm. V pfipadé cytochromii P450 redukovanych oxidem uhelnatym vsak
absorpcni maximum nabyva unikatni hodnoty v rozmezi 447 az 452 nm. To je dusledkem
pritomnosti neobvyklého axidlniho ligandu — deprotonovaného atomu siry z aminokyselinového

zbytku cysteinu [32] [33].

Pfi bézné hydroxylaci katalyzované cytochromem P450 dochazi k rozd¢€leni
molekularniho kysliku. Jeden z atomi kysliku je pak inkorporovan do cilové molekuly substratu
a druhy atom je uvolnén jako soucast molekuly vody (viz. Obrazek 3). Stechiometrii CYP

katalyzované hydroxyla¢ni reakce pak lze vyjadrit nasledujici chemickou rovnici:
NAD(P)H + 0, + SH + H* - NAD(P)* + SOH + H,0

Vsechny CYP pro svou funkci vyzaduji pomocny enzym, ktery poskytne dva redukeni
ekvivalenty z elektronového donoru. Timto pomocnym enzymem mohou byt 1Gzné
oxidoreduktasy, jejichz kompatibilita je dana typem cytochromu P450, ktery se reakce ucastni.
NADPH a NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktasa je elektronovy donor a pomocny enzym
preferovany v reakcich mikrosomalnich CYP. Cytochrom bs mtize s t€émito enzymy synergisticky

interagovat za zvySeni efektivity katalyzy [34].

Cytochrom P450 na sebe béhem jednoho katalytického cyklu navaze substrat a molekulu
kysliku, ptijme dva elektrony a dva protony, rozdéli biatomarni molekulu kysliku, navaze jeden
atom kysliku na substrat, a nakonec uvolni molekulu vody a zreagovany substrat jako reakcni
produkty. Béhem tohoto procesu komplex substrat-CYP na sebe vaze a reaguje s molekularnim
kyslikem za produkce Zeleznatého komplexu. Vazba mezi dvéma atomy kysliku je po ptijeti dvou
protonil prerusena a molekula vody opousti katalytické centrum, ¢im vznika katalyticky reaktivni
intermediat Zeleza v oxidacnim stavu I'V. V poslednim kroku katalyzy je atom kysliku navazan

na substrat, ktery posléze opousti katalytické centrum [35] [19].
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Obrazek 3 Katalyticky cyklus hydroxylace cytochromu P450. Béhem navazani substratu je atom zeleza
v hemu posunut do vys$siho spinového stavu, ktery je spektroskopicky detekovatelny. Vazba substratu je
doprovazena zvysenim redoxniho potencialu, ktery umozni redukci atomu zeleza za tvorby
pentakoordinovaného Zeleznatého komplexu. Vazba molekularniho kysliku na tento komplex pak vede
k vzniku nizkospinového hexakoordinovaného komplexu. V pritomnosti oxidac¢nich ¢inidel muze dojit
k alternativnimu mechanismu, béhem kterého pentakoordinovany zeleznaty komplex tvoti pfimo reaktivni
intermediat Zeleza v oxida¢nim stavu IV [19].

Indukce CYP probiha ve vétsing piipadi pies de novo syntézu RNA a proteind, coz bylo
demonstrovano ve studiich s transkripénimi a transla¢nimi inhibitory [36]. Indukce mnohych
CYP probiha ptes principidlné piibuzny mechanizmus, kde ligandem aktivovany receptor
transkripcniho faktoru vede ke zvySené transkripci prislusného CYP. Mezi tyto receptory fadime
zejména pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR), arylovy

uhlovodikovy receptor (AhR) a dalsi [37].
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PXR patii do rodiny nukledrnich receptorti. Jeho struktura obsahuje DNA vazajici
doménu a ligand vazajici doménu (LBD). PXR je nejvic ptibuzny vitamin D receptoru (VDR) jez
se rovnéz vaze na DNA ve form¢ heterodimeru s retinoid X receptorem o (RXRa) [37]. Velikost
LBD je oproti jinym receptoriim vyrazn¢ vétsi, coz umoznuje PXR rozeznavat Sirokou Skalu
cizorodych latek [38]. Mezi obratlovci je vyrazna sekvenéni diverzita LBD, coz komplikuje
pouZiti in silico a zvifecich modelti pro predikci lidského PXR ve farmakologii. Paradoxné je
vSak variace genu pro PXR mezi lidskymi jednotlivei méné vyrazna — jen velmi malo genetickych
variaci PXR zptisobuje fenotypické variace jaterniho nebo intestinalniho metabolismu CYP3 A4.
Pravé tento paradox figuruje jako argument v teorii, ze evoluce PXR byla vic ovlivnéna selekénim
tlakem detoxikace latek endogennich (napt. Zlu¢ovych soli), nezli exogennich (napf. polutantti

v prostiedi) [39].

CAR aktivovany xenobiotiky se podili nejen na regulaci CYP ale i enzymi druhé faze
biotransformace jako naptiklad uridin difosfo-glukuronosyltransferas (UDPGT), glutathion-S-
transferas (GST) a sulfotransferas (SULT) [40]. Podobné jak PXR, i CAR se na DNA vaze ve
formé heterodimeru s RXRa [41]. Chronické vystaveni fenobarbitalu, ktery je rozeznavan CAR,

bylo spojeno s vyvojem jaternich tumorti v mySich modelech [42].

V pritomnosti ligandu vytvaii AhR heterodimer s AhR nuklearnim translokatorem (Arnt).
Tento dimer rozeznava na DNA xenobiotické responzivni elementy TNGCGTG v zéné
proximalniho a distalniho promotoru CYPIA genu [43] [44]. Mezi ligandy jez AhR vaze patii
napfiiklad léCivo gastroezofagedlniho refluxu omeprazol nebo benzo[a]pyren a B-naftoflavon [45]

[46].

1.3.1 Rodina CYPI

Tato rodina obsahuje tfi zastupce mikrosomalnich cytochromi P450: CYP1A1, CYP1A2
a CYP1BI. Prvni dva zastupci, CYP1Al a CYP1A2, vykazuji vice nez 70% podobnost
aminokyselinové sekvence, ale zaroven vykazuji v riiznych tkanich odliSné miry exprese.
CYP1A1 je primarn¢ exprimovan v extrahepatalnich tkanich jako jsou plice, lymfocyty nebo
placenta. V jaternich tkanich je jeho exprese jen na velmi nizké urovni. Naopak CYP1A2 je
primarné exprimovan v jatrech a v extrahepatalnich tkanich je jeho exprese vyrazn€ omezena [47]

[19].

CYP1Al a CYP1A2 jsou inducibilni enzymy odpovédné za metabolismus ruznych
xenobiotik, mezi jinymi i za hydroxylaci polycyklickych aromatickych uhlovodikt, jejichz
typickym piedstavitelem je napfiklad benzo[a]pyrén [48]. Tyto CYP katalyzuji N-oxidaci
karcinogennich aromatickych a heterocyklickych amint, jez jsou soucasti cigaretového koute a

zuhelnatélych casti pokrmd. Takové metabolity maji potencial pro vznik DNA adukti.
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Polymorfismy CYP1A genti s vlivem na jejich transkripéni aktivitu proto mohou slouzit jako
markery predispozice jedinct pro vznik riznych druhti kolorektalnich karcinomti nebo rakoviny

plic a prostaty [49] [47].

Lokus lidskych CYPIAI a CYPIA2 se nachazi na chromozomu 15g24.1. Oba geny jsou
orientovany proti sobé sdilejic oblast na svém 5° konci. Tato oblast o délce 23,3 kb figuruje jako
obousmérny spole¢ny promotor pro oba geny, jeZ obsahuje vysoké zastoupeni xenobiotickych
responsivnich elementi (XRE) [50]. Gen CYPIA2 vznikl s vysokou pravdépodobnosti genovou
duplikaci ze star§iho genu CYPIAI a je zaroven mladsi nez gen CYPIBI, ktery vznikl pted vic
nez 420 miliony let. Toto datum je odhadovano z obdobi evoluéni divergence zivocicht Zijicich
v morském prostfedi a na sousi. Zaroven, genomy rybich zivocichil obsahuji jen geny CYPIAI a

CYPIBI, ale nikoliv gen CYPIA2 [51].

Funkce AhR jez rozeznava XRE v promotorové oblasti je pro biologicky vyznam
podrodiny CYP1A1 nevyhnutelna. V bunéénych liniich je totiz naméfené mnozstvi mRNA
CYP1A1 s vyrazné sniZzenou hladinou AhR (5-10 % oproti kontrolni bunééné linii) v podstaté
zanedbatelné [52].

1.3.2 Rodina CYP2

U obratloved je rodina CYP2 obsahujici 29 podrodin jedna z nejvétsich,
nejrozmanitéjSich a s nejmin konzervovanymi nukleotidovymi sekvencemi [53] [54]. Typicky
maji tyto geny devét exonti a priblizn€ 1500 part bazi [55]. Mezi lidské isoformy podilejici se v
nejvyraznéj§i mife na metabolismu cizorodych latek fadime CYP2A6, CYP2B6, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP2E1 [56].

Podrodina CYP24 je u lidi primarné exprimovana v jatrech. Isoforma CYP2A6 se podili
na bioaktivaci nékolika karcinogennich latek, jako napfiklad aflatoxinu Bl nebo N-
nitrosodiethylaminu [47]. CYP2A6 je inducibilni v primarnich kulturach lidskych hepatocytt

dexamethasonem, fenobarbitalem a rifampicinem [57] [58].

Podrodina CYP2B je ve vSeobecnosti charakterizovana svou inducibilitou
fenobarbitalem, zprostiedkovanou nukledrnimi receptory CAR a PXR [59] [60]. CYP2BI a
CYP2B2 jsou hlavni zastupci exprimovani u potkanti, v lidskych jatrech je pak minoritnim
zastupcem CYP2B6 [61]. Mezi cizorodé latky, na jejichz metabolismu se CYP2B podili, patfi

mimo jiné amfetaminy [62].

CYP2C podrodina sestava u lidi ze Ctyt vysoce homolognich genii: CYP2C8, CYP2(C9,
CYP2C18 a CYP2C19. V lidskych jatrech tvori enzymy CYP2C 17-20 % vSech jaternich CYP,
z nichz hlavnim zastupcem je CYP2C9 nasledovan CYP2C8 a CYP2C19 [63]. V primarnich
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kulturach lidskych hepatocytu je transkripce genit CYP2C8 a CYP2C9 navySena v pritomnosti

dexamethasonu, rifampicinu a fenobarbitalu [64] [65].

Podrodina CYP2D ma v lidském genomu jeden lokus sjednim funkénim genem
kédujicim isoformu CYP2D6 [66]. CYP2D6 tvori v lidskych jatrech piiblizn€ 2 % vSech CYP.

Mezi cizorodé latky, jez metabolizuje, patii naptiklad dextromethorphan nebo kodein [5].

Podrodina CYP2E obsahuje u vétSiny organizmil jediného zastupce [66]. U lidi je to
isoforma CYP2EI, ktera je inducibilni ethanolem nebo acetonem a podili se na bioaktivaci

ruznych prokarcinogent, napiiklad acetaminofenu nebo alkoholt [67].

1.3.3 Rodina CYP3

Rodina CYP3 se u lidi sklada z jediné podrodiny CYP3A. Tato podrodina obsahuje ¢tyfi
funkéni geny CYP3A44, CYP3A45, CYP3A7 a CYP3A443, jez jsou v lidském genomu lokalizovany
na chromozomu 722 v oblasti o délce 220 kb [68]. CYP3A4 je nejvic exprimovana v jatrech
(viz. Obrazek 4) a v mensi mife vtenkém stfevé. CYP3AS se vyskytuje v extrahepatalnich
tkanich plic, tlustého stfeva, ledvin a hypofyze [69] [70]. Isoforma CYP3A7 tvofi vice néz 36 %

vsech fetalnich jaternich CYP, zatimco u dospélého jedince méné nez 5 % [71].

CYP3A4 je u lidi nejvyznamnéj§im zastupcem cytochromd P450 metabolizujicich
xenobiotika. Az 60 % vSech jaternich CYP je zastoupeno prave touto isoformou. Pozici nejvic
zastoupeného CYP ma rovnéz i v lidském stfevé. CYP3A4 metabolizuje Sirokou s$kalu
farmakologicky aktivnich latek, mezi nejvyznamnéjSimi pak nifedipin, makrolidické
antibiotikum erytromycin, benzodiazepinové sedativa jako diazepam a midazolam, modulator

imunitniho systému cyklosporin nebo antihistaminika astemizol a terfenadin [72] [73].

Dominantni postaveni isoformy CYP3A4 vSak v lidském organizmu neni univerzalni.
Existuji vyznamné variability uvnitf populace v ramci exprese CYP3AS5 [74]. Tato variace je
zpusobena zejména jedno-nukleotidovou substituci na intronu 3 genu CYP345, jejiz piimym
disledkem je nespravny pritbéh ,,splicingu” mRNA a nasledné translace nefunkéniho proteinu
CYP3AS. Vyskyt této alely CYP345*3 je nejvyraznéjsi v bélosské ¢asti populace (vic nez 95 %)
oproti populaci CernoSské. RlUzny pomeér isoforem CYP3A4 a CYP3AS tak mulze vést k

individudlné rozdilnym reakcim na to samé xenobiotikum [75] [76].

Regulace indukce CYP344 probihd v organizmu pies PXR a CAR receptory. Mezi
prokazané induktory CYP3A44 tfadime rifampicin a barbituraty [77] [78].
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Obrazek 4 Kolacovy diagram vyjadiujici pomér v expresi jednotlivych isoforem CYP v lidskych jatrech.
Ptevzato z [79].

1.4 Cytochrom bs

Cytochrom bs (CYBS) je hemovy protein schopny pfijeti a odevzdani jednoho elektronu
[80]. Figuruje v ruznych biochemickych procesech, jako jsou biosyntéza cholesterolu Cci
metabolizmus mastnych kyselin. Mize se G€astnit i hydroxylacnich reakci cytochromt P450 [81]
[82]. Mikrosomalni cytochrom bs je integralni membranovy protein endoplasmatického retikula
lokalizovany na vnéjsi stran€ tohoto bunécného kompartmentu [83]. Jeho struktura se sklada ze
dvou domén, vétsiho rozpustného hem vazajiciho jadra na N-konci a mensiho hydrofobniho
ocasku na C-konci, jez ukotvuje protein do membrany. Flexibilni cast fetézce o délce 15
aminokyselin tyto dvé domény spojuje, a tim umoznuje domén¢ s hemem dostate¢nou mobilitu

pro vazbu riznych redoxnich partnerti, zatimco protein ziistava vnoren v membrané [84].

Cytochrom bs miiZe ptijmout elektron od NADH:cytochrom bs reduktasy (CYB5R) nebo
od NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy (CYPOR) [85] [86]. Redukovany cytochrom bs poté
poskytuje elektron cytochromiim P450 nebo jinym enzymiim (viz. Obrazek 5). CYBS tak
vykazuje schopnost stimulovat a inhibovat nékteré reakce katalyzované CYP [87] [88].
Poskytnuti elektronu z redukovaného CYBS na CYP je kineticky rychlejsi krok nez piesun

elektronti z CYPOR [89]. Zaroven je jednim z navrhovanych mechanizmt funkce cytochromu bs
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vznik komplexu CYBS5 s CYP, ktery mize ptijmout dva elektrony z CYPOR v jednom kroku —
jeden elektron pii redukci CYBS a druhy elektron pii redukci samotného CYP. Tento
jednokrokovy presun elektronti by mél za nasledek celkové rychlejsi prubéeh reakce, jelikoz CYP
bez pritomnosti CYBS musi pro dokonc¢eni jednoho katalytického cyklu projit dvéma separatnimi
interakcemi s CYPOR [90]. Rovnéz byla prokazana schopnost CYB5 poskytnout CYP oba
elektrony pochazejici z CYBSR, tedy nezavisle na CYPOR [91].

desaturasy

NADH cytochrom b
s
N reduktasa ‘I> °)10°hl' om b;
NAD
[/l R-H

NADPH
cytochrom P450
reduktasa

NADP*

cytochrom
P450

R-OH

Obrazek 5 Presun elektronti mezi jednotlivymi komponenty systému oxidas. Prevzato z [82].

Interakce cytochromu bss CYP by mohla rovnéz indukovat konformaéni zmény proteinu
CYP vedouci k uvolnéni produkti z komplexu hemoproteinu. Tato hypotéza byla postulovana pti
studiich, ve kterych byly pozorovany stimula¢ni efekty holoproteinu cytochromu bs v apo-formé,

tedy proteinu zbaveného hemu, a tudiz neschopného piesunu elektronu [92].

1.5 Cytochrom bs reduktasa

Cytochrom bs reduktasa (EC 1.6.2.2) je flavoproteinovy enzym z tfidy oxidoreduktas.
CYBS5R katalyzuje redukci cytochromu bs ptes svou FAD doménu pomoci elektronu z NADH
[93]. Vyskytuje se ve dvou isoformach — mikrosomalni amfipatické formé vazané v membran¢ a
solubilni cytoplasmatické forme€. Obé¢ varianty jsou kodovany stejnym genem ale produktem
alternativniho splicingu [94]. Cytochrom bs reduktasa je enzym vyskytujici se u vétSiny

eukaryotickych organizmt, véetné€ savca, rostlin, ptakd a hmyzu [95].

Mikrosomalni forma vdzana v membrané se spolecné¢ s CYB5 ucastni detoxikace a
bioaktivace riznych xenobiotik, anabolismu cholesterolu nebo prodluzovani a desaturace
mastnych kyselin [96] [97]. Naopak solubilni varianta, vyskytujici se hlavné v savcich

erytrocytech, plni svou ulohu pfi redukci methemoglobinu na hemoglobin [98].

Mezi lidskymi CYB5R a CYBS5 vznikd komplex stabilizovany elektrostatickymi
interakcemi lysylovych zbytki K42, K126, K163 a K164 v CYBS5R a karboxylovych zbytkti E47,
E48, E52, E60 a D64 v CYBS [99]. Sekvence transferu elektronii v ramci CYB5SR/CYBS
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komplexu je nasledujici: NADH — CYB5R — FAD — redukce dvou CYB5 — ptesun elektronu
na desaturasu, CYP nebo methemoglobin (viz. Obrazek 6). Redukce flavinu je v této fetézové

reakci rychlost urcujici krok [100].
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Obrazek 6 Schématicky diagram pfesunu elektront v ramci komplexu CYBS5SR/CYBS. Isoalloxazinovy
kruh FAD pfijima dva elektrony z NADH. Konforma¢ni zména ve flavinové €asti enzymu je poté idealni
k ptistupu hemové skupiny v cytochromu bs a jeho nasledné redukci Zelezitého iontu na iont Zeleznaty.
Pievzato z [93].

Motiv NADH domény 181GXGXXP186 vytvari plochy povrch polypeptidové kostry,
ve které je molekula NADH stabilizovana ve spravné orientaci [101]. NADH je pro CYB5R
preferovany elektronovy donor. Mutace v misté D239T tuto preferenci zméni pro NADPH. Jako
divod pro tuto zménu preference je postulovana ztrata zaporné nabitého elektrostatického
povrchu proteinu [102]. Motiv 92RXY(T/S)XX(S/N)98 pro vazbu flavini a motiv
125(G/R)XX(S/T)128 pro FAD/FMN selektivitu jsou vyrazné konzervované mezi vSemi ¢leny
rodiny flavoproteinti. Byl prokazan jejich strukturni vyznam pro interakci flavinového kofaktoru

a transferu elektronu v CYBSR [103] [104].

1.6 Ellipticin

Ellipticin  (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]carbazol) je alkaloid vyskytujici se
v rostlindch rodu Apocyanaceae a vykazujici vyrazné protinadorové ucinky [105]. Ellipticin a
jeho vice rozpustné derivaty jako 9-hydroxyellipticin, 2N-methyl-9-hydroxyellipticinium, 2N-
methyl-9-chloroellipticinium a 2N-methyl-9-methoxyellipticinium vykazuji vysledky pfi 1écbe
kostnich metastaz rakoviny prsu, sarkomu ledvin, nadortt mozku a myeloblastické leukémie [106]
[107]. Hlavnim diivodem proc ellipticin a jeho derivaty nabyvaji vyrazny klinicky vyznam je jeho
vysokd ucinnost proti n€kolika typtim rakoviny, relativné nizké toxické vedlejsi u€inky a zadna

hematologicka toxicita [108].

CYP metabolizuji ellipticin za vzniku péti produkti — 9-hydroxyellipticinu, 12-
hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu, 7-hydroxyellipticinu a ellipticin N*-oxidu. Isoformy
z podrodiny CYPIA produkuji ptevazné metabolity 9-hydroxyellipticin a 7-hydroxyellipticin,
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které figuruji jako detoxikacni produkty. Naopak lidsky CYP3 A4 oxiduje ellipticin na produkty
12-hydroxyellipticin a 13-hydroxyellipticin. Tyto reaktivni metabolity disociuji za tvorby
ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium, které jsou schopny vazby na DNA (viz. Obrazek 7)
[109] [110] [111]. Pomeéry metaboliti tvofenych CYP1Al, CYP1A2 a CYP3A4 jsou

v rekonstituovanych systémech s cytochromem bs pozménény.

Produkce detoxikac¢nich metaboliti 9-hydroxyellipticinu a 7-hydroxyellipticinu v
pritomnosti CYB5 vykazovala sniZzenou hladinu nebo zadnou zménu. Naopak mnozstvi 12-
hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu a ellipticin N*-oxidu jsou v pfitomnosti CYBS5 vyrazné
navysené, ¢ehoz dusledkem je zvysena tvorba kovalentnich aduktd s DNA [113] [114].

CHj,
ellipticin-AP-oxid 9-hydroxyellipticin
Polonowskkého Q o,
fesmylc O, CYP1A1/2
p i o, Cboa s
Py, HAg
'09-0%49‘ q
Vg
CYP3A4
-
CYP1A1/2+b,
CYP2C9
H CH, H CH ,OH
12-hydroxyellipticin ellipticin
peroxidasa i
B CH,
N/' ‘
CH,
ellipticin-12-ylium ~ ellipticin methylen-imin - ellipticin-13-ylium

l-t DNA w\ l-ﬁ DNA

DNA

Obriazek 7 Metabolity ellipticinu tvofené za katalyzy prislusnymi CYP. Pfevzato z [112].
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1.7 Testosteron

Testosteron je hlavni steroidni hormon primarné sekretovany ve varlatech muzi a
vajeCnicich zen, zastupujici kliCovou roli v lidském zdravi [113]. Testosteron podléha
monohydroxylacim  riznymi  isoformami CYP [114]. Vjaternich a  stfevnich
mikrosomech potkani je TST metabolizovan isoformou CYP1Al na 60-hydroxytestosteron
[115], CYP2A1 na 7a-hydroxytestosteron [116], CYP3A2 na 6fB-hydroxytestosteron [117] a
CYP2C11 na 160-hydroxytestosteron a 2a-hydroxytestosteron [118].

Lidska isoforoma CYP3A4 v ptitomnosti NADPH:CYP reduktasy v Supersomech™
metabolizuje TST za vzniku 6B-hydroxytestosteronu. U¢innost CYP3A4 je pii této reakci

v ptitomnosti cytochromu bs je$té vyrazné umocnéna [119].

testosteron

3A4, 3A5-katalyzovana CYP-ke_xtaIyzované
hydroxylace C17 oxidace

OH

androstendion
6B-OH-testosteron

Obrazek 8 Hlavni biotransformacéni produkt testosteronu 6p-hydroxytestosteron je v lidskych jatrech
tvofen v nejvétsim mnozstvi isoformou CYP3A4. Tvorba androstendionu a jinych hydroxyla¢nich
produkti je katalyzovana riznymi enzymy CYP, obecné ale ve vyrazn€ mensi mife nez hlavni produkt 6f3-
hydroxytestosteron. Prevzato a upraveno z [120].

CYP se mimo biotransformacnich reakci podileji i na samotné biosyntéze testosteronu
v lidském organizmu. Ta vychazi z cholesterolu, jez je v mitochondriich Leydigovych bunck
oxida¢né rozstépen na pregnenolon [121]. Tato reakce je katalyzovana CYP11A1, lokalizovaném

na vnitfni strané¢ mitochondrialni membrany smérem do matrix [122]. V nasledujicim kroku
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dochazi opét k oxida¢nimu $tépeni vazby na uhliku C17 za vzniku androstenolonu. Reakce je
katalyzovana CYP17A1 na povrchu endoplasmatického retikula a probihd ve dvou dil¢ich
krocich. Na C17 dochazi v prvnim kroku k hydroxylaci, jez je nasledovana rozStépenim vazby
mezi uhliky C17 a C20 lyasovou aktivitou enzymu [123]. Prave tato lyasova aktivita CYP17A1
je regulovana cytochromem bs [124]. Ve finalni ¢asti biosyntézy TST dochazi k redukci vzniklé
oxo skupiny na C17 a oxidaci hydroxy skupiny na C3 za vzniku testosteronu. Tyto dvé reakce jiz

nejsou katalyzovany enzymy CYP [125].

1.8 Sudan I

Sudan I je dilezitym zastupcem sudanovych barviv, které se vyuzivali pii barveni
textilnich vyrobkl nebo potravin. Soucasti jeho chemické struktury je funkéni skupina —N=N-,
ktera ho tadi do skupiny azoslou¢enin [126].

CYP1A1 a CYP3A kralik( a potkand katalyzuji C-hydroxylaci Sudanu I za vzniku 1-
[(4‘-hydroxyfenyl)azo]-2-naftol. Hydroxylaci v poloze 6 vznika 1-(fenylazo)naftalen-2,6-diol a
dal$i hydroxylaci pak 4°,6-diOH-Sudan I (viz. Obrazek 9). U potkanid byl detekovan minoritni
metabolit 3,4°-diOH-Sudan I jako produkt oxidace jaternimi mikrosomy. Pisobenim CYP1 Al a
CYP3A dochazi k toxické aktivaci oxida¢nim §t€penim azoskupiny Sudanu I. Produktem takové

reakce je benzediazoniovy iont, vytvarejici 8-(fenylazo)guaninovy adukt s DNA [126] [127].

Lidsky rekombinantni CYP3 A4 katalyzuje rovnéz vznik produktd 4‘-OH-Sudan I, 6-OH-
Sudan I a 4°,6-di(OH)-Sudan 1. Mnozstvi téchto produktt je stimulovano cytochromem bs — Ctyt
nasobny narust oproti systému bez tohoto enzymu. Také apo-forma cytochromu bs, tedy enzymu

neobsahujiciho hem, vede k stimulaci tvorby metabolitt, ale tato stimulace je niz§i nez v piipade

nativniho CYBS. [92].
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DNA, RNA _ Peroxidasa " Q cYpia o
a proteinové <—————— CYP3A)

adukty

(CYP3A)

CYP1A1 Sudan | \ Q—N—N
Peroxidasa

CYP1A1 . N
(CYPBA) Benzendiazoniovy  Naftalen-1,2-diol
iont
H=—0
N
6-OH-Sudan | o~ 4'-OH-Sudan | + DNA
CYP CYp CYpP 1,2-Naftochinon
(o]
H=—0
HO_Q_N\\N ~% >— >_\\ < >
§ + hnezname
DNA adukty
oH 8-Fenylazoguanin
4' 6-diOH-Sudan | 3',4'-diOH-Sudan | v DNA

Obrazek 9 Schéma metabolismu Sudanu I. Pievzato z [126].

1.9 Vandetanib

Vandetanib je chemoterapeutikum fazené do skupiny inhibitora tyrosinkinas, vyuzivané
na 1écbu karcinomu §titné zlazy [128]. Inhibici receptorti pro vaskularni endothelialni rastovy
faktor 2 (VEGFR-2), receptoru pro epidermalni rastovy faktor (EGFR) a RET tyrosin kinasy je
schopen snizit rist tumorti a metastaz u lidi, jelikoZ se jednd o proteiny sehravajicich roli

v signalnich drahach podporujicich angiogenezi a rtst nadort [129] [130] [131] [132].

Hlavni metabolity vandetanibu u lidi 1 experimentdlnich zvifat jsou N-
desmethylvandetanib a vandetanib-N-oxid (viz. Obrazek 10) [133]. Enzymy podilejici se na
metabolismu vandetanibu jsou cytochromy P450 a flavin monooxygenasy (FMO) [134]. Jako
minoritni metabolit byl u lidi detekovan konjugat O-desmethylvandetanib glukuronid [135].

Z lidskych CYP vykazuje nejvysSi aktivitu biotransformace vandetanibu na N-
desmethylvandetanib isoforma CYP3A4 zodpovédna za tvorbu az 97,7 % tohoto metabolitu v
jatrech a v mensi mite pak isoformy CYP2D6, CYP1A1l, CYP2C8 a CYP3AS. V pfitomnosti
cytochromu bs se aktivita isoformy CYP3A4 v biotransformaci vandetanibu oproti ostatnim

isoformam je$té zvysi na uroven 99,6 % [136].
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(FMO3)

Vandetanib-N-oxid

1.10 Aristolochova kyselina I

CYP3A4
CYBS
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N-desmethylvandetanib

Obrazek 10 Oxidace vandetanibu enzymy CYP a FMO v ptitomnosti CYBS5. Pievzato a upraveno z [136].

Aristolochova kyselina I je slozkou smési nitrofenanthrenovych karboxylovych kyselin,

kterd je obsazena v rostlinach cCeledi podrazcovitych (Aristolochiacae) [137]. Pro své
protizanétlivé ucinky byly tyto rostliny od staroveku pouzivany v lidovém lécitelstvi na asijském
kontinenté [138]. AAI je prokazatelnym lidskym karcinogenem a vykazuje silné nefrotoxické

vlastnosti [139] [140] [141].

Cilovou chemickou skupinou aktivacnich reakci na AAI je nitroskupina, jez je

redukovana za vzniku N-hydroxyaristolaktamu (viz. Obrazek 11) [142]. Aristolaktamy jsou

obecn¢ hlavnimi metabolity aristolochovych kyselin béhem redukcni aktivace i oxidacni
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detoxikace. N-hydroxyaristolaktam je poté aktivovan na vysoce reaktivni N-acylnitreniovy

kationt, jez tvofi adukty zejména s purinovymi bazemi DNA [143] [144].

Enzymy, které se podileji na aktivatni Dbiotransformaci AAI  jsou
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa a cytochromy P450 [145] [146]. V lidském organizmu vykazuji
nejvyssi efektivitu v redukci AAI isoformy CYP1Al a CYP1A2 [147] [148]. Naopak
demethylace AAI za vzniku 8-hydroxyaristolochové kyseliny I (AAla) figuruje jako detoxikaéni

reakce. Vyrazné¢ méné toxicka AAla je v porovnani s AAI efektivnéji exkretovana moci [149]

[150].
AKTIVACE DETOXIKACE
o COOH
’ Urotelialni karcinom | < < O - UGT
Z I CYP1A1IZ - ‘ ; SULT AAla-glukuronid
T CYP2C AAla-sulfat
AT-TA \
transverzni mutace octa
Aristolochova kyselina | (AAI) Aristolochova kyselina la (AAla) | N-hydroxyaristolaktam la |
NQO1
CYP1A1/2
7 0
NQO1 \/\\/ZKNH
CYP1A1/2
e L
| RS
Z o
Aristolaktam la
o]
il
O~ o}
< - Alacl-glukuronid
Q ‘ HN 3 Alal-sulfat
AN N
NH N
®
OCHy
Aristolaktam | 7-hydroxyaristolaktam |

dG-AAl adukt iont nitrénia

Obrazek 11 Aktivacni a detoxikacni drahy aristolochové kyseliny 1. Pievzato z [151].
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2 CiL PRACE

Ukolem této diplomové préce je studium vlivu cytochromu bs a cytochrom bs reduktasy
na aktivitu cytochromi P450, piicemz bylo nasim cilem zjistit, zda tyto dva enzymy mohou
slouzit jako primarni zdroje elektronii pro cytochromy P450. V ramci pfedkladané diplomové
prace byla sledovana aktivita lidskych nebo potkanich isoforem cytochromti P450 z rodin CYP1,
CYP2 a CYP3 in vitro v prostiedi s cytochromem bs a kofaktorem NADPH nebo NADH.
Substraty pro toto studium byly Sudan I, aristolochova kyselina I, ellipticin, testosteron a

vandetanib.
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Materialy a metody

3.1 Pouzité chemikalie

Cytochrom bs a jaterni mikrosomy byly izolovany v laboratotfich katedry biochemie

Univerzity Karlovy.

J.T. Baker, USA

methanol, acetonitril

Sigma-Aldrich, USA

NADPH, NADH, triethylaminacetat, aristolochova kyselina I, fenacetin, ellipticin, testosteron,

6p-hydroxytestosteron
Lach-Ner, CR

dichlormethan, ethylacetat, kyselina octova, KH,PO4, KoHPO4, NaH,POs, Na,HPO4, Na2CO3,

NaCl
LC Laboratories, USA

vandetanib
Corning, USA
Supersomy™

Cypex, Velka Britanie

Bactosomy™
British Drug Houses, Velka Britanie
Sudan |

3.2 Pouzité pristroje
Analytické vahy

40 SM-200 A Pesa, Svycarsko

Automatické pipety

Eppendorf, Némecko
Nichipet EX America, Japonsko
Centrifugy
Centrifuga EBA 270 Hettich, vykyvny rotor Hettich, Némecko

Spectrafuge™, Mini centrifuga Labnet, Japonsko
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Inkubatory

Thermomixer Compact Eppendorf , Némecko

Magnetické michacky

KMO 2 Basic IKA, Némecko
Predvazky
KERN EW 600-2M Kern & Sohn GmbH, Némecko
Systém HPLC
AGILENT 1260 Infinity, USA
Thermo Scientific UltiMate 3000, USA
Termobox pro kolonu: COLUMN OVEN LCO 101
Predkolona: Nucleosil 100-5 C18
Kolona: Nucleosil 100-5 C18 - 250/4 Macherey-Nagel
Kolona: Hichrom Ultrasphere 5 ODS

Vakuova odparka

CentriVap Benchtom vakuum concentrator LABCONCO, USA
Vortex

Vortex 3 genius IKA, Némecko

MS1 minishaker IKA, Némecko

VX-200 Lab Vortexer LABNET, USA
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3.3 Vliv CYBS5 na oxidaci testosteronu

3.3.1 Pfiprava inkubaénich smési

Pro stanoveni enzymové aktivity CYP3A4 byla pouzita reakce piemeny testosteronu na
6p-hydroxytestosteron, ktera je specifickou reakci pravé tohoto enzymu [152]. Po inkubaci
testosteronu s CYP v pfitomnosti cytochromu bs a NADPH nebo NADH jako kofaktoru CYP a
extrakci vytvorenych metabolitd bylo analyzovano mnoZstvi 6B-hydroxytestosteronu pomoci
HPLC. Rovnéz byly ptipraveny a analyzovany kontrolni vzorky neobsahujici CYB5 a NADPH
resp. NADH.

Kazda inkubacni smés byla pfipravena ve tfech paralelnich vzorcich. Celkovy objem

kazdého inkubaéniho vzorku byl 250 pl. Reakéni smés obsahovala:

1. fosfatovy pufr (0,1 M KH>PO4/K,HPO4; pH 7,4)

2. 100 nM CYP (v ptipad¢ varianty s CYB5 i 500 nM CYBS)

3. 100 uM testosteron (2,5 ul 10 mM testosteronu v methanolu)

4. 1 mM NADPH resp. NADH (25 ul 10 mM vodného roztoku NADPH resp. NADH)

Smés bez NADPH resp. NADH byla preinkubovana pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce
byla spusténa pipetovanim roztoku NADPH resp. NADH a probihala v inkubatoru za pfistupu
vzduchu po dobu 15 minut pii 37 °C a téepani pii 450 RPM. Po inkubaci byla reakce zastavena
pfidanim 100 pl roztoku obsahujiciho 1 M Na,COs a 2 M NaCl. Nasledné bylo do roztoku ptidano

5 ul ImM fenacetinu, ktery slouzil jako vnitini standard.

Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml dichlormethanu po dobu 2 minut pfi 1
400 RPM, vodna a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace po dobu 5 minut pfi
14 500 RCF. Spodni organické faze byla odebrana do Cisté mikrozkumavky a odpatrena do sucha

ve vakuové odparce pii 37 °C.

3.3.2 Stanoveni 6 3-OH-testosteronu pomoci HPLC

Metabolity testosteronu byly separovany a kvantifikovany pomoci metody HPLC za
pouziti linearniho gradientu 0—100 % mobilni faze B po dobu 35 minut. Mobilni faze A byla
tvorena 50% (v/v) methanolem, mobilni fize B obsahovala 75% (v/v) methanol. Separace
probihala na kolon€ Nucleosil 100-5 C18, 250 x 4 mm pfi teploté 35 °C udrzované termostatem.
Konstantni priitokova rychlost mobilni faze byla 0,6 ml/min. Analyty byly rozpustény v 25 pl
methanolu a nastfik na kolonu ¢inil 20 pl. Pro analyzu byl pouzit HPLC systém Agilent
Technologies 1200 Series. Detektor byl nastaven na méfeni pfi ¢tyfech vinovych délkach: 220,
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254, 280 a 313 nm. Testosteron a jeho metabolit 6p-hydroxytestosteron byly detekovany pii
vlnové délce 254 nm a kvantifikovany vztazenim jejich plochy k plose vnitiniho standardu
(fenacetinu). Nasledné vyhodnoceni bylo provedeno za pouziti kalibracni kiivky s rozsahem 10

az 250 umol/l standardu 6B-hydroxytestosteronu.

3.4 Vliv CYBS5 na oxidaci Sudanu |

3.4.1 Priprava inkuba¢nich smési

Pro stanoveni enzymové aktivity CYP1A1 byly pouZzity rekombinantni lidské a potkani
CYP1ALl. Po inkubaci Sudanu I s CYP v pfitomnosti cytochromu bs a NADPH nebo NADH jako
kofaktoru CYP a extrakci vytvorenych metabolitdi bylo analyzovano mnozstvi jednotlivych
produktd reakce pomoci HPLC. Rovnéz byly ptipraveny a analyzovany kontrolni vzorky

neobsahujici CYBS5 a NADPH resp. NADH.

Kazda inkubacni smés byla pripravena ve tfech paralelnich vzorcich. Celkovy objem

kazdého inkuba¢niho vzorku byl 250 ul. Reakéni smés obsahovala:

1. fosfatovy pufr (0,1 M KH,PO+/K,HPO4; pH 7,4)

100 nM CYP

100 uM Sudan I (5 pul 5 mM Sudan I)

500 nM CYBS (5 pul 39,8 uM CYBS)

1 mM NADPH resp. NADH (25 pl 10 mM vodniho roztoku NADPH resp.
NADH)

A

Smés bez NADPH resp. NADH byla preinkubovana pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce
byla spusténa pipetovanim roztoku NADPH resp. NADH a probihala v inkubatoru za ptistupu
vzduchu po dobu 15 minut pti 37 °C a tepani pii 450 RPM. Po inkubaci byla reakce zastavena
pfidanim 100 pl roztoku obsahujictho 1 M Na,COs a 2 M NaCl.

Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml ethylacetatu po dobu 2 minut pti 1 400
RPM, vodna a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace po dobu 5 minut pti 14 500
RCF. Vrchni organicka faze byla odebrana do €isté mikrozkumavky a odpafena do sucha ve

vakuové odparce pti 37 °C.

3.4.2 Stanoveni metaboliti Sudanu I pomoci HPLC

Metabolity Sudanu I byly separovany a kvantifikovany pomoci metody HPLC po dobu
10 minut. Mobilni faze byla tvofena 75% (v/v) methanolem. Separace probihala na kolon¢

Nucleosil 100-5 C18, 250 x 4 mm pfi teploté 35 °C udrzované termostatem. Konstantni pratokova
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rychlost mobilni faze byla 0,6 ml/min. Analyty byly rozpustény v 45 pl methanolu a nastiik na
kolonu ¢inil 40 pl. Pro analyzu byl pouzit HPLC systém Agilent Technologies 1200 Series.

3.5 Vliv CYBS5 na oxidaci AAI

3.5.1 Pfiprava inkubacnich smési

Pro stanoveni enzymové aktivity byly pouzity jaterni mikrosomy z potkand
premedikovanych fenobarbitalem (PB), BaP nebo Sudl. Po inkubaci AAI s mikrosomami a
NADPH nebo NADH jako kofaktoru CYP a extrakci vytvorenych metabolitti bylo analyzovano
mnozstvi jednotlivych produktti reakce pomoci HPLC. Rovnéz byly pfipraveny a analyzovany

kontrolni vzorky neobsahujici NADPH resp. NADH, piipadné AAL

Kazda inkubaéni smés byla pfipravena ve tfech paralelnich vzorcich. Celkovy objem

kazdého inkubaéniho vzorku byl 500 ul. Reakéni smés obsahovala:

1. fosfatovy pufr (0,1 M NaH,PO4/Na,HPO,; pH 7,4)

2. 0,5 mg/ml proteinu mikrosomalni frakce

3. 10 uM AAI (5 wl 1 mM AAI v destilované vode¢)

4. 1 mM NADPH resp. NADH (50 pl 10 mM vodniho roztoku NADPH resp.
NADH)

Smés bez NADPH resp. NADH byla preinkubovana pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce
byla spusténa pipetovanim roztoku NADPH resp. NADH a probihala v inkubatoru za ptistupu
vzduchu po dobu 20 minut pti 37 °C a tfepani pti 400 RPM. Po inkubaci byla reakce zastavena

pfidanim 1 ml ethylacetatu.

Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml ethylacetatu po dobu 2 minut pti 1 400
RPM, vodna a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace po dobu 3 minut pii 14 500
RCF. Vrchni organicka faze byla odebrana do ¢isté mikrozkumavky a odpafena do sucha ve

vakuové odparce pti 37 °C.

3.5.2 Stanoveni metabolitui AAI pomoci HPLC

Metabolity AAI byly separovany a kvantifikovany pomoci metody RP-HPLC po dobu 60
minut. Separace probihala v gradientovém usporadani, kdy se ménilo slozeni mobilni faze z 80%
A a 20% B na konec¢né slozeni 40% A a 60% B. Mobilni fazi predstavovala smes (A) 100 mM
triethylaminacetat (pH= 7,0; Gprava pH kyselinou octovou) a (B) 80% (v/v) acetonitrilu. PouZita
kolona Macherey-Nagel, SRN C18 byla udrzovana termostatem pfi teploté¢ 37 °C. Konstantni
pratokova rychlost mobilni faze byla 0,5 ml/min. Analyty byly rozpustény v 50 pl methanolu a
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nastiik na kolonu ¢inil 25 pl. Pro analyzu byl pouzit HPLC systém UltiMate 3000, Thermo
Scientific Dionex (USA).

3.6 Vliv CYBS5 na oxidaci ellipticinu

3.6.1 Piiprava inkubacnich smési

Pro stanoveni enzymové aktivity byly pouzity jaterni mikrosomy z kontrolnich potkani
a potkani premedikovanych PB, BaP, Sudl, PCN nebo ethanolem. Po inkubaci ellipticinu
s mikrosomy a NADPH nebo NADH jako kofaktoru CYP a extrakci vytvorenych metabolitii bylo
analyzovano mnozstvi jednotlivych produktt reakce pomoci HPLC. Rovnéz byly ptipraveny a

analyzovany kontrolni vzorky neobsahujici NADPH resp. NADH.

Kazda inkubaéni smés byla pfipravena ve tfech paralelnich vzorcich. Celkovy objem

kazdého inkubaéniho vzorku byl 500 pl. Reakéni smés obsahovala:

1. fosfatovy pufr (0,1 M NaH,PO4/Na,HPO4; pH 7,4)

2. 0,5 mg/ml proteinu mikrosomalni frakce

3. 50 uM ellipticin (pipetovano 5 ul 5 mM roztoku)

4. 1 mM NADPH resp. NADH (50 pul 10 mM vodniho roztoku NADPH resp.
NADH)

Smés bez NADPH resp. NADH byla preinkubovana pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce
byla spusténa pipetovanim roztoku NADPH resp. NADH a probihala v inkubatoru za ptistupu
vzduchu po dobu 10 minut pii 37 °C a téepani pii 400 RPM. Po inkubaci byla reakce zastavena

pfidanim 1 ml ethylacetatu.

Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml ethylacetatu po dobu 2 minut pti 1 400
RPM, vodna a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace po dobu 3 minut pii 14 500
RCF. Vrchni organicka faze byla odebrana do ¢isté mikrozkumavky a odpatena do sucha ve

vakuové odparce pti 37 °C.

3.6.2 Stanoveni metabolitu ellipticinu pomoci HPLC

Metabolity ellipticinu byly separovany a kvantifikovany pomoci metody HPLC po dobu
15 minut. Mobilni fazi predstavovala smés 64% (v/v) methanolu, 32 mM kyseliny octové a 5 mM
heptansulfatu. Pouzitd kolona Hichrom Ultrasphere 5 ODS byla udrzovana termostatem pii
teploté 35 °C. Konstantni pratokova rychlost mobilni faze byla 0,8 ml/min. Analyty byly
rozpustény v 25 pl methanolu a nastiik na kolonu €inil 20 pl. Pro analyzu byl pouzit HPLC systém
Agilent Technologies 1200 Series.
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3.7 Vliv CYBS5 na oxidaci vandetanibu

3.7.1 Piiprava inkubacnich smési

Pro stanoveni enzymové aktivity prislusnych isoforem CYP byly pouzity rekombinantni
CYP ajaterni mikrosomy ¢lovéka, potkana, mysi a kralika. Po inkubaci vandetanibu s mikrosomy
a NADPH nebo NADH jako kofaktoru CYP a extrakci vytvorenych metabolitd bylo analyzovano
mnozstvi N-desmethylvandetanibu pomoci HPLC. Rovnéz byly piipraveny a analyzovany

kontrolni vzorky neobsahujici NADPH resp. NADH.

Kazda inkubacni smés byla ptipravena ve tfech paralelnich vzorcich. Celkovy objem
kazdého inkubacniho vzorku pfi pouziti rekombinantnich CYP byl 250 pl. Pfi pouziti jaternich

mikrosomi byl objem 500 pl. Reakéni smés obsahovala:

1. fosfatovy pufr (0,1 M NaH,PO4/Na,HPO4; pH 7,4)

2. 100 nM CYP (pii pouZiti jaternich mikrosomui 0,5 mg/ml proteinu mikrosomalni
frakce)

3. 50 uM vandetanib

4. 1 mM NADPH resp. NADH

Smés bez NADPH resp. NADH byla preinkubovana pii 37 °C po dobu 5 minut. Reakce
byla spusténa pipetovanim roztoku NADPH resp. NADH a probihala v inkubatoru za pfistupu
vzduchu po dobu 20 minut pii 37 °C a téepani pii 450 RPM. Po inkubaci byla reakce zastavena

pridanim 1 ml dichlormethanu.

Vzniklé metabolity byly extrahovany dvakrat 1 ml dichlormethanu po dobu 2 minut pii 1
400 RPM, vodna a organicka faze byly separovany pomoci centrifugace po dobu 5 minut pii 14
500 RCF. Spodni organicka faze byla odebrana do Cisté mikrozkumavky a odpatena do sucha ve

vakuové odparce pti 37 °C.

3.7.2 Stanoveni N-desmethylvandetanibu pomoci HPLC

N-desmethylvandetanib byl separovan a kvantifikovan pomoci metody HPLC. Mobilni
fazi predstavovala smés 70 % (0,5% trimethylamin; pH 3) a 30 % acetonitril. Analyty byly
rozpustény v 25 pl methanolu a nastiik na kolonu €inil 20 pl. Pro analyzu byl pouzit HPLC systém
UltiMate 3000, Thermo Scientific Dionex (USA).
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4 VYSLEDKY

V piedkladané praci jsme se zabyvali vlivem cytochromu bs a cytochrom bs reduktasy na
metabolismus reakci katalyzovanych cytochromy P450. Za timto GCelem bylo studovano pét
substrati — testosteron, Sudan I, aristolochova kyselina I, ellipticin a vandetanib. Ke studiu byly
pouzity jaterni mikrosomy potkanti a také rekombinantni potkani a lidské cytochromy P450

exprimované jednak v eukaryotnim a jednak v prokaryotnim systému.

4.1 Testosteron

Pro stanoveni aktivity CYP3A4 jsme vyuZili metodu 6p-hydroxylace testosteronu, ktera
je specificky katalyzovana podrodinou CYP3A [119]. Pti této redoxni reakci dochazi ke vzniku
produktu 6B-hydroxytestosteronu. Metabolity této hydroxylace byly detekovany pomoci metody
HPLC s UV detekci (ukazkovy chromatogram viz. Obrazek 12) a ziskané chromatogramy

nasledné analyzovany (viz. Obrazek 13).

U CYP3A4 exprimovaného v Supersomech dochazi v pfitomnosti CYBS5
k dvojnasobnému nartstu hladiny 6p-hydroxytestosteronu pii vystaveni NADPH oproti systému
bez tohoto enzymu. Nahrazeni NADPH za NADH vede k snizeni tvorby tohoto metabolitu,
pricemz v systému bez CYBS5 nebyla tvorba 6B-hydroxytestosteronu pozorovana. Nezbytnost
pritomnosti kofaktoru (NAD(P)H) ve vzorcich pro prubéh reakce byla prokdazana pomoci
kontrolnich vzorkil ptipravenych bez kofaktord, ve kterych nebyla pozorovana tvorba zadného

metabolitu.

U Bactosomt je v pfitomnosti NADPH patrny vliv exprimované reduktasy na oxidaci
testosteronu. Systémy s vyssi hladinou reduktasy (CYP3A4R) vykazuji vyssi efektivitu pfemény
testosteronu nez systémy s nizsi hladinou reduktasy (CYP3A4LR), a to bez ohledu na pfitomnost
CYBS ve vzorcich. V systému CYP3A4R nebyl pozorovan zadny vliv CYB5 na aktivitu
CYP3A4. Pii nizsi aktivite CYPOR je v prostfedi s CYBS pozorovan mirny nartst aktivity
CYP3A4. V pritomnosti NADH neni v zddném z Bactosomalnich systému pozorovana tvorba 6f3-

hydroxytestosteronu, na rozdil od systéma Supersomalnich.

Nejvyssi aktivity byly naméfené v Supersomdlnim systému s NADPH a CYBS,
Bactosomalnim systému se zvySenou aktivitou CYPOR s NADPH a CYBS a v Bactosomalnim
systému se zvySenou aktivitou CYPOR s NADPH bez CYBS. Hladiny 6B-hydroxytestosteronu

se v téchto tfech vzorcich vzajemné vyrazné nelisily.

36



Relativni plocha

Vysledky
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Obrazek 12 Ukazkovy chromatogram z HPLC analyzy metabolismu testosteronu. Na obrazku jsou
vyznacené piky vnitiniho standardu fenacetinu, parentalni molekuly testosteronu a jeho metabolitu 63-
hydroxytestosteronu.

3A4 3An4 3A4 3n4 3

2004

100

A4 3A4R | 3A4R | 3A4R | 3A4R  3A4R |3A4LR 3A4LR 3A4LR 3A4LR 3A4LR
CYB5 CYB5 CYB5 | CYBS5S CYB5S CYB5 | CYB5 CYB5 CYB5
NADPH NADH NADPH NADH NADPH NADH
Supersomy Bactosomy

Obrazek 13 Mnozstvi metabolitu 6B-hydroxytestosteronu jako produktu reakce katalyzované CYP3A4
v prostiedi s piisluSnym kofaktorem a/ptipadné cytochromem bs. Supersomy jsou hmyzi mikrosomy
obsahujici rekombinantni lidské CYP, pripravené z hmyzich bunék transfekovanych baculovirem.
Bactosomy jsou bakteriadlni membrany izolované z E. coli, rovnéz obsahujici rekombinantni lidské CYP.
V ptipadé¢ Bactosomil jsou oznaceny symbolem ,,R* varianty s ptiblizné sedm krat vyssi aktivitou CYPOR
oproti analogickym variantdm oznacenym symbolem ,LR*“ (z angl. ,low reductase*). Hodnoty jsou

pramérem ze tfi stanoveni.
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4.2 Sudan |

Pro stanoveni aktivity CYP1A1 byla vyuzita reakce Sudanu I za vzniku dvou metabolitl
6-hydroxysudanu I a 4‘-hydroxysudanu I. Metabolity této hydroxylace byly detekovany pomoci
metody HPLC s UV detekci (ukazkovy chromatogram viz. Obrazek 14) a ziskané chromatogramy

nasledné analyzovany (viz. Obrazek 15 a 16).

CYP1Al exprimovany v Bactosomech nevykazoval pifi pouziti kofaktoru NADPH
v porovnani se vzorky vystavenymi CYBS5 vyznamnou zménu aktivity u Zadné z pripravenych
variaci. Vys$si aktivita CYPOR vyrazné neovlivnila aktivitu CYP1A1. Pti pouziti kofaktoru
NADH nebyla viibec pozorovana aktivita CYP1A1, a to bez ohledu na aktivitu CYPOR.

CYP1Al exprimovana v Supersomech vykazovala, narozdil od Bactosomalniho
systému, aktivitu i pfi pouziti kofaktoru NADH. Lidska a potkani CYP1A1 vykazovala pfi pouZiti
NADPH ptiblizné€ péti nasobny nartst hladiny 4‘-hydroxysudanu I oproti variantem s NADH.
Zaroven, lidska isoforma vykazovala pfi pouziti stejného kofaktoru ptiblizné Skrat vyssi aktivitu
nez isoforma potkani. Vynechani kofaktoru vedlo k uplnému vymizeni aktivity lidské i potkani

isoformy.

TéméF ve vSech vzorcich vznikal 4°‘-hydroxysudan I v nadbytku oproti druhému
metabolitu 6-hydroxysudanu I. Pouze v pfipadé Supersomalniho systému s potkani isoformou

CYP1A1 pti pouziti NADH byl pomér hladin obou metabolitl ptiblizné 1:1.
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Obriazek 14 Ukazkovy chromatogram z HPLC analyzy metaboliti Sudanu I. Na obrazku jsou vyznacené
piky parentalni molekuly Sudanu I a jeho metaboliti 4‘-hydroxysudanu I a 6-hydroxysudanu I.
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Obrazek 15 Mnozstvi metabolitd 6-hydroxysudanu I a 4‘-hydroxysudanu I jako produktd reakce
katalyzované lidskym CYP1A1l exprimovanych v Bactosomech v prostiedi s prfislusnym kofaktorem
a/nebo cytochromem bs. Symbol ,,R“ reprezentuje varianty s vyssi aktivitou CYPOR oproti analogickym
variantam oznacenym symbolem ,,LR* (z angl. ,,low reductase). Hodnoty jsou prumérem ze tii stanoveni.
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Obrazek 16 Mnozstvi metabolitli 6-hydroxysudanu I a 4‘-hydroxysudanu I jako produktd reakce
katalyzované lidskymi nebo potkanimi CYP1A1 exprimovanymi v Supersomech v prostfedi s piislusnym
kofaktorem. Hodnoty jsou primérem ze tii stanoveni.
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4.3 Aristolochova kyselina I

Ke studiu substratu AAI byly pouzity jaterni mikrosomy rizné premedikovanych
potkanti. Pomoci metody HPLC s UV detekci byl analyzovan metabolit AAla, jez vznika reakci
katalyzovanou CYP1A1l a CYP1A2 [148]. Mnozstvi metabolitu bylo vyhodnoceno ze ziskaného

chromatogramu (ukazkovy chromatogram viz. Obrazek 17).

BaP i Sudl jsou znamymi induktory podrodiny CYP1A. PB je induktor podrodiny
CYP2B [59], avSak rovnéz indukuje i expresi samotného cytochromu bs [153]. Pfi pouziti
kofaktoru NADPH byl pozorovan u mikrosomi z potkani premedikovanych BaP mirny nartst
metabolitu AAla oproti mikrosomiim premedikovanych Sudl nebo PB (viz. Obrazek 18). Pii
studiu metabolismu nebyl pti pouziti kofaktoru NADH pozorovan vznik Zadného metabolitu AAI,

a to navzdory pfirozenému vyskytu CYBS i CYB5R v jaternich mikrosomech potkant.
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Obriazek 17 Ukazkovy chromatogram z HPLC analyzy metabolitu aristolochové kyseliny 1. Na obrazku
jsou vyznaceny piky parentalni molekuly AAI a jejiho metabolitu AAla.

40



Vysledky

18
16
14

12

[mAu/min]

10

[ee}

Plocha piku
(@)}

4
2
0
BaP Sud PB BaP Sud PB
NADPH NADH

Obrazek 18 Mnozstvi metabolitu AAla jako produktu reakce katalyzované jaternimi mikrosomy potkanti
vystavenych prislusnym premedikacim. Hodnoty jsou primérem ze tfi stanoveni.

4.4 Ellipticin

Ke studiu substratu ellipticinu byly pouZity jaterni mikrosomy rizn¢ premedikovanych
potkanti. Pomoci metody HPLC s UV detekci bylo studovano nékolik metaboliti (viz. Obrazek
20) a ziskané chromatogramy byly nésledné analyzovany (viz. Obrazek 19). Hydroxylace
ellipticinu na 9-hydroxyellipticin je charakteristickou reakci katalyzovanou CYP1A1l a CYP1A2
[112].

Jak jiz bylo sd¢€leno, BaP i Sudl figuruji jako induktory podrodiny CYPIA [48] [154].
V souladu s tim byl nejvyraznéjsi narist mnozstvi metabolitu 9-hydroxyellipticinu pozorovan u
potkanti premedikovanych benzo[a]pyrenem. Oproti kontrolnim potkantim byl rovnéz pozorovan

vyrazny narust tohoto metabolitu u potkand premedikovanych Sudanem I.

Pregnenolon 16a-karbonitril (PCN) je agonistou PXR, jez indukuje expresi CYP3A4
[155]. V souladu stim byl pfi této premedikaci pozorovan nartst hladiny metabolitu 13-
hydroxyellipticinu, jehoz vznik katalyzuje zejména podrodina CYP3A (viz. kapitola 1.6). Rovnéz
premedikace fenobarbitalem, jez je induktorem CYBS, vedla kzvySené hladiné 13-

hydroxyellipticinu. Vznik tohoto metabolitu je v pfitomnosti CYBS stimulovany [112].

V jatrech potkanti premedikovanych ethanolem, jeZ je induktorem isoformy CYP2EL,
rovnéz prevladal vznik metabolitu 13-hydroxyellipticinu oproti 9-hydroxyellipticinu. Je znamo,
ze CYP2E]1 katalyzuje reakci vzniku 13-hydroxyellipticinu. Oproti kontrolnim vzorkim se vSak

hladiny metabolitl pfi premedikaci EtOH vyrazné neli$ily.
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U premedikaci BaP a Sudl jsme v pfitomnosti NADPH pozorovaly nartst hladiny 9-
hydroxyellipticinu a 13-hydroxyellipticinu oproti variantam vystavenym NADH. V ptipad¢
potkant premedikovanych PCN, PB a EtOH jsme v pfitomnosti NADPH pozorovaly nartst
hladiny 13-hydroxyellipticinu oproti variantdm vystavenym NADH. ZvySena hladina 13-
hydroxyellipticinu v ptitomnosti NADPH oproti NADH byla rovnéz pozorovana i ve vzorcich

kontrolnich mikrosomd.

Vznik metabolitu ellipticin-N-oxidu je katalyzovan zejména isoformou CYP2D6,
nasledovan CYP3A4. Nejvyssi hladina ellipticin-N-oxidu byla pozorovana pti premedikaci PCN,
jez indukuje expresi CYP3A4 a premedikaci PB, jez indukuje expresi CYBS. S kontrolnimi
mikrosomy se vSak hladiny tohoto metabolitu pti premedikacich PCN a PB vyrazné nelisily. Pti
premedikacich BaP i Sudl byla naopak hladina tohoto metabolitu oproti kontrolam snizena. Pfi

pouziti kofaktoru NADH doslo k poklesu tvorby daného metabolitu oproti systémtim s NADPH.
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Obrazek 19 Ukazkovy chromatogram z HPLC analyzy metabolitt ellipticinu. Na obrazku jsou vyznaceny
piky parentdlni molekuly ellipticinu a jeho metabolitd 9-hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu a
ellipticin-N-oxidu.
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Obrazek 20 Mnozstvi metabolitd 9-hydroxyellipticinu, 13-hydroxyellipticinu a ellipticin-N-oxidu jako
produkti reakci katalyzovanych jaternimi mikrosomy potkand vystavenych riznym induktorim CYP.
Experimenty byly provadény v prostiedi s kofaktorem NADPH nebo NADH. Hodnoty jsou primérem ze
tfi stanoveni.

4.5 Vandetanib

Pro stanoveni aktivity pfisluSnych isoforem cytochromi P450 byla vyuzita reakce
vandetanibu na N-desmethylvandetanib. Ke studiu byly vyuzity jaterni mikrosomy ze Ctyt
organismil — ¢loveka, potkana, kralika a mysi, a rovnéz potkani rekombinantni CYP exprimované
v Supersomech. V Supersomalnim systému studované isoformy CYP1A1l, CYP1A2, CYP2Cl11,
CYP2D1, CYP2D2, CYP3A1l a CYP3A2 byly zvoleny na zdklad¢ experimentu, ve kterém na
rozdil od ostatnich isoforem vykazovaly aktivitu pfi metabolismu vandetanibu [156]. Tento
experiment vSak nebyl soucasti predkladané diplomové prace. Metabolit N-desmethylvandetanib

byl detekovan pomoci metody HPLC s UV detekei (ukazkovy chromatogram viz. Obrazek 21).

Ve vsech vzorcich jaternich mikrosomtli ze vSech organismt byla zazndmenana aktivita
pfi vzniku N-desmethylvandetanibu (viz. Obrazek 22). Nejvyssi aktivita byla pozorovana u

cloveka v prostfedi s NADPH, nasledovana mikrosomy z kralika rovnéz v prostfedi s NADPH.

v

vykazovaly v prostfedi s NADPH oproti NADH vyssi aktivitu u kazdého studovaného organismu.

43



[mAu]

Absorbance

Vysledky

1409

maLl

1 F Br
—empniies—— \/andetanib
120
HN

1107

o.
100 ~ XN

s0 ] F. Br N
/
70 4
HN
&0 Fenacetin

- Ny N-desmethyl-
50 | vandetanib

o
o N/ o ~
20 ]
HN //l\
30 N
H

20

10 A

-10 4

3 4 5 H 7 B s 10 11 12

Cas [min]

Obrazek 21 Ukazkovy chromatogram z HPLC analyzy metabolitu N-desmethylvandetanibu. Na obrazku
jsou vyznaceny piky vnitiniho standardu fenacetinu, parentalni molekuly vandetanibu a jejiho metabolitu
N-desmethylvandetanibu.
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Obriazek 22 Mnozstvi metabolitu N-desmethylvandetanibu jako produktu reakce katalyzované jaternimi
mikrosomy pfislusného organismu. Hodnoty jsou priimérem ze tfi stanoveni.
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U CYP1AL1 (viz. Obrazek 23) byla nejvyssi aktivita pozorovana ve vzorcich s NADPH.
Ve vzorcich s NADPH a CYBS5 vykazoval CYP1AI mirny pokles aktivity oproti varianté bez
CYBS. V prostiedi s NADH nebyl pozorovan vyznamny rozdil aktivity v pfitomnosti CYB5
oproti varianté bez CYB5. CYP1A1 s NADH vykazoval nizsi aktivitu nez s NADPH.

U CYP1A2 byla nejvyssi aktivita pozorovana ve vzorcich s NADPH a CYBS. CYP1A2
s NADH vykazovala mensi aktivitu nez s NADPH. V pfitomnosti NADH byl pozorovan vznik
N-desmethylvandetanibu ve vzorcich bez CYBS, pticemz aktivita CYP1A2 upIné vymizela ve
variant€¢ s CYBS. CYP1A2 vykazovala obecné niz§i aktivitu nez isoforma CYP1AL.

Pti studiu rodiny CYP2 (viz. Obrazek 24) byla pozorovana vyrazna aktivita u isoformy
CYP2C11 v pritomnosti CYB5 a NADPH oproti vS§em ostatnim isoformam. Tato isoforma vSak
byla exprimovana jenom spoleéné s CYBS5 (viz. Diskuze). V ptipad¢ isoformy CYP2CI11 v
pritomnosti NADPH byla rovnéz pozorovana vic nez sedm krat vyssi aktivita nez v piipade
vystaveni NADH. U isoforem CYP2D1 a CYP2D2 nebyl pozorovan vliv CYBS5 na jejich aktivitu.
U téchto dvou isoforem nebyl rovnéz pozorovan rozdil aktivity v ptitomnosti NADPH oproti

NADH.
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Obrazek 23 Mnozstvi metabolitu N-desmethylvandetanibu jako produktu reakce katalyzované
pfislusnymi isoformami podrodiny CYP1A v prostiedi s pfisluSnym kofaktorem a/nebo cytochromem bs.
Hodnoty jsou primérem ze ti stanoveni.
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Obrazek 24 Mnozstvi metabolitu N-desmethylvandetanibu jako produktu reakce katalyzované
prislusnymi isoformami rodiny CYP2 v prostiedi s ptislusnym kofaktorem a/nebo cytochromem bs.
Hodnoty jsou primérem ze tii stanoveni.

Isoformy CYP3A1 i CYP3A2 (viz. Obrazek 25) byly exprimovany jenom spolecné
s CYBS5 (viz. Diskuze). CYP3A1l vykazovala obecné v pfitomnosti NADPH i NADH vyssi
aktivitu nez isoforma CYP3A2. CYP3A1 i CYP3A2 vykazovaly v pfitomnosti NADPH piiblizné
dva krat vyssi aktivitu oproti varianté s NADH. V piitomnosti NADPH bylo pozorovano ptiblizné
tf1 krat vy$8i mnozstvi metabolitu u isoformy CYP3A1l nez u CYP3A2. V pfitomnosti NADH
byla hladina metabolitu ptiblizn€¢ dva krat vyssi u CYP3Al nez u CYP3A2.
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Obrazek 25 Mnozstvi metabolitu N-desmethylvandetanibu jako produktu reakce katalyzované
pfislusnymi isoformami podrodiny CYP3A v pfitomnosti CYBS v prostiedi s pfislusnym kofaktorem.
Hodnoty jsou primérem ze tii stanoveni.
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5 DISKUZE

Ulohou diplomové prace bylo studovat vliv cytochromu bs a cytochrom bs reduktasy na
aktivitu cytochromtit P450 z rodin CYP1, CYP2 a CYP3. Nami pouzité substraty, pomoci jejichz
biotransformacnich reakci byla aktivita CYP sledovana, byly testosteron, Sudan I, aristolochova

kyselina I, ellipticin a vandetanib.

Funkce CYBS5 nebyla dodnes Gplné oziejména, jelikoz zavisi jak na substratu, tak na
konkrétni isoformé CYP, se kterou CYBS interaguje. Je znamo, ze CYB5 mize redukovat CYP
zavisle na CYPOR (CYBS5 je redukovan CYPOR) nebo nezavisle na CYPOR (CYBS5 je
redukovan CYB5R) [86]. Jednim z navrhovanych mechanizmii je vznik komplexu CYB5 s CYP,
coz by umoziovalo jednokrokovy ptfesun elektrond pii redukci CYPOR (viz. kapitola 1.4).
Zaroven byl navrzen i mechanizmus allosterické regulace, pti kterém by interakce CYBS s CYP
indukovala konforma¢ni zménu CYP. V ptedkladané diplomové praci jsme se zaméfily na

schopnost CYBS5 poskytnout CYP oba elektrony nezavisle na CYPOR.

V piipad€ substratu testosteronu byla studovana aktivita isoformy CYP3A4. V ptipadé
pouziti isoformy exprimované v hmyzich bunikach (Supersomy) a kofaktoru NADPH vykazovala
CYP3A4 enzymovou aktivitu ve vSech vzorcich. Zaroven byl zaznamenan piiblizné dvojnasobny
narust aktivity v prostiedi s CYBS oproti varianté bez CYBS. Pii pouziti NADH nevykazovala
CYP3A4 aktivitu, aZ na jednu vyjimku, v Zadné varianté experimentu. Enzymova aktivita byla
v tomto piipad€ zaznamenana jenom pii vystaveni CYBS v Supersomech. V piipadé pouziti
CYP3A4 exprimované v bunikach E. coli (Bactosomy) byla zaznamenana jen mirnad stimulace
aktivity CYP3A4 pti koexpresi s CYBS. Tento narist byl pozorovan ve vzorcich se snizenou
aktivitou CYPOR. Ve vzorcich se zvySenou aktivitou CYPOR dosahovala aktivita CYP3A4
priblizné stejné tirovné bez ohledu na pritomnost CYBS. Z téchto vysledk 1ze soudit, ze i kdyz
je CYBS schopny zvysit aktivitu CYP, pti vysSich koncentracich CYPOR je tento vliv irelevantni.
Zarovei byla nejvyssi aktivita naméfena v Supersomalnim i Bactosomalnim systému s NADPH.
Mnozstvi metabolitu se v téchto tiech vzorcich navzajem vyrazné neliSily. Takovy vysledek
napovida, ze v ramci provedeného experimentu bylo dosazeno maximalni rychlosti katalyzované

reakce.

Variabilitu vlivu CYBS5 na aktivitu CYP3A4 mozno vysvétlit rozdilnym zastoupenim
CYBSR. Jak jiz bylo sdéleno, CYBSR vyzaduje v ramci svého katalytického cyklu kofaktor
NADH a vyskytuje se mj. v hmyzich organizmech. Lze tedy pfedpokladat jeji vyskyt i v ndmi
pouzitych Supersomech. To by vysvétlovalo, proc je aktivita CYP3A4 ovlivnéna CYBS vyraznéji
ve vzorcich Supersomtl, a rovnéz proc je jediny ptipad zaznamenané aktivity CYP3 A4 pfi pouziti

kofaktoru NADH vyhradné ve vzorcich Supersomtl.
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Pfi pouziti substratu Sudanu I byla studovana aktivita isoformy CYPI1Al.
V Bactosomalnim systému nebyl vliv CYBS pozorovan v Zadné varianté experimentu. Pti pouziti
NADH jako kofaktoru nevykazovala isoforma CYP1Al v tomto piipadé zadnou aktivitu. Ve
studii [91] bylo v pfipadé BaP prokazano, ze pfidaini CYBSR ke vzorkim umozni pfeménu
daného substratu i v pritomnosti NADH, takze absence aktivity v pfipadé NADH jako kofaktoru
souvisi s absenci CYB5R. V Supersomalnim systému byla studovana potkani i lidska isoforma
CYP1ALl. V souladu s vysledky u substratu testosteronu byla v tomto pfipad¢ pozorovana aktivita
i pfi pouziti NADH. Opét mizeme piedpokladat vyskyt CYBSR v Supersomech hmyzich bungk,
¢ehoz disledkem je pozorovana aktivita CYP1A1 pfi pouziti NADH v Supersomalnim systému,

na rozdil od systému Bactosomalniho.

V téméf vSech variantach provedenych experimentl byl pozorovan vyrazny nadbytek
mnozstvi vzniklého 4‘-hydroxysudanu I oproti 6-hydroxysudanu I. V Bactosomalnim systému
byl tento nadbytek pfiblizné Sestinasobny, a to ve vSech variantach vykazujicich aktivitu,
nezavisle na vystaveni CYBS nebo vyssi aktivit¢ CYPOR. V Supersomalnim systému s NADPH
byla hladina 4°‘-hydroxysudanu I opét piiblizn¢ Sest krat vy$$i. Pfi pouziti NADH u lidské
isoformy CYP1A1 byla hladina 4‘-hydroxysudanu I oproti 6-hydroxysudanu I pfiblizné dva krat

vy$§i a u potkani isoformy se hladiny téchto dvou metaboliti prakticky vyrovnaly.

Z vysledkd Bactosomalniho systému vyplyva, Ze prubéh reakce Sudanu I katalyzované
CYP1A1l neni ovlivnén CYPOR. Vysledky Supersomalniho systému vSak napovidaji, ze
pritomnost NADH, jez figuruje jako donor elektronu pro CYBSR, miize ovliviiovat priibéh
katalyzy CYP1A1 ve prospéch vzniku metabolitu 6-hydroxysudanu I.

Je obecné zndmo, ze mezidruhové rozdily sehravaji v metabolickych reakcich CYP
vyznamnou roli (viz. kapitola 1.3). Vysledky Supersomalniho systému jsou piikladem tohoto
fenoménu. V prostfedi s NADPH je hladina 4°-hydroxysudanu I i 6-hydroxysudanu I pii lidské
isoformé pfiblizné pét krat vyssi nez pii isoformé potkani. Narist aktivity ve prospéch lidské
isoformy je rovnéz pozorovan i v prostiedi s NADH, avsSak nikoliv tak vyrazny jako pti NADPH.
Jiz zminény rozdilny pomér metaboliti Sudanu I pii pouziti NADH je dalSim ptikladem
mezidruhovych rozdilt CYP. I kdyz obecné byl pozorovan relativni nartist hladiny metabolitu 6-
hydroxysudanu I oproti 4°-hydroxysudanu I v lidské i potkani isoformé, zstava otazkou, pro¢ u
potkani isoformy do$lo k vyrovnani téchto hladin, kdezto u isoformy lidské nikoliv. Blizsi
objasnéni téchto jevi tak zistdva vyzvou pro dalsi studium mechanizmt katalyzy obou isoforem

CYPIAL.

V ptipad¢ substratu AAI byly pro studium aktivity CYP1A pouzity jaterni potkani
mikrosomy. V prostiedi s NADPH doslo u premedikace BaP k mirnému nartistu metabolitu AAI

oproti premedikacim Sudl a PB. Lze pfedpokladat, ze tento nardst byl zptisoben inducibilitou
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CYP1A (viz. kapitola 1.3.1). BaP rozeznava receptor AhR, jez indukuje transkripci gentt CYPI1A4
[157]. Zaroven, vysledky v ptipadé premedikaci Sudl a PB v prosttedi NADPH odpovidaji

vysledklim z experimentt jiz provedenych v nasi laboratofti [158].

Pti pouziti NADH jako kofaktoru nevykazovaly pouzité mikrosomy zadnou aktivitu.
Vysledky metabolismu AAI v prostiedi s NADH nejsou v souladu s vysledky ziskanymi pfi
substratech testosteronu ¢i Sudanu I. Ptirozeny vyskyt CYBS i CYBSR v hepatocytech potkant
by napovidal analogickému pribéhu reakce v prostiedi s NADH, jak tomu je v pripade
studovanych Supersomalnich systémt.. NADH vs$ak v ptipadé metabolismu AAI nebylo schopné

nahradit NADPH.

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno, redukce CYP pomoci NADH probiha postupnym
predavanim elektronu mezi CYB5R a CYBS, coz rozsifuje moznosti vysvétleni nasich vysledkd.
Snizena hladina samotného CYBS5 v hepatocytech potkanii neni legitimnim divodem pro
vymizeni schopnosti NADH redukovat CYP, jelikoZ jsme experimenty provedly mj. i s jatry
potkanti jeZ byly premedikovany fenobarbitalem. PB figuruje jako jeden z induktora CYBS5 [153],
¢emuz odpovidaji i nase vysledky ze studia substratu ellipticinu. Vysvétleni bychom proto méli
hledat spiSe v dalSich krocich této nasledné katalytické reakce. V ptipadé CYBSR je znama
mutace v misté D239T (viz. kapitola 1.5), jejimz piimym diisledkem je zména preference CYB5SR
z NADH na NADPH [102]. Potencialni jedno-nukleotidovy geneticky polymorfizmus u potkant
vSak rovnéZ neni legitimnim divodem pro vysvétleni naSich vysledkd, jelikoz NADH pfi
substratu ellipticinu v jaternich mikrosomech potkant bylo schopno nahradit NADPH pfi redukci
CYP.

Dtvod vymizeni katalytické reakce v prostiedi NADH bychom proto méli hledat
v samotném cytochromu P450 1A1. Ze studie [148] je znamo, Ze lidské rekombinantni CYP1A
exprimované v Supersomech v prostiedi s NADPH pii koexpresi s CYB5 zménu aktivity
nevykazovaly. Je tedy otazkou, jestli samotnd reakce CYP1Al s AAI neprobiha ptes specificky
katalyticky mechanizmus, jez se odliSuje od katalyzy jinych substratu, a jez probiha takovym
zpusobem, ze CYP1A1 neni schopny pfijmout elektron z CYBS5. Podpiirnym argumentem pro
takovou hypotézu je i fakt, ze samotné reakce katalyzované CYP1Al u substrati Sudanu I a

ellipticinu jsou hydroxylace, kdezto metabolit AAla vznikd demethylaci.

V piipadé substratu ellipticinu byly pro studium aktivit CYP opét pouzity jaterni potkani
mikrosomy. Zastoupeni 9-hydroxyellipticinu, metabolitu charakteristického pro podrodinu
CYP1A, bylo nejvyssi u potkanti premedikovanych BaP. Vyrazné navySeni 9-hydroxyellipticinu
oproti kontrolnim potkanim bylo zaznamenano i u potkani premedikovanych Sudanem I.
V zadné z provedenych variant experimentti nedoslo k vymizeni aktivity CYP bez ohledu na

premedikaci nebo pouzity kofaktor. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky pti substratech
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testosteronu a Sudanu I. Je znadmo, Ze jaterni mikrosomy potkanti obsahuji CYB5 i CYB5R,
z ¢ehoz lze soudit, Ze NADH je v jejich ptitomnosti schopno ¢astecné nahradit NADPH jako

redukéni kofaktor.

Vyrazny narust hladiny 9-hydroxyellipticinu pfi premedikacich BaP a Sudl je zptisoben
inducibilitou CYP1ALI. V pfipad¢ vzniku 13-hydroxyellipticinu pfi premedikaci PCN dochazi k
indukci CYP3 A4, ktera zptisobi navyseni 13-hydroxyellipticinu oproti ostatnim metabolitim. Pfi
premedikaci PB dochazi k indukci CYBS, ktery figuruje jako koenzym u rGznych isoforem
(CYP3A4, CYP1A1/2, CYP2EL ...) katalyzujicich vznik 13-hydroxyellipticinu oproti ostatnim

metabolitim (viz. kapitola 1.6).

Pti premedikaci PB, tedy v prostfedi s indukovanym CYBS5, byla hladina vzniklého
metabolitu 13-hydroxyellipticinu ptiblizné 1,5-krat vyssi pfi pouziti NADPH neZ pti pouziti
NADH. To by mohlo napovidat, ze i kdyz bylo NADH schopné umoznit prib¢h katalyzy CYP,
k uplnému nahrazeni NADPH nedochazi. Zde je vSak nutné zdlraznit schopnost CYPOR
redukovat CYBS (viz. kapitola 1.4). V takovém piipadé umozni indukce CYBS v prostiedi
s NADPH redukci CYP pomoci CYPOR 1 CYBS, ale v prostfedi s NADH je redukce CYP mozna
vyhradné ptes CYBS5. Schopnost NADH ,,plnohodnotné® nahradit NADPH pf#i redukci CYP jsme
pozorovaly v experimentu se substratem testosteronu, u kterého byla aktivita CYP3A4
v Supersomalnim systému v prostiedi s NADH a CYBS5 vyrovnana v porovnani s variantou

v prostfedi s NADPH ale bez CYBS.

V ptipadé€ substratu vandetanibu byla studovana aktivita jaternich mikrosomt z riiznych
organismil a ruznych isoforem zrodin CYPI, CYP2 a CYP3. V ramci jaternich mikrosomi
z ¢loveka, potkana, kralika a mysi, byla ve v8ech ptipadech zaznamendna aktivita v prostfedi
s NADH, a zarovei byl pozorovan narist aktivity v prostfedi s NADPH oproti NADH. Vysledky
z jaternich mikrosomt tak jsou v souladu s predeslymi vysledky. Nartst aktivity pti NADPH
prokazuje stimula¢ni vlastnosti CYBS, jez mtize byt redukovan CYPOR. Aktivita zaznamenana
pii NADH odpovida predpokladanému ptirozenému vyskytu CYBS a CYBSR v jatrech
ptislusnych organisml, a zaroven prokazuje schopnost CYBS z ¢asti nahradit CYPOR pfi redukci

CYP.

Nartst aktivity jaternich mikrosomti mezi jednotlivymi organismy byl pozorovan
v poradi: my§ < potkan < kralik < ¢lovék. Podobné jako v pfipadé diskutovanych vysledki
substratu Sudanu I Ize i v tomto ptipad¢€ predpokladat roli mezidruhovych rozdilti isoforem CYP
nebo mikrosomalnich systémti obecné. V obou piipadech (Sudanu I i vandetanibu) byla
pozorovana nejvyssi aktivita u lidskych isoforem resp. mikrosomil, neboli nékolika nasobny
nartst metabolické aktivity lidskych jaternich mikrosomil oproti jaternim mikrosomtim z potkana.

Vysvétleni pficin téchto mezidruhovych rozdilll je mimo ramce predkladané diplomové prace,
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jelikoz se jedna o detailni studium katalytického mechanismu a aktivniho centra ptislusnych
mikrosomalnich enzymu. Jak jiz bylo zminéno (viz. kapitola 1.3), mezidruhové rozdily jsou ¢asto
dusledkem evolucniho tlaku, na ktery se pfislusny druh adaptuje. Proto je zde nutno podotknout,
ze ani jedna z obou studovanych molekul v riznych organismech se piirozené v prostiedi
nevyskytuje. Neni zde proto legitimni predpokladat adaptaci druhti na konkrétni struktury Sudanu
I a vandetanibu, ale spi§ adaptaci na motivy struktur organickych xenobiotik. Studium takovych
strukturnich motivi, jez jsou preferenéné metabolizovany u ptislusnych druhi a divody pro vznik

téchto adaptaci tak zilistdva vyzvou zejména pro obory evoluéni biologie.

Pti CYP1A1 nebyla pozorovana stimulace aktivity v prostfedi s CYBS. Pii této isoforme
byl zaznamenan pfiblizné dvojnasobny naridst aktivity pii pouziti NADPH namisto NADH.
V prostiedi s NADPH vykazoval CYP1A1 nizsi aktivitu v ptitomnosti s CYBS nez ve varianté
bez CYBS. Takovy vysledek neni viibec v souladu s dosavadnimi vysledky. Tento fenomén vsak
jiz byl pozorovan u jinych isoforem CYP [90]. Byla postulovana hypotéza, podle které CYBS5
zaéne pii uréité hraniéni koncentraci soutézit s CYPOR o vazebné misto na CYP [159]. Za
takovych podminek by bylo mozno definovat ,,idealni” pomér CYB5:CYPOR:CYP, pfi kterém
by CYBS5 vykazoval maximalni stimula¢ni vlastnosti. Zaroven, pfi nasledném navySovani

mnozstvi CYBS5 oproti ostatnim slozkam systému, by CYBS5 zacal aktivitu CYP inhibovat.

Pti isoformé¢ CYP1A2 v prostiedi s NADPH byl pozorovan mirny nardst aktivity pfi
vystaveni CYBS, coz je trend jiz pozorovan i pii ostatnich substratech a jez lze vysvétlit
schopnosti CYPOR redukovat CYBS. Pii pouziti NADH byla pozorovana aktivita CYP1A2 ve
varianté¢ bez CYBS5. Naopak pfi varianté obsahujici CYB5 a NADH doslo k Gplnému vymizeni
aktivity.

V ptipadé isoforem CYP2D1 a CYP2D2 nebyl pozorovan zaddny vliv CYBS5 na jejich
aktivitu a zaroven zadny vliv pouziti riiznych kofaktort NADH nebo NADPH na jejich aktivitu.
Z vysledkd v rdmci podrodiny CYP2D tedy Ize shrnout, ze CYB5 ani vyména kofaktorti nema
vliv na jejich aktivitu, a zarovei v jejich ptipadé byla i v prostfedi NADH zaznamenana aktivita,
jez je oproti ostatnim isoformdm vyrazné nizsi. V piipadé CYP2CI11 byl v prosttedi s CYBS
zaznamenan faddovy narist aktivity oproti ostatnim isoformdm z rodiny CYP2. Zaroven vedlo
pouziti NADPH kpfiblizn€é deseti ndsobnému narGstu hladiny metabolitu  N-
desmethylvandetanibu oproti variant¢ s NADH. Extrémni nartst aktivity opét dokazuje

omezenou schopnost NADH nahrazovat NADPH v redukci CYP.

Pti CYP3A1 a CYP3A2 byl pozorovan v prostiedi s CYBS pfiblizné dvojnasobny nartst
aktivity pti pouziti kofaktoru NADPH namisto NADH. Tento trend pozorovany i pfi ostatnich
vysledcich lze opét vysvétlit schopnosti CYPOR redukovat CYBS. Vliv CYBS vsak v piipadé
isoforem CYP2CI11, CYP3Al a CYP3A2 z vysledki stanovit nelze, jelikoz mikrosomy
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s exprimovanymi enzymy pfislusnych isoforem bez CYBS5 nebyly v pribéhu experimentu

dostupné.
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6 ZAVER

V ramci ptredkladané diplomové prace byl prokazan vliv cytochromu bs na aktivitu

cytochromu P450, pficemz tento vliv zavisel na konkrétni isoformé CYP i na daném substratu.
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Testosteron

Byla prokazana schopnost NADH, CYBS5 a CYBS5R slouzit jako jediny zdroj elektrond pro
CYP3AA4.

Byl pozorovan stimulacni efekt CYBS v prosttedi s NADPH u CYP3A4.

Byla pozorovana vyssi aktivita v prostiedi s NADPH oproti NADH.

Sudan [

Byla prokazana schopnost NADH, CYBS5 a CYBS5R slouzit jako jediny zdroj elektrond pro
CYPI1AL.

Byl pozorovan stimula¢ni efekt CYBS v prosttedi s NADPH u CYP1AL.

Byla pozorovana vyssi aktivita v prostfedi s NADPH oproti NADH.

Lidska isoforma CYP1A1 vykazovala vyssi aktivitu nez isoforma potkani.

Aristolochova kyselina I

V prosttedi s NADH u jaternich mikrosomti potkana nebyl pozorovan vznik Zadného
metabolitu.

Nejvyssi  aktivitu vykazovaly jaterni mikrosomy 2z potkanii premedikovanych
benzo[a]pyrenem.

Ellipticin

Byla pozorovana vyssi aktivita v prostfedi s NADPH oproti NADH u jaternich mikrosomt
potkana.

Nejvyssi  aktivitu vykazovaly jaterni mikrosomy z potkani premedikovanych
benzo[a]pyrenem.

9-hydroxyellipticin pievladal u potkant premedikovanych benzo[a]pyrenem a Sudanem I.
13-hydroxyellipticin pfevladal u kontrolnich potkani a potkanii premedikovanych
pregnenolon 16a-karbonitrilem, fenobarbitalem a ethanolem.

Vandetanib

Byl pozorovan stimula¢ni efekt CYBS v prostiedi s NADPH u CYP1A2.

Byl pozorovan inhibi¢ni efekt CYBS v prostfedi s NADPH u CYP1Al.

Byla pozorovana vyssi aktivita v prostiedi s NADPH oproti NADH u CYP1Al, CYP1A2,
CYP2C11, CYP3A1l a CYP3A2.

V prostiedi s NADH a CYBS5 u CYP1A2 nebyl pozorovan vznik Zadného metabolitu.
Lidské jaterni mikrosomy vykazovaly vyssi aktivitu nez jaterni mikrosomy kralika, potkana
a mysi (v tomto poradi).
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