PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY V PRAZE
KATEDRA BIOCHEMIE

Studium aktivaéniho a detoxikatniho metabolismu
protinadorového Ié&iva ellipticinu systémem

cytochromi P450in vitro ain vivo

Doktorska diserti prace

RNDr. Véra Kotrbova
Skolitelka: Prof. RNDr. Marie Stiborova, DrSc.

Praha 2008



PROHLASENI
Prohlasuji, Ze jsem pracovala samostatad vedenim Skolitelky Prof. RNDr. Marie
Stiborove, DrSc. a veSkerou pouzitou literaturumjg@dre citovala. Tato prace ani jeji

podstatn&ast nebyla fedloZzena k ziskani jiného nebo stejného akadenctitetu.

VPrazedne .........cvviii.. ..

RNDr. &fa Kotrbova



PROHLASENI SPOLUAUTOR

ProhlaSuji, Ze RNDr. ¥a Kotrbova rozhodujicim Zisobem (30-90%) fspéla ke
vzniku vSech &lanki, které jsou filohami této diserimi prace. Sama provedl&tsinu
experimeni a vyznama se podilela i na jejich planovani, na interpretagledki a na

sepsani publikaci.

VPrazedne .........cvviiii.. ..

Prof. RNDr. Marie Stiborova DrSc.



PODEKOVANI

Rada bych na tomto méspodikovala zejména své Skolitelce Prof. RNDr. Marii
Stiborove, DrSc. za vynikajici odborné vedeni, irdé@smou pomoc a laskavyiptup i
vypracovavani této prace.¢kuji také RNDr. Miroslavu Sulcovi, PhD. a RNDr. Miau
Dracinskému PhD. za hmotnostni analyzy, NMRtemi a syntézu deriviatellipticinu.
Dale ckuji celému kolektivu laborate za patbné rady, pomoc a za vyremi

piijemného pracovniho prdeti.

Préace byldesena jako s@ast grantovych &deckych projekt podporovanych GAR
(203/06/0329), MSMTR (MSM 0021620808 a 1M4635608802) a GA UK (258188)



Obsah

OBSAH
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ..ottt eesases e 6
1 UVOD A PREHLED LITERATURY  .oooiiiiieiice et eaese e 9
1.1 ETIOLOGIE A PATOGENEZE NADOROVEHO PROCESU.......ccuvevvneiinneernnnnnn. 10
1.2 LECBA NADOROVYCH ONEMOCNENT ..ccvuuiieiiettii e eeeii e e et 12
O N O 1= 0 0 [0 1 (=T = 1 o[RS PPPRR 12
1.2.1.1 PRedpoklady pro &innost chemoterapie v klinické praxi 13
1.2.2 Mechanismustinku konvergnich cytostatik ..............cccoevviiviiiiiiceeemennn. 14
1.2.3 Rezistence Na CYtOSIALIKA .........uuuuemmmmmmee et 14
1.3 BIOTRANSFORMACE XENOBIOTIK....uuuiiirunieiatniereiinerernneeessnsesennsenennnnnnns 15
1.4 MIKROSOMALNI MONOOXYGENASOVY SYSTEM(MFO SYSTEM) ............. 16
1.4.1 NADPH:cytochrom P450 reduktasa...........cccceeeeieieeieeiiiiiiieeeeiiiiiiinn 17
3 Y/ (o T ] £0] 1 T = 1 LU 19
1.4.2.1 Spinové formy cytochromu P450..........cooiiiiii i et 21
1.4.2.2 Enzymoveé funkce cytochromu P450.. e 2 |
1.4.2.2.1 Reakni mechanismus monooxygenasove reakce ......................... 22
1.4.2.3 Nomenklatura cytochr@nfP450............ccoieiiiiii i e 23
1.4.2.4 Variabilita v aktivit cytochroni P450.........cccoooiiiii i, 25
1.4.2.4.1 Geneticky polymorfismus cytochrd450...............ccceeeevvivieieeininnnnns 25
1.4.2.4.2 Regulace hladiny cytochraniP450 indukci enzymu..................c..... 25
1.4.2.4.3Regulace cytochroimP450 fosforylaci..........cccoevvvviviiiiiiiiiee 27
G T @AY/ (o Tl 1 (0] 1 4 o RSP 28
1.4.3.1 Fyziologické funkce cytochromgl ..o, 28
1.4.3.2 Mechanismygsobeni cytochromusb................cooiiiiiiinnns 29
1.4.3.3 Struktura cytochromg.b....................cooiviiiiin .30
1.5 ELLIPTICIN tote ettt e e e ettt e e e e ettt e e e st e e e emne e e e et e e e e e e nnstaaaeeennnsneeeeennnnes 31
1.5.1 Farmakokinetika elliptiCinu ............ccvrriiiiiiiiiiiccee e 32
1.5.2 Mechanismydinku elliptiCinu..............coooiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
1.5.3 Biotransformace elliptiCinU...........coceeeeiiiiiiiiie e 33
1.5.4 Tvorba aduKtellipticinu S DNA.......cooiiiii e 34
2 CIL DISERTA CNIPRACE ......ciiiiiiiieeeieeeeeeee et 36
3 MATERIAL AMETODY  ..ooiiiiecieee ettt ettt ate e aneenens 38
3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE ......cooiiiiiiiiiiieiiiiiicn e 38
3.2 ENZYMOVE PREPARATY ...ttt eetiia e e ettt e e et e e e e e nmeta e e e eeea e 40
3.2.1 Izolace mikrosotna purifikace mikrosomalnich enzym......................... 40
3.3 METODY STANOVENi KONCENTRACI A AKTIVIT VYBRANYCH ENZYMU ... 42
3.4 ELEKTROMIGRACNI METODY ...iiiiitiuaaeeeiniaaaeeesinaeeeesnnnaeeeesnnmnsanaaeaeeens 43
3.4.1 SDS €leKtrofOr@zZa...........ccouueiii e e e e 43
3.4.2 Metoda ,Western blotting”............. e 43
3.4.3 AQarosova eleKirofOr@zZa ...........uuuummmmmmmeeeeeeeeeeeeiieeeier e e e e e e aeens 43
3.5 STUDIUM METABOLISMU ELLIPTICINU CYTOCHROMY P450 .................... 44



3.5.1 Oxidace ellipticinu MiKrOSOMY........ccccceeeiiieeeieeeeeeeeeeeeeienee e A
3.5.2 Oxidace ellipticinu cytochromy P450 v rekatastvaném systému............. 44

3.6 |ZOLACE SYNTETIZOVANEHO13-HYDROXYELLIPTICINU
3.7 PRIPRAVA ADUKTU 13-HYDROXYELLIPTICINU S DEOXYGUANOSINEM..... 45

3.8 PRIPRAVA REKOMBINANTNIHO APO-CYTOCHROMU Bs .....cccvvvviiinineeeeennee. 46
3.8.1 Navrh a syntéza genu pro membranovou forralickro cytochromu b€.... 46
3.8.2 Transformace kompetentnich EKIn.............coovveeeiiiiiiiii e, 47
3.8.3 ProdukCe PrOteINU ...........oeiiiiee e ettt e e e e eeee e e 47
3.8.4 Purifikace apo-cytochromy b bakterialnich butK.................cccoivvininnis 48

3.8.4.1 1zolace membranove frakCe..........ccoeeeeeieveiiiiiii e 48.
3.8.4.2 Solubilizace cytochromgbmembran......................oocoo. 48
3.8.4.3 Chromatografie na kokbDEAE-Sepharosy CL6B....................... 48
3.8.5 Spektralni charakterizace apo-cytochrogu.b..........ccooovvviiiiiiiiiiiiiiiinne. 49
3.9 METODA 3Z2PPOSTLABELING ....ucvttieiitiseeeeteeeet e e e et e e eateeseemaaaeseanneeees 49
4 VYSLEDKY A DISKUZE .....oei oot aee e 50

4.1 METABOLISMUS ELLIPTICINU CYTOCHROMYP450........cccciviiiiiiiiiiieeeenn, 50

4.1.1 Metabolismus ellipticinu mikrosondjovéka, potkana, kralika a mysi........ 51

4.1.2 Metabolismus ellipticinu cytochromy P450 kaestituovaném systému ... 56

4.2 AKTIVACE ELLIPTICINU ZA TVORBY ADUKT U S DNA IN VITROA IN VIVO. 58
4.2.1 Izolace #&ast&na charakterizace aduktu tfemého 13-hydroxyellipticinem

S deoxyguanosSinemM V DNA .........ouuuiieiii i e e e e e e aaes 60
4.3 CYTOCHROMY P450AKTIVUJICI ELLIPTICIN IN VITROA IN VIVO................ 63
4.4 VLIVCYTOCHROMU Bs NA OXIDACI ELLIPTICINU CYTOCHROMY P450
LA A LA e 64
4.4.1 Mechanismusigobeni CytoChromush..............euvvveiiiiiiiiiiieeieieieieiiiieee 68
4.4.1.1 PRiprava apo-cytochromusb............ccoooiii i, 69

4.4.1.2 Vliv cytochromu ) apo-cytochromudoa dalSich proteiihna oxidaci
ellipticinu cytochromy P450 1A1/2.......c.ccoiviiiiiiiiiiiiiieie el 71

5 SOUHRN A ZAVER ... oot eee et e et eee e, 74
SEZNAM POUZITE LITERATURY .ot ee oot eeee e eeeeanaeneeeaeeee e, 77
= 0] = N 2P T T T TSROSO 87



Seznam pouZitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AC
AhR

Arnt

AIDS

BCA

BCIP/NBT

BSA

cAMP

CAR

CHAPS
CM-Sepharosa CL6B
CYP

cytc

cyt bs

Da

DDTC
DEAE-Sepharosa CL6B
DLPC

DMSO

DNA

EC

EDTA Na,

EtOH

FAD
/FADH/FADH ,

FMN
/FMNH/FMNH ,

GIT
HEPES
HIV

HPLC

IARC

aceton

receptor pro aromatické uhlovodiky (aryl hydrocarieceptor)

jaderny heterodimerizacn{ partner Ah receptoru (,,AhR-nuclear
translocator®)

syndrom ziskané imunodeficience (acquired immurfieidacy
syndrom)

4,4'-dikarboxy-2,2*-bicinchoninova kyselina
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat /nitro blue tetiim
howzi sérovy albumin

cyklicky adenosinmonofosfat

»constitutive androstane receptor*
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonium]-1-propansuift
karboxymethyl-Sepharosa CL6B

cytochrom P450

cytochrom ¢

cytochrom

dalton

diethyldithiokarbamat

diethylaminoethyl-Sepharosa CL6B
dilauroylfosfatidylcholin

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

¢iselny kod enzymu

ethylendiamintetraoctova kyselina ve f@rdwvojsodné soli
ethanol

flavinadenindinukleotid (chinoidni forma)
/semichinoidni radikal/hydrochinon

flavinadeninmononukleotid (chinoidni forma)
/semichinoidni radikal/hydrochinon

gastrointestinalni trakt

sodna 8l 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonové &jsy

~-human imunodeficiency virus*

vysokotlaka kapalinova chromatografie (,high-presdiquid
chromatogramy*)

mezinarodni institut pro vyzkum rakoviny (,Interiatal Agency for



Seznam pouZitych zkratek

Research on Cancer*)

IgY imunoglobulin tidy Y

i. p. intraperitonealni aplikace

3-IPMDIA 3-isopropenyl-3-methyldiamantan

IPTG isopropylthiof-D-galaktosid

K mikrosomy izolované z nepremedikovanychrati

M mol/l

M1-M5 metabolity ellipticinu dle elucerpHPLC

MALDI-TOF .matrix assisted laser desorption ionization-timdight"

MEO systém monooxygenas se smiSenou funkci (,mixedifumc
oxygenases")

NaAc octan sodny

NAD™ (NADH) nikotinamidadenindinukleotid oxidovany (redukovany)

NADP* (NADPH) nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany (redukny)

NADPH-GS NADPH-generujici systém

NMR nukleéarni magnetické rezonance

NAT N-acetyltransferasa

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

PAPS 2’ (nebo3’)-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat

PB fenobarbital

PBS sodny fosfatovy pufr s obsahem NaCl - izotonicksto&
(,Phosphate Buffer with Salt®)

PCN pregnenolon 1&-karbonitril (5-pregnen{3-ol-20-on-16.-karbonitril)

PMSF fenylmethylsulfonylfluorid

PPAR .peroxisome proliferator-activated receptor*

PVDF polyvinylidenfluorid

PXR .pregnane X receptor”

RAL podil r_nodifikovanych r_1uk‘l‘eotiidz celkového p&u nukleotidi
(,relative adduct labelling®)

RH substrat

RIF rifampicin

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina (,messenger rilbeic acid®)

ROH hydroxylovany produkt

R'OOH organicky peroxid

RPM pocet ot&ek za minutu

SDS dodecylsulfat sodny

SOD superoxid dismutasa

SULT sulfotransferasa



Seznam pouZitych zkratek

SXR
TRIS

UDP
uv
VIS
viv
wiv
XRE
a-NF
B-NF

»Steroid xenobiotic receptor”
tris(hydroxymethyl)-aminomethan
standardni jednotka enzymové aktivity
uridindifosfat

ultrafialoveé zéeni

oblast vinovych délek viditeiného &la
objemovy zlomek

hmotnostni zlomek

kosensus sekvence ,xenobiotic responsive element”
a-naftoflavon

B-naftoflavon



Uvod a grehled literatury

1 UVOD A PREHLED LITERATURY

,,,,,

Rakovina je jednou z nejrozéigjSich chorob. Tato nemoc paimezi nefastjsi
priciny amrti hned po kardiovaskularnich oneméich a jeji vyskyt stale stoupa.
Obrazek 1 pro ilustraci ukazuje kazdofne¢ se zvysujici vyskyt nav vzniklych

nadorovych onemoeni prsu u Zen.

C58,D085 - Hadory prsu, Zeny
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Obrazek 1

Casovy vyvoj hrubé incidence (P&t novych pipadi na 100 000 osob) a hrubé mortality {gb
umrti na diagnézu na 100 000 osob) pro diagnozeikam prsu v celé populaci

Prevzato zhttp://www.svod.cz

Jeden z faktdr nafistu incidence onemogni souvisi se zvysujicim s€ékem lidské
populace. Vlivem pokrak ve zdravotnictvi a zlepSujicich se socialnich pivdik p@et
starSich lidi roste. Doba pebna k nahromaai kritického p@étu genetickych zrn
nutnych pro propuknuti rakovinného procesu dosabkyjeodluzujicim se &kem svého
optima Y. Nadorova onemoeni vak navic postihuffim dal mladsi skové kategorie,
coz je dano zejmeénast&imi naroky, které jsou na organismus kladenyesSttoxické a
karcinogenni latky v Zivotnim prdasdi, nevhodna strava a Zivotni styl, to vSeriZapje
vznik nadnérného pdétu iniciovanych nadorovych bgk. Imunitni systém oslabeny
stresem a polutanty pak nemusi byt schopen na leznigituaci dostatmé efektivre
zareagovaf’.

Lécba nadorovych onemoéni je komplikovana zejména skuatmsti, Ze lébou
potrebujeme zcela zé&it bunky nikoli cizorodé, jak je tomu naiklad u bakteridlnich
infekci, ale &lu vlastni. Nadorové hiky se sice vicéi mére liSi od normalnich buik, ze
kterych vznikly, a proto by teoreticky &y byt rozpoznany imunitnimi mechanismy a

eliminovany. OdliSnosti od normalnich kiknjsou vSak bd priliS malé, takZze jsou
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imunitnim systémem ignorovany, nebo nadorovékigwyuzZivaji mechanismy, které jim
umozuji paralyzovat skteré ,zbrag“ imunitniho systémif.

Prestoze u lék pouzivanych v klinické praxi by ¢hbyt mechanismus jejich¢inku
znam, u ¥tSiny cytostatik jsou tyto Udaje dajplvany dodaténé. Jejich pouZiti s€asto
zakladd na empiricky ziskanych Udajich o terapkétictinnosti a toxici¥. Mezi
protinadorova l&va s doposud ne zcela objgasgm mechanismem a specifitodinku

pafti takeé ellipticin.
1.1 Etiologie a patogeneze nadorového procesu

Za kancerogenesi je povazovan proces transformat&dorove biky v nadorovou,
nasledné éeni buré¢ného klonu vetrg dalsi dediferenciace a zvySovani maligniho
potencialu dlicich se budk. Dnes je pohlizeno na zhoubné nadory jako na tmpee
onemocwni. Jiz koncem Sedesatych let byla formulovana tég@m o existenci
specifickych geft zodpo¥dnych za zrany, které vyuasti v maligni transformaci ithky.
Vznik téchto geri (onkogeri) je podmign mutaci geda prirozenych (protoonkogé. U
loveka bylo v rdmci dosud identifikovanych genalezeno 90drotoonkogeni @, tedy
potenciald nebezpénych geri kodujicich kl€ové reguléni proteiny (fistove faktory,
receptory, proteinkinasy, transkid faktory, cyklin dependentni kinasy apod.). Vedle
protoonkogef se na regulaci bétného cyklu podili takéumor supresorové geny
(antionkogeny), jejichz produkty potiaji proliferaci normalnich somatickych bikna
udrzuji je ve stadiu klid{”. Mutace v&chto genech pak e rovrz vést k maligni
transformaci biky.

Je znamo, Ze mutace gevenikaji spontang ale jejich frekvence je tak nizka (asi
10° na jedno buésné dleni), Zze vzhledem k odhadovanému celkovémttipburecnych
déleni bshem Zivota (wloveka asi 16° by riziko moZzného vzniku nadoru na podiiad
spontannich mutaci bylo zanedbatelné. Vedieopert vznikajicich chyb p replikaci
muze byt vSak DNA posSkozena takéspbenim vajSich faktod. Mezi hlavni faktory
zvySujici pravdpodobnost vzniku nadompati faktory fyzikalni (radioaktivni, kosmicke,
UV a Roentgenovo #ani; rekteré druhy velmi jemnych pevny@astic, napiklad azbestu
nebo slodenin berylia,...), daléiologické vlivy (genetické pedpoklady a &které viry.
Odhaduje se, Ze zhruba 15 az 20 Bipgeh rakoviny je zfisobeno onkoviry), a take
chemické faktory — kancerogeny (karcinogeny)Podle jejich mechanismuigobeni je

muzeme rozdlit na karcinogeny genotoxick&teré se vazi na DNA kovalentni vazbou za

-10 -
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vzniku adukit a epigenetické karcinogeny, které modifikuji DNAekovalentnimi
vazbami, nap interkalaci do jeji dvouSroubovicové strukturyal§) skupinou jsou
karcinogeny vyvolavajici zemy ve struktiie DNA, jako jsou nap jedno a dvotetzové
zlomy ¢i cross-linking. \&tSina karcinogein modifikuje DNA teprve az po metabolické
aktivaci®.

Mezinarodni institut pro vyzkum rakoviny (IARC, témnational Institute for
Research on Cancdritp://www.iarc.fr) uvadi jiz asi 400 prokazanych potencialnich
kancerogennich faktdivyvolavajicich nadorova onemagn lidského organismu (2008).

Pii expozici mutageim bshem Zivota by naopak incidence nadanusela byt
mimoradre vysoka, pokud by v organismu neexistovaly Zzadnéhaeismy, kterymi lze
poSkozené geny eliminovat nebo opravit.

Burika, ve které doslo k mutaci DNA vedouci k aktivacikogeri a deaktivaci
tumor-supresorovych gén pricemz toto poSkozeni DNA nebylo opraveno repaimi
enzymy, je ozn&ovana jakobuiika iniciovana. Mutace v witém kritickém genu finasi
iniciovanym buikam ristovou seleéni vyhodu. Pokud iniciovanou bku nezlikviduje ani
imunitni systém, dochazi widledku jeji expozice faktdm s promdénim &inkem
k dalSimu zvySeni proliferace bilns poruSenou diferenciaci a mezibtmou komunikaci
a vznikabenigni nador.

Promo¢ni aktivitu ma kugikladu cigaretovy kot nebo zvySeny ifvod tukd.
Promotory na rozdil od kancerogemmaji schopnost jiz existujici genetické &m
prohloubit, ale ne je samostatmyvolat. \EtSina promotar je tk&oveé specifickd (nap
forbolester je specifickym promotorem vzniku nadkize)®.

Posledni stadium kancerogenese se napywgrese Pisobenim progresoru se pak
meéni dosudcasteéné kontrolovatelny #ist benigniho nadoru naist nekontrolovatelny,
vznikamaligni nador, z thoz odstpené biiky se mohou dostat krevnimi nebo miznimi
cestami do jinych tkdni nebo orgarkde se mohou usadit a vytea dcéiné nadory
(metastazy. Velmi dilezitou podminkou protst naddoru je dostatmy pfivod Zivin a
kysliku. Ten musi byt zaji&h vytvorenim cévniho zasobeni (nadorova neoangiogenese).

Schéma vicestujového procesu kancerogenese je znarmrmaobrazku 2

-11 -
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Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese

Metabolicka
aktivace T‘G A~ C Fixace
' 1| T
-C'T‘ ------ ']
e

Biologicky Iniciované ; i
EXPOZICE ucmna davka buriky Preneoplazie Malignance
Interni davka Nadorové onemocnéni
Detoxikace
Reaktivace I Latentni obdobi (perioda) J

Vylouéeni Oprava DNA

EXPOZICE EFEKT
c g

1 den 20-40 let

Obrazek 2
Schéma vicestupvého procesu kancerogené@e

1.2 Lécéba nadorovych onemoc#ni

Ve wétSing pripadh nestai k vyléteni nadorového onemasni jedind, by velmi
acinna l&ebna metoda. &Si nadji na usgch ma komplexni fistup, kombinujici
zakladni terapeutické metody: chirurgickowde, radioterapii a chemoterapii ¢@tne
terapie hormonalni).

Chirurgicky lze odstranit objemny nador, pokud mefsta do vitalg dalezitych
struktur a je lokalizovany, o#énim Ize pak do jisté miry eliminovat nador resldua
Diseminovany nadorovy proces viakiza ovlivnit jediré chemoterapié®. U nskterych
typa nadofi, spiSe viak ve specidlnickigadech, se uplatje i imunoterapid®. Lé&bou
budoucnosti by se mohla stat terapie geri®a

1.2.1 Chemoterapie

Chemoterapie je metoda, kterd vyuziva dbée nadorovych onemoéni Kinek
chemickych slogenin (cytostatik). Res vyznamné pokroky, kterych bylo ¥ibé nadot
chemoterapii dosazeno, nejsou dneSni moznostinpdiirové terapie zcela uspokojivé.
Nadorova onemoa@mi se vyznauji znanou heterogenitou a nelze tedy nalézt Zadné
univerzalni léivo, které by fungovalo proti vSem tym nadofi. Citlivost nadoi
k chemoterapii je proiznd naddorova onemoémi zna&né rozdilna. Podle toho e byt
chemoterapie roztena do &kolika kategorii(obr. 3, str. 13> 9:
kurativni chemoterapie, coz je cytostaticka t&a podavana s cilem uUplného \wdai

nadorového onemoeni. Jejim pedpokladem je vysoka citlivost daného nadoru

k chemoterapii.

-12 -
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paliativni chemoterapie kdy je nadje na vyl€eni malo pravépodobna, ale bou je
mozno zlepsit kvalitu Zivota nemocného a prodloddibu geziti.

adjuvantni chemoterapie, ktera doptuje nebo zvySuje dinnost jiné zakladni t&ebne
metody (chirurgicka kba, radioterapie). Jejim cilem je likvidace zbyt&opopulace
nadorovych buk.

neoadjuvantni chemoterapie,podani cytostatické &y pred chirurgickym vykonem

nebo ped radioterapii. ZlepSuje operabilitu natlor
1.2.1.1 Piedpoklady pro €innost chemoterapie v klinické praxi

Podstatou protinadorovéhcatidku chemoterapie je inhibice b&imé proliferace,
poipadt stimulace apoptosy. Chemoterapie upl@ svij Ucinek téngi vyhradré na
bunkach nachéazejicich se v aktivnich fazich d&&aeho cyklu. Antiproliferani &inky
chemoterapie nejsou selektivnét$ina v praxi pouzivanych cytostatikgobi na vSechny
proliferujici buiky, jak nadorové, tak i normalni, zejména krvetégrooz vyswtluje cetné
nezadouci &inky. Cilem je tyto vedlejSidinky maximalré omezit a co nejvice snizit {et
nadorovych bugk nebo je zcela odstranit. Neni to lehky Ukol, ptet nador se klinicky
projevi aZ tehdy, obsahuje-li vice neZ horek.

Vtéto dol se nast nadoru z&Ena

nemocni e nemocni

e s 7z v smetasta;uj:‘c]m = slokalizova_nYm
zpomalovat, nelb pribyva  burgk nemoenenmm \mm
// necitlivi ;gi:mﬁj‘?u \\

/' Kklécbs .
£ cytostatiky | Metodami

nachazejicich se v klidové fazi higného

Lo T FEEEE
cyklu, jejichz citlivost k chemoterapii je iﬁi}gvé.'bé e
omezena. Jednoudgbnou Krou je mozno » ., \\““’S'a“ky /yle
znicit az 99% nadorowych bek, coz ale g'“e“”é o
znamena nagklad pokles jen z 18 na 18° & e g

burgk. Sowkasre je ovSem zrieno i 99% (Qprazek 3

normalnich proliferujicich buk. Ty maji Grafickeé znézqrml'.uplatréni ch?sr)noterapie\;
vztahu k pokreilosti onemocgini
kratSi generni ¢as a mohou rychleji

regenerovat (22 — 24 h u normalnich &ynve srovnani se 150 h u knnadorovych).
Aby byla regenerace umodma, je nutno l&u vzdy na ufitou dobu gerusit. V tomto
obdobi vSak dochazi i k dogimi nadorové populace. S rostouci velikosti nadau s
pavodré homogenni klon vlivem mutaci stava heterogenniufaad, v niz gkteré klony

ztraceji citlivost k chemoteragf.
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1.2.2 Mechanismus &inku konvenénich cytostatik

Cytotoxicky &inek chemoterapeutik pouzivanych v &sné dob v onkologické
praxi Ize vysetlit nekolika hlavnimi mechanismy. Jsou ®o”:

Inhibice kli¢ovych enzymi metabolismu kterd vede k poruse biosyntézy nukleovych
kyselin s naslednou inhibici b&mého dleni. Latky pisobici timto mechanismem se
zpravidla ozn&uji jako antimetabolity (napanaloga kyseliny listové a nukleai)d

Primé poskozeni struktury nukleovych kyselin,coz ma za nasledek alteraci jejich
biologickych funkci, hlavé inhibici replikace a transkripce. Ke strukturnimoskozeni
nukleovych kyselin iize dojit napiklad alkylaci €is-platina, cyklofosfamid), interkalaci
(doxorubicin), inhibici topoisomeras (tenipoztiyozSepenim DNA (bleomycin).

Alterace mikrotubularniho proteinu . Latky poskozujici strukturu a funkci mikrotuldul
jsou rekdy nazyvany jako ,mitotické jedy”, protoze tgwcytotoxicky &inek uplatiuji
pievazie v pribéhu mitosy. Alterace mikrotubtilposkodi funkci diciho weténka, které
zaji¥uje spravnou migraci chromosénk pélam clici se buiky (kolchicin, vinkristin,
vinblastin, taxany).

Z mére castych mechanisinse uplaiuje inhibice proteosyntézy a poskozeni bufné

membrany.

1.2.3 Rezistence na cytostatika

Jednou z nejzavaZsich komplikaci chemoterapie aiwbdem jejiho selhani je
schopnost nadorovych bek odolavat dinkaim cytostatik. Maligni bu&né populace
mohou byt wéi chemoterapii rezistentni jizfip prvni I&b¢ (ptirozend rezistence)
Ziskana rezistencevznika az v pibéhu cytostatické &y, kdy se pvodrg citlivé buiky
stavaji rezistentni, atiinnost cytostatické by se sniZuje. Mechanismy vzniku rezistence
byvaji nefastji vazany na zreny farmakokinetikyci cytokinetiky bué¢né populace nebo
metabolické a funkni zmeny buiky. Zvlastnim pipadem je tzvzkiizena rezistencekdy
pii ztrag citlivosti k jednomu léku vznika s¢asré rezistence na jiné cytostatikumt'(a
strukturalié pribuznéci nikoliv). Necitlivost rekterych nadak k alternativnim léebnym
rezimam, které obsahuji nové druhy cytostatik nepouzityghivodni I&b¢, se nazyva
mnohocetnd (pleiotropni) Iékova rezistence (,Multi-Drug Rezistence®, MDR) Poprvé
byla popsana v roce 1978 na plicni bugené linii izolované z&inského ketka a na
burg¢né linii mysi leukémie P388.iPni dochazi k urychlenému vypuzovani cytostatika z

buiky. Mnohaietna Iékova rezistence je raékeha natypickou (klasickou) aatypickou.
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Typickd MDR je zafi¢cinéna membranovym glykoproteinem, ktery je produkterl
genu ®. Tento P-glykoprotein (P-gp) je ATP-dependentnimhginova pumpa, kterd
exportuje toxické latky z biky, ¢imZ snizuje jejich intracelularni koncentraci. P{ogi
do rodiny tzv. transportérovych prot&éidBC (,ATP—binding casette”). Cile &v, ktera
jsou schopna omezit rezistenci, mohou byt’boa drovni proteid, nebo na drovni
nukleovych kyselin. Mozny mechanismus inhibice MERlux“ pumpy maze byt spojen
nagiklad s tvorbou supramolekulového komplexu mezivEm a regulénim aktivnim
mistem P-glykoproteinu. &&tera analoga ellipticiinjsou inhibitory ,drug efflux* pumpy
v rezistentni my3i T-lymfoidni bitiné kultie ©. Existuje v3ak celgéada dalich protein
jejichz exprese a aktivita je proti nerezistentlinikdm zn€néna, pati sem napp MRP
(,multidrug related protein“),TAP (,transporter of antigenic peptides“h,RP (,lung
rezistant protein). Také zvySena exprese protddull, ktery je silnym inhibitorem
apoptosy, zfisobuje rezistenci. Sice neblokujeipik cytostatika do butk, ani posSkozeni
DNA, ale buiky nezanikaji a po ode#ni (inku cytostatika mohou @p proliferovat.

Rezistence k chemoterapii séspzuje téZ alteraci génmodinyp53 ©.
1.3 Biotransformace xenobiotik

Zpusob gemény a odstraovani nizkomolekularnich i vysokomolekularnich
cizorodych latek (xenobiotik), jako jsou rfafdéfiva, polutanty v Zivotnim prosdi,
karcinogeny, se uskutguje mechanismy oziavanymi jako biotransformace. Latky
lipofilniho charakteru, které prochézeji membranasei mohou v organismu kumulovat.
Nemohou byt zda vyloweny @gimo, ale musi byt neftbe greménény na polargjSi
biologicky inertni latky, ale v zavislosti na cheké struktiie daného xenobiotika a na
enzymovém systému, ktery ho v organisnfengiuje, se naopak e jednat o latky
znaneho biologického vyznamu. Mistdetoxikace dané latky tedy dochazi k jeji
aktivaci. Takovou metabolickou aktivaci vyzadugda I€iv, ale aktivovano je téz 98 %
genotoxickych kancerogérfobr. 4, str. 16)

V ZivociSnych organismech dochazi k biotransformaci xestdbive dvou fazich.
V prvni fazi, nazyvané derivatiza¢ni, dochazi ke zvySeni polarity xenobiotika
zabudovanim funinich skupin do jeho molekuly nebo k demaskovankdoith skupin
v molekule jiz gitomnych. To se ge predevSim reakcemi oxidaimi, ale i reduknimi,

Prikladem kancerogénaktivovanych redudni cestou jsou 2-nitroanis&f, 1-nitropyren
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12 1 6-nitropyren™ i aristolochové kyseling** 3. U nskterych slodenin (napiklad
estefi a amidi) se pro zvySeni polarity uphatji také hydrolytické reakc&/e druhé fazi,
konjugaéni, jsou na reaktivni funini skupiny vytvéené v derivatizéni fazi vazany malé
endogenni hydrofilni molekuly (kyselina glukuronpv@lycin, taurin, aktivni sulfat,
glutathion, cystein, aktivni acetat atd.). Timtmkem se jedt zvySi polarita pvodre
hydrofobni molekuly a usnadni se tim jeji vydeni z organismu.

| ve druhé fazi biotransformace vSakize dojit k aktivaci xenobiotika na t@xéjSi
sloweninu (obr. 4) Tak je tomu naip u konjugal s aktivnim sulfatem vznikajicich z N-
hydroxylovanych aromatickych amiin G¢inkem sulfotransferas Konjugét sulfatu
s N-hydroxyslodeninami je v kyselém prastdi m@&ovych cest nestabilni a rozpada se za

vzniku nitréniového (event. karbéniového) iontunika tedy elektrofil reagujici s DNA a

proteiny.
[ KARCINOGEN ]
Metabolicka aktivace 1. faze biotransformace Metabolicka detoxikace
Y A\ 4
[ Aktivovany karcinogen ] [ Detoxikovany karcinogen ]

+ DNA 2. faze biotransformace

v A 4

[Adukty v onkogenech a tumor] Konjugat

supresorovych genech

A 4

Mutace [ Eliminace z buriek ]

[ NADOROVY PROCES ] [ VYLOUCENIi Z ORGANISMU ]

Obrazek 4
Metabolicka aktivace a detoxikace karcinogéllfi)u

1.4 Mikrosomalni monooxygenasovy system (MFO systém)

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je soubor efizgkalizovanych na w§si
strart endoplasmatického retikul@ mitochondrii (obr. 5, str. 17) Tento systém
katalyzuje celodadu oxid&nich, oxygené&nich, pop. reduknich reakci, fcemz vyuziva

predevdim molekularni kyslik”. Je téZ7 oznmvan jako systém oxidas a oxygenas se
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smiSenou funkci (mixed function oxidases - MFO é&ygt Ma ti zakladni slozky:
flavoproteinovy enzymNADPH:cytochrom
 Cytochrome Piso P450 reduktasu(kapitola 1.4.1.)ktera slouzi
e , Citosvamebs jako ctli¢ elektronového péaru, hemthiolatovy
enzymcytochrom P450(kapitola 1.4.2.jako
terminélni oxidasu a nemé&n dulezitou

souwasti je téz biologickh membrana

Cytachrome P4s0

Membranové lipidy z@isobuji konformani

Obrézek 5 zmeény cytochromu P450 zvySujici jeho
Uspdéadani MFO systému v membggBR  afinitu k substratu, stimuluji tvorbu fuike
aktivniho  komplexu cytochrom  P450-
NADPH:cytochrom P450 reduktasajsou ,,zasobarnou“ uloZzenych subsiraytochromu
P45019,

Fakultativie mize MFO systém obsahovat takgtochrom bs (kapitola 1.4.3 a
NADH:cytochrom bs reduktasu 9.

MFO systém miZze byt lokalizovan bdi namitochondrialni membrané, jak je tomu
zejména v ke nadledvin, kde participuje na metabolismu stér@dnastnych kyselin a
nebo na v§sSi strag membrany hladkého i hrubéhendoplasmatického retikula
v organech exponovanych latkam cizorodé povahy (jdwdviny, plice, GIT, #Ze,

mozek). Zde sedastni prvni faze biotransformace xenobiotik.

1.4.1 NADPH:cytochrom P450 reduktasa

Enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasa (EC 1.6.2e})njembranoy vazany
»zluty protein®, ktery katalyzuje f@nos elektroin z NADPH na vSechny znamé formy
cytochromu P450%9. Vv daném organismu je jedna forma NADPH:cytochrorB(P4

reduktasy schopna spolupracovat s vice formamicbytonu P450. #nos elektroi byl
popsan také na cytochrom c, cytochrosyn lhem oxygenasu, ferrikyanid, elongasu
mastnych kyselin a dalsi 1atk}®. NADPH:cytochrom P450 reduktasatie byt za
urcitych okolnosti v MFO systému zastoupena NADH:clitom Iy reduktasou, které jako
donor vodiku slouzi NADH.

NADPH:cytochrom P450 reduktasg@br. 6, str. 18)ma d¥ funkéni domény,
hydrofobni N-termindini (6 kDa), kterou je zakotaew membraa ©?°, a hydrofilni
C-terminalni katalytickou doménu (72 kD&).
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C-terminalni funkni doméngobr. 6) se sklada z FMN- a FAD- vazebné strukturni
domény, ,spojovaci” struktura umésth mezi FMN- a FAD- vazebnou doménou pak
zodpovida za spravnou prostorovou orientaci obouktsirnich domén. FAD a FMN
skupiny se vzajemnnegekryvaji, jsou v kontaktu prastdnictvim 7- a 8- methylovych
skupin isoalloxazinovych kru které lezi &sre u sebe a sviraji Uhel zhruba 150feri®s
elektrori mezi flaviny je tedy patgprimy, neni zprosedkovany zbytkem aminokyseliny,
a proto je tentoi@nos rychly?.

FAD-vazebna doménaje zodpo¥dna za (nekovalentni) vazbu NADPH; pozitivn
nabité aminokyseliny (arginin, lysin) v mistazby NADPH interaguji s negatigmabitou
fosfatovou skupinou v poloze 2’ ribosy, kterou smtd koenzym |iSi od NADH, a
zpasobuji tak neobvykle vysokou selektivitu NADPH:agtwom P450 reduktasyuwi
NADPH.

Obrazek 6

C-termindlni funk éni doména NADPH:cytochrom P450 reduktasyTmaw mode je zobrazena
FMN vazebn& doména, &le mode FAD vazebna doména, virospojovaci oblast, bile FMN,
7luts FAD, ¢ervere NADPH Y

FMN-vazebna doména je zodpo¥dnd za penos elektrom na akceptorovou
molekulu (cytochrom P450, cytochrom c). Pyrimidiaostrana isoalloxazinového kruhu
FMN se nachazi blizko povrchu enzymu a je tak ghoeptorovou molekulu snadno
dostupna.

Interakce mezi NADPH:cytochrom P450 reduktasou toatyomem P450 jsou
hlavre elektrostatické povahy. Kladmabity povrch cytochromu P450 (lysiny, argininy)
interaguje se zapognnabitym povrchem NADPH:cytochrom P450 reduktasspéatat,
glutamét). Dale se upkatji také hydrofobni interakce mezi nepolarnimi ashiyselinami
(leucin, tryptofan, valin) v oblasti membranovyctontdén NADPH:cytochrom P450
reduktasy a cytochromu P458&23.
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Funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy jakdi@k elektronového paru byla
vyswtlena na zakla#l rozdilnych redoxnich potenciabbou flavinovych prosthetickych
skupin®* 23 Akceptorem elektrain (respektive atornvodiku) od NADPH je FAD, ktery
elektrony naslednpredava FMN. Za jednoelektronovou redukci akceptonoatekuly -
cytochromu P450 - je (vifpact sawi NADPH:cytochrom P450 reduktasy) zodpdmy
zcela redukovany hydrochinon FMNEbbr. 7)9.

MNADPH PdsDRED PdSDRED
FMNH __% . FMNH FMNH. FIMNH FMNH, FMNH
FAD | FADH » FapH FADH ™ pap 7‘L> FAD
e NADP* 3¢ 3¢ Paily  2¢ 2¢  PAE0, e

Obréazek 7
Schéma fenosu elektrainmezi flaviny NADPH:cytochrom P450 redukte@@

NADPH:cytochrom P450 reduktasa je vramci fylogenezlmi konzervovany
enzym, vykazujici vysokou homologii v aminokyselmosekvenci. Kupkladu lidska a
potkani forma maji sekvéni homologii 92%, fcemZz nejvice odliSnosti
v aminokyselinové sekvenci se nachazi v N-termindotvici” oblasti a naopak, FMN-
vazebna doména je u obou forem &&shodnd?”. Tento fakt ukazuje na vyznamnou roli

tohoto enzymu v fibéhu evoluce.

1.4.2 Cytochrom P450
Cytochrom P450 (EC 1.14.14.bbr. 8 je terminalni oxidasou MFO systému,

zprostedkovava vazbu molekularniho kysliku, jeho aktiva@abudovani jednoho atomu

kysliku do molekuly substratf®, piicemz druhy atom kysliku je redukovan na vodu.
Elektrony potebné k redukci dodava NADPH:cytochrom P450 redaktgsipadré
NADH:cytochrom I reduktas&™®.

Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958
objevili v jaternich mikrosomech pigment,
ktery po redukci vykazuje v komplexu
s oxidem uhelnatym absam maximum pi

450 nm ©* 3 Hemoproteinovy charakter

Obrazek 8 ﬂ tohoto pigmentu dokazali roku 1964 Omura a

. s 1)
Lidsky cytochrom P450 1A% Sato. Na zaklafl podobnosti povahy vazby
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hemu cytochrorin b a podle netypického maxima Soéretova pasu jeyalazytochromem
P450©2,

Z evolwniho hlediska je cytochrom P450 povazovan za veliaiy hemoprotein,
ktery se objevil mnohemitve nez hemoglobi®® *. Je pikladem enzymu, ktery se
vyvijel cestou divergentni evoluce. Z jediného gegtochromu P450 archaebakterii se do
souwasnosti vyvinulo ohromné mnozstvi odliSnych @drdujicich cytochromy P450
prokaryotnich i eukaryotnich organigi®. V sowasné dob je dle oficialni internetové
stranky standardizované nomenklatury cytochrom P450
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.hntmd rdmci  vS8ech Zivych organism
znamo vice nez 770@znych gefl a pseudogenpro enzymové formy cytochromu P450
B9  ztoho bylo vlidském genomu identifikovdno 57 nijea 58 pseudogén
v Sacharomyces cerevisid geny, 18 \&treptomyces coelicolpB80 vCaenorhabiditis
elegans 257 vArabidopsis thaliana, mozné trochuipkvapiw, Zadny gen pro cytochrom
P450 vEscherichia colf*”.

Systéem cytochromu P450 je v eukaryotickychnkach vazan v membrén
endoplasmatického retikula nebo mitochondrii gembtictvim transmembranového N-
terminalnihoa-helixu ©®, zatimco bakterialni cytochromy P450 jsou enzyogpustnél
pies zn&né rozdily v substratové spedifit(mohou vyuZivat substraty vrozmezi
molekulovych hmotnosti od ethyleni 28) az po cyklosporin AMr 1201) ®9) a
struktue, vSechny obsahuji konzervované sekvence obldsizkosti vazebného mista
pro hem.

Porfyrinovy skelet (protoporfyrin 1X) je v proteiné molekule enzymu vézan
hydrofobnimi silami a zarowe prostednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny
cysteinu pitomné v aktivnim centru enzymu, ktera je proxinm@ln(patym) ligandem
zeleza v hemu'®. Nejedna se tedy o klasicky cytochrom (protopamfytX vazan
prostednictvim imidazolového zbytku histidinu), ale hemthiolatovy protein. Toto
uspdadani umo#iuje vyjimané chovani &hto hemoprotein a odliSuje je od
hemoproteif ostatnich. Sestym ligandem je atom kysliku mohekaidy “°.

Prvni model struktury molekuly cytochromu P450 (ke P45@&am) byl ziskan
na zaklad vyzkumu monooxygenasového systému bakteseudomonas putid& v roce
1987“Y. V dnesni dobje jiz znamo vice nez 18 krystalovych strukturocytromis P450
bakterii? a rekolik struktur sa¥ich cytochroni P450. Nafiklad lidské formy CYP1A2
43 cyp2a6™, cyp2cg”?, cypP2co“® #), cyP2D6"®, CYP3A419 %9,
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1.4.2.1 Spinové formy cytochromu P450

Cytochromy P450 dikyipchodnému charakteru hemového Zeleza existuji va dv
spinovych formact?®:

Vysokospinovaforma vznika v gfipadt, Ze ion Zeleza je v pentakoordinovanstavu a
vSechny jeho valagmi elektrony jsou nesparované (spin 5/2). lon Zejez,vytahovan*
thiolatovou skupinou nad rovinu porfyrinového skeléobr. 9) Tato forma vykazuje
maximum Soéretova pasti 390 nm.

Nizkospinova forma (spin 1/2) je charakteristickd maximem absorbtie4ft8 nm. lon
Zeleza je hexakoordinovan, hemové Zelezo tedyagtge jest s jednim ligandem (n&p
s -OH, -COOH nebo -Njiskupinou postrannidietszci aminokyselin apoproteint® ¢i
atomem kysliku z molekuly vod{?® ®¥ a nachazi se pak prakticky v roifruhu
protoporfyrinu 1X(obr. 9)

Pontr forem je zavisly na izoforth cytochromu P450, pro ét8inu molekul
cytochromu P450 ale plati, Ze jsou v nizkospinowtavu. Jejich pogr se znané meni

pii vazbs substratu do vazebného mista, kdy dochazi kdeptiaSestého ligandu a datu

obsahu vysokospinové formy. V absémpm spektru se ukaze rdt absorbance ip

390 nm a poklesip418 nm - tzv.,substratové spektrum”. Sestym ligandem Zeleza se

vSak mize stat i samotny substrd@i fepremeénovana latka vazajici se do aktivniho centra

enzymu), pak registrujeme pokles absorbarfc@¥0 nm a narst pi 418 az 460 nm (dle

heteroatomu), tedy takzvagéandové spektrum” ©.

a) b
) HxO/H
\ §|7
|:|e Fe
\Cys \Cys
Obrazek 9

Struktura hemu cytochromu P458, vysokospinova forméa), nizkospinova forméb)

1.4.2.2 Enzymoveé funkce cytochromu P450

Oxidasové funkce -aktivace biatomické molekuly kysliku pro édivé reakce. Spontanni
reakce organickych molekul s atmosférickym kyslikgsou spino¥ zakazané.

V aerobnich organismech se proto nachfmla proteid nesoucich prosthetickou
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skupinu s kovem nebo flavinem, s jejichz pomociujsschopny oxidéni potencial
kysliku vyuzit®?.

Oxygenasova aktivita -zabudovani kysliku do molekuly malo reaktivniho sttditu.

Redukéni reakce - elektrony poskytnuté NADPH:cytochrom P450 redukiasoohou
redukovat pimo substrat a nejsou vyuzity k aktivaci molekuygliku. K tomu dochazi,
pokud je hydrofobni substrat zardvdobrym ligandem Zeleza porfyrinového skeletu, a
je tedy vazan jako Sesty ligand misto kysliku. demiechanismus je popsam vitro a
existuji i nepimé dikazy pro jeho pibeh in viva

Peroxidasova aktivita -misto kysliku je druhym substratem organicky petq@*OOH)
nebo peroxid vodik{?. Pro piibsh reakce neni pt#ba NADPH jako zdroj elektrdin
®49_ Produktem reakce je stejjako g klasickém mechanismu hydroxylovany substrat
(ROH):

RH + R*OOH — ROH + R*OH

Produkce H,O, a aktivnich forem kysliku - ktomuto jevu dochazi tehdy, kdyz MFO
systém interaguje s latkou, kterd se olitihydroxyluje (je pouze hydrofobni, tio
komplex s enzymem, al€éZko se do ni zabudovava kyslik). Ptbbe oxidasovéa faze
funkce cytochromu P450 (aktivuje se molekula kyslikale uz neprathne faze

oxygenasova.

1.4.2.2.1 Realkéni mechanismus monooxygenasoveé reakce

vLvtN 7

kterd zahrnuje aktivaci molekularniho kysliku a wddvani jednoho atomu do molekuly
substratu  Aktivace kysliku je umozma dwma elektrony pochézejicimi
z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, ale donorem dmahé&lektronu mze byt i
cytochrom  reduktasd®®. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Obecnibgh
monooxygenasové reakce katalyzované cytochromer® R45vyjadit sumarni rovnici
(kde RH je substrat a ROH hydroxylovany produkkoes:

RH + O, + NAD(P)H + H* — ROH + H,O + NADP*

Reakni cyklus cytochrom P450 probiha uspadanym mechanismem a sestava se
pravdpodobré z osmi kroki. Schematicky je znaza#n naobrazku 10, str. 23
V klidovém stavu je hemové Zelezo ve ferri férgire") a je hexakoordinovan@).

Po vniknuti substratu (RH) do aktivniho mista dac¢havytlateni Sestého ligandu Zeleza,
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které #Zistane pentakoordinované, a zaipveastane konforntai zmina v molekule
enzymu(ll) . Vazbou substratu je umaira jednoelektronova redukce cytochromu P450
interakci s NADPH:CYP reduktasodimZz se hemové Zelezo redukuje na ferro formu
(Fell) a Zistava pentakoordinovano.

Tato forma enzymu je pak

schopna vazat molekularni kyslik L
nebo jiné ligandy (lll) . 2‘17‘111
Navazanim molekularniho . ™

HaZ

kysliku se dale tvd ternarni

2H

ferri-superoxidovy komplex, kde .

. . | ez R

e Zelezo opt hexakoordinované. ' N ,

Tento nepilisS stabilni komplex je © e o _27

dale redukovan NADPH:CYP ope “ore
Obrazek 10

reduktasou nebc

Reakeéni cyklus cytochromu P450%9 naznaena je
NADH:cytochrom l reduktasou, peroxidasova aktivita a tvorba komplexuoxddem

oL o o _ uhelnatym
¢imz dochazi k aktivaci kysliku.

na peroxidovy anioflV) . Vazba kysliku na formu (lll) iZe byt inhibovana vitomnosti
oxidu uhelnatého, ktery tvb ternarni ferrokomplex cytochrom P450-CO-R§Y).
Komplex cytochromu P450 s biatomickou molekuloulikygspo druhé redukci je jiz zcela
aktivovanou formou cytochromu P450, ve které dothk&zeterolytickému gpeni vazby
0-0, picemz jeden atom kysliku je redukovartijjpe dva protony a dojde k uvani
vody (VI), zatimco druhy #stane vazadn na Fe hemu a vznikd tak ferrioxenowgphkex
(VII) . Ten je stabilizovan mesomernim posunem elekteotiiolatové siry na kyslik.

Takto vznikly reaktivni kyslikovy radikéal je schep vytrhnout vodikovy atom
z molekuly vhodného substratu za vzniku radikalbsstu a hydroxyloveho radikalu
vazaného na Fe hemu. Dochazi k rekombinaci radikal uvolrni hydroxyderivatu
substratu (ROH) z enzymu. Obnovuije se nativni focgtachromu P456°.

1.4.2.3 Nomenklatura cytochroma P450

Cytochromy P450 se vyskytuji uaznych formach (isoenzymech, izoforméach), které
jsou tfazeny do genetickych rodin a podrodin podle mirynblogie jejich priméarni

struktury. Rodiny cytochroin P450 jsou ozr@vany prvniméislem za zkratkou CYP,
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nasleduje velké pismeno ozpici podrodinu®®. Jednotlivé isoenzymy jsou pakiany
¢islem za pismenem podrodiny.

Do stejné rodiny nalezi cytochromy P450, u kterfagha nalezena vice nez 40%
homologie aminokyselinové sekvence jejich praigido stejné podrodiny pak ty, které
vykazuji homologii vice nez 55%". Soutasna nomenklatura byla navrzena Nebertem  a
spolupracovniky*®.

U c¢lovéka byly dosud nalezené formy cytochrivf450 rozdleny do 18 rodin a 44
podrodin “* 9. Metabolismu I8iv, respektive xenobiotik, se ¢éstni pedevsim
cytochromy P450 p#ti pouze doif z tchto rodin:CYP1, CYP2 a CYP3(v mensi niie
téZ rodina CYP4). Ostatni rodiny participuji hldvna metabolismu mastnych kyselin,
kyseliny arachidonové, biosyntéze stetpidholesterolusi Zlutovych kyselin apod®?.
Rozdtleni lidskych cytochron P450 dle pevazujiciho typu substratu je uvedeno
v tabulce 1 Mezi 200 nejvice if@depisovanymi léky v USA, je jich naprostétSma
metabolizovana v jatrech cytochromy P45@lenové rodiny CYP3A fispivaji
k metabolismu Il&v nejvice, asi 37%, nasleduje CYP2C9 (17%), CYP2(16%),
CYP2C19 (10%), CYP1A2 (10%) a CYP2C8 (6%). CYP2B&I izoformy (CYP2A6 a
CYP2E1) se podileji na metabolismu asi 4% a 28iv 1€%. Nazori je ve zobrazeno

naobrazku 11

Tabulka 1
Rozdleni lidskych CYP dle fevaZujiciho typu substraft
Steroly 1B1, 7A1, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1, 39A1, 46A1, 51A1
Xenobiotika 1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 3A4, 3A5,
Mastné 2]2,4A11, 4B1, 4F12
Eikosanoidy 4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8A1
Vitaminy 2R1, 24A1, 26A1, 26B1, 26C1, 27B1
Neznamé 2A7,281,2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22, 4V2, 4X1, 471, 20A1, 27C1
Frimary Peincipal P450 Invoived in
gliminaticn routa hepatic pathway the metabolam
10 i 7
o o — Obrazek 11
TE 4 3 Cesty eliminace pro 200 nejvi
& sl piedepisovanych lékv USA podle RxLis
(http:Amwwrxlist.com, duben 2008}
20+
n«d S ...
I Hepatic CFasn S
I Renal I her Frassa | s [
== Linknown Ckdamly Phasa Il B IOE
I Linknawn =319
/az
T
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1.4.2.4 Variabilita v aktivit € cytochromia P450

Hlavni zdroje vyvolavajici interindividualni variditu v aktivitach cytochrom P450
pochazeji z nasSeho Zivotniho ptesti, zahrnuji zejména inhibici nebo indukci cytashit
riznymi xenobiotiky®®?. Dale to jsou biologické faktory jako nappohlavi®®, vk,
hormonalni rovnovaha, zdravotni stav jedince (h&df diabetes, obezita, vysoky tlak,

(68)

infekce a zaety)®® ©7 a cirkadialni rytmy®®. Nemér vyznamny je také geneticky

polymorfismus v genech pro cytochromy P450 nehboljegegulatorech.

1.4.2.4.1 Geneticky polymorfismus cytochra@nP450

Vrozené zminy DNA v koédujici ¢i regulani ¢asti genu mohou veést k absenci
n¢které formy cytochromu P450, ke #m¢ inducibility nebo k tvor® formy s pozminénou
katalytickou aktivitod®?. Vyskytuje-li se takova ziéma u vice ne? 3% populace, heivoe
0 genetickém polymorfismu cytochromu P450. U {géwdujicich cytochromy P450
s klicovou fyziologickou funkci rize mit vyskyt defektni alely katastrofické nasledky
geni pro enzymy pemeénujici xenobiotika nemiva variabilita aleliimé patologické
dusledky, avSak rive zmisobit zvySeni citlivosti & Skodlivym &inkam nekterych
xenobiotikci 1éCiv.

NejvyznamujSi variabilita vyplyvajici z genetického polymanfinu byla pozorovana
u forem CYP2D6 a CYP2C19, dale pak u forem 1A1, 1281, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A%Y.
Aktualizované informace o alelach lidskych cytoahéioP450 jsou uvedeny na internetové
strancehttp://www.imm.ki.se/cypalleles

Jednotlivcei mohou byt podle fenotypu reékhi do ¢ty skupin: napomalé
metabolisatory, ktei maji dw nefunkni alely daného genustiredné rychlé
metabolisatory, ktefi maji nefunkni pouze jednu alelu genuychlé metabolisatory,
kteri maji dw kopie normalniho genu, @trarychlé metabolisatory, ktefi maji ti a vice
kopif normalniho genu™ ™. S polymorfismy cytochrofn P450 jsou nejvice davany do

souvislosti nadory prostaf{? 2, prsu*, plic a GIT""" 3,

1.4.2.4.2 Regulace hladiny cytochromP450 indukci enzymu

Rada cytochrorin P450 pai mezi inducibilni enzymy. Regulace exprese cytoutir
P450 jefizena ®kolika systémy. Jedna se o regulaci exprese navgemmvni, zahrnujici
funkci specifickych receptér rychlost gepisu DNA do RNAGi stabilizaci syntetizované

MRNA, a dale o posttransiai regulaci zaloZzenoutr@devSim na stabilizaci molekuly
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proteinu daného cytochromu P450.0zZRé mechanismy uplatjici se @i indukci
cytochromii P450 xenobiotiky spolu ilady forem, u kterych se dany mechanismus
uplatiuje, jsou uvedeny tabulce 2.

Tabulka 2
Mechanismy indukce cytochroma P45Q U indukce zfisobené zvySenim transkripce ditgho

genu je uveden také induktorem vyuzivany intraéehjlreceptoffel'ﬁ‘».
Mechanismus indukce Formy CYP takto indukované

Zvyseni transkripce genu

~cytoplazmaticky receptor - AhR CYPIAIL, 1A2, 1B1
-jaderny receptor -CAR CYP2AG6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19
-PXR, SXR CYP3A4, 3A5
- PPAR CYP4A11
Zvyseni rychlosti transkripce CYP1A2
Stabilizace mRNA CYP1A1, 2E1, 3A4
Stabilizace enzymu CYP2FE1

1.4.2.4.2.1 Regulace exprese cytochromu P450 pomoci intracelukdch receptori

Cytochromy P450 genovych rodin 1-4 jsou z hlediskatabolismu xenobiotik
nejdilezit¢jSi. Jejich geny jsou transkipe aktivovany cizorodymi latkami
prostednictvim mechanistnzavislych na receptorech.

Receptor oznmvany jako AhR (,aryl hydrocarbon receptor’) pat mezi
cytosolarni receptory. Jedna se o transkiigiaktor participujici na indukci CYP1A1,
CYP1A2 a CYP1B1 a daleckterych enzym druhé faze biotransformace (glutathion S-
transferasa a UDP-glukuronosyltransferasa). AN& sev cytoplasné vazi chaperonové
molekuly, které jej udrzuji v konformaci schopnézat ligand. Po vazb molekuly
xenobiotika (ligandu) a disociaci chaperonovych ekal prechaziAhR do jadra, kde tvid
sAmt (,AhR-nuclear translocator‘heterodimerni transkripi faktor schopny interakce
s XRE (,xenobiotic responsive element“)oblasti enhanceru. Funkce promotoru genu pro
CYP1A1 je pod kontrolou tohoto enhancétdl. Typickymi ligandy AhR jsou planarmni,
aromatické, hydrofobni latky (polycyklické arométic uhlovodiky, slozky tabakového
koure, B-naftoflavon B-NF) a dalsf’.

Mezi jaderné receptory regulujici expresi cytochudp#50 pat CAR (,constitutive

androstane receptor”), indukujici CYP2B6, CYP2C&,PRC9, CYP2A6. Xenobiotika
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interagujici stimto receptorem jsou hapfenobarbital (PB), rifampicin (RIF),
cyklofosfamid aj. DalSim jadernym receptorem RXR (,pregnane X receptor®) pro
Zivocisné systémy a jeho lidsky homolog, rece@R (,steroid xenobiotic receptor®).
Mezi enzymy indukované prdstinictvim &chto receptar pati CYP3A4 a CYP3A5 a
interagujicimi latkami jsou naiklad pregnenolon-i6karbonitrii (PCN), RIF, PB a
dexametason. Indukce rodiny cytochromu P450 4Apestedkovana progednictvim

dalsiho jaderného receptdPPAR (,peroxisome proliferator-activated receptdf? 3.

1.4.2.4.3 Regulace cytochrom P450 fosforylaci
Regulace cytochrotn P450 fosforylaci byla poprvé popsana jiz v roc&3.8°.

Nejcastji je katalyzovana proteinkinasou C nebo cAMP defsemini proteinkinasou &Y.
Rizné izoformy cytochroifh vyZaduji odliSné kinasy. K fosforylaci dochazi ereju
purifikovanych cytochromn P450, ale row¥ jsou-li pitomny v rekonstituovaném
systému, ficemz ostatni slozky (NADPH:cytochrom P450 reduktaytgchrom k) jsou
fosforylovany jen zanedbatelf?. | ve vice komplexnich soustavéch, jako jsouiiidad
neporudené hepatocyf7 2 nebo Zivé organism§?, byla fosforylace cytochroinP450
potvrzena.

Fosforylace ovliviuje cytochromy P450 zékolika hledisek. Jednak e vést ke
zmeng jejich aktivity ®9. Snizeni aktivity fosforylaci je vysttovano tim, Ze misto
fosforylace ¥tSiny cytochroni P450 lezi v blizkosti, nebo se dokorésté&né prekryva,

s oblasti vazby NADPH:cytochrom P450 reduktasy &dayomu l tedy proteir
nezbytnych pro jejich funkéfe-89.

Dale ma fosforylace vliv na baénou lokalizaci cytochroith P450. Fosforylaci je
aktivovan signal na N-konci cytochr@nmP450, kterym jsou fiednostd smerovany do
mitochondrii misto do endoplasmatického retikurdzgjie se jejich afinita k SRP (,signal
recognition particle”) a naopak je posilena afikitwmanslok&nim proteirim mitochondrii
(TOMA40, TIM44) 99,

U nekterych izoforem cytochrotn P450 vede fosforylace ke stimulaci jejich
degradace (CYP2EY, cYP3A6©Y).

Fosforylaci je patiovlivnéna i indukce cytochrolmP450 pes Ah receptor. Ten je
fosforylaci aktivovan, dochazi k jehdgsunu z cytosolu do jadra, ale jiz nedimerizuje
s Arnt jak je tomu p interakci Ah receptoru s jinymi ligandy. Dochdzdy k represi

promotoru®?.
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1.4.3 Cytochrom bs

Cytochrom bje membrano¥ vazany hemoprotein s molekulovou hmotnosti kolem

17 000 Da, ktery je schopeitemosu elektroin®?. Je evoldng velmi stary a vyskytuje se
jak v Zivosisné a rostlinnéisi, tak i v houback®. Pavodni gen pro cytochromsprodsial
béhem evoluce v eukaryontech jednu nebo vice dugligadslednou furiki divergenci
®9  Jeho priméarni struktura je velmi konzervovan&v@ace cytosolické, hem-vazajici
domeény je uidznych druli savd@ z vice nez 80% identicka, kdezto C-terminalni kone
vykazuje mnohematsi heterogenit” %9.

U savd se cytochrom pvyskytuje ve itech izoformach lokalizovanych vwzanych
burg¢nych kompartmentech, v endoplasmatickém retikulitpechondriich a erytrocytech
®9  Mikrosomalni a mitochondrialni formy jsou vazanynembras a jedna se o produkt
dvou fiznych ged ©° % Cytochrom b piitomny véervenych krvinkach je protein
rozpustny a vznika pra¥godobré posttransléni proteolysou z endoplasmatické formy.
Zajimavé je, Ze translace mikrosomalniho cytochrobsu probihd na ribosomech
v cytoplasng, tedy nezavisle na ,signal recognition particle“aa poté je vkladan do
membrany endoplasmatického retikula na zaklswmirovaciho signalu, ktery se nachazi

na C-konci protein{f°*1%3.
1.4.3.1 Fyziologické funkce cytochromu fg

O fyziologickych funkcich mitochondrialniho cytaomu ky je toho v sotiasnosti
znamo jen velmi mélo. NejspiSe slouzi jako aktivatedrogeneze v Leydigovych iikéch
potkari °?. Erytrocytarni cytochrom sbma hlavni vyznam ip redukci nefunkniho
methemoglobinu (F&') zpst na funkni, kyslik vazajici, hemoglobin (F§ @9,
V endoplasmatickém retikulu je cytochrom zahrnut v mnohaienych @jich. Podili se
nagiklad na desaturaci mastnych kyselff?® %7 biosyntéze cholesterold®® a
plasmalogetr > 19 stejre tak jako na rozéinych hydroxylgnich reakcich
katalyzovanych systémem oxidaz se smisenou fuffiti Cytochrom b mize obdrzet
elektron jak od NADH: cytochromsbreduktasy***™**?, tak i od NADPH: cytochrom P450

reduktasy*'* ¥ a predavat ho cytochroéim P450 nebo jinym enzyim.
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1.4.3.2 Mechanismy pisobeni cytochromu B

Piasobeni cytochromu sbv ramci MFO systému neni stale zcela objagn Na
n¢které reakce katalyzované cytochromy P45@Zenpisobit cytochrom b stimulang,
zatimco na jiné spiSe inhdok, nebo jeho vliv neni pozorovanilvec. Jeho efekt zavisi
nejenom na pouzitém cytochromu P450, ale i na githisteakce a experimentélnich
podminkach. Mechanismus, jak cytochrom fmatZze ovliviiovat reakce katalyzované
cytochromy P450, je vystlovan&tyimi odlisnymi zgisoby®?:

1. Prvni gedpokladany mechanismus zahrnujgny pienos elektronu z cytochromy b
do monooxygenasového katalytického cyklu. V mongexasoveé reakci cytochram
P450 se zda byt rychlost reakce limitovarfgeim druhého elektron(t!®, ktery je
tieba k tvork aktivovaného molekularniho kysliku navazaného ytaahirom P450.
Pokud neni druhy elektron d@en dostaténé rychle, dochazi k rozpadu komplexu IV
na obrazku 10, str. 23 uvohuje se superoxidovy anionradikal misto oxidovaného
substratu.

2. DalSi moznou variantou tohoto mechanismuiedpoklad, Ze se cytochrorg lbhova
jako pozitivni modifikator monooxygenas tak, ZeZzsig cetnost rozpojeni komplexu
se superoxidovym anionradikalemieB cytochrom $muze druhy elektron rychleji
vstoupit do monooxygenasové reaké® 7 B coz zabrani rozpadu komplexu
superoxidoveho aniontu. Vytiiose tak aktivovany kyslik, ktery reaguje se su#tistn
a tvai se produkt.

3. Tieti mechanismus je vysiovan tvorbou komplexu mezi cytochromem P450 a
cytochromem g ktery je schopenigmout v jediném reatnim kroku dva elektrony od
NADPH:CYP reduktasy. Jednim se redukuje CYP a druliy ®@. Normalré by
cytochrom P450 musel préidt dw oddlené interakce s reduktasou, aby byl dalem
jediny katalyticky cyklus. Je-li td@n navrhovany komplex cytochromu P450
s cytochromemd) st&i pouze jedina interakce s reduktasou, jelikoz dreddukeni
ekvivalent je posléze cytochromu P450 poskytnutikedanym cytochromemspcoz
by zvySovalo rychlost tvorby aktivovaného kyslikwstragnim dvoji interakce
s reduktasou.

4. Ctvrty mechanismusipdpoklada, Ze cytochroms blouzi jako efektor bez oxidas-
redulkéni role v monooxygenasové reakci. To by potvrzovatimulaci rekterych

cytochromii P450 nejen cytochromenty,bale i cytochromem gopostradajicim hem
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(apo-cytochrom & @1 29 Cytochrom v takovém pipads pravdspodobré posiluje
rozklad oxygenovaného hemoproteinu na produkty nebmadni tok elektrdnpies

systém nejspiSe zmou jeho konformace.
1.4.3.3 Struktura cytochromu b

Cytochrom I je tvaen Sestio-helixy a @ti p-skladanymi listy usp@danymi do
dvou domeén:vétSi N-terminalni hydrofilni globularni doména obsahujici hemCa
terminélni hydrofobnic¢ast slouzici k ukotveni cytochromyg\bmembrag. Obé domény
jsou spojeny flexibilnim Gsekewtitajicim asi 15 aminokyselin, bohatym na prolinnfce
Jlinker* poskytuje domé#é s hemem dostateou pohyblivost k vazb na izné redoxni
partnery, zatimco proteinagtava vazany v membré&nBylo zjiS€no, Ze pro spravnou
interakci je nutny spojovaci Gisek maji¢i pejmensim 7 aminokyselfté?.

Struktura solubilni domény potkaniho cytochromggebzndzortna naobrazku 12
V molekule holoproteinu tud tato doména dv
hydrofobni jadra™*?** obr. 12: vétsi, funkeni jadro
kolem hemu (,core 1), hemové Zelezo |je
koordinovano postranninietzci dvou histidi (His
39, His 63), jako patého a Sestého ligandu, coz
zabrauje jeho pimé interakci s molekularnim

kyslikem®®. Mensi jadro (,core 2“) je od hemu vice

vzdalené a ma pouze strukturni funkci. Neni-li hem
v molekule pitomen (apo-forma), je struktura
Obrazek 12 . , (126 L. .
Struktura  solubilni  domér  Proteinu meéan stabilni ¥, Dochazi k rozvoléni
potkaniho ~ cytochromu b gtryktury jadra 1422, které se mni na smyku se
Hydrofobni jaddra 1 a 2 jso

naznaena krouzk 1?9 42 zbytky AMK, v roztoku znéné neuspeéadanou,
kdeZto jadro 2 je zachovandiidi-li se k apo-proteinu kofaktor (hem), indukugeagEtné
sbaleni jadra £22.

Interakce cytochromusbs cytochromy P450 a reduktasou jsou zpentitovany
shlukem kyselych aminokyselin umisych na povrchu proteinu a v blizkosti hemu. Tato
skute&nost poukazuje na fakt, ze ktvertkomplexi s cytochromem $jsou vyuzity
elektrostatické sil{f® 12" 1%

Presna topologie C-koncové kotvy také neni zcela ged&né znama. Jako

nejpravépodobrjSi se jevi d¢ konformace(obr. 13, str. 31) prvni, kde hydrofobni
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doména ve form jednoduchéhax helixu protina lipidovou
dvojvrstvu, takZe je situovan do lumen endoplasrkéaho
retikula ®** 9 anebo mZe proteinova kotva vytvét
vlasenkovou strukturu s C-koncem vystavenym do

(97, 129, 13}

cytoplasmy Sowasné dkazy stédle vice

uprednosiiuji prvni ze zmiovanych moznosti.

Struktura celého cytochromu sb (tedy i
Obrazek 13
Dvé mozné  orientac

membranove kotvy cytsb data byla ziskana jen se zkracenou variantou pratdide

s membranovou kotvou) nebyla zatimie§ena. Difraéni

byla membranova kotva odpena. Ta je vSak utezitd pro pldgni nekterych jeho
biologickych funkci**. Rozpustna forma cytochromu; e sice schopna interagovat

s rekterymi partnery (cytochrom ¢§> 2 nicmérs neni schopna vazby na cytochromy

P450, neriiZe jim tedy ani poskytovat elektrony pro redu®& 33,
1.5 Ellipticin s
I
T . . 10 11 1
Ellipticin (5, 11-dimethyl-61-pyrido[4, 3-b] N Z AN
karbazol,obr. 14 a rekteré jeho derivaty jsou ! ‘ z
alkaloidy izolované z rostlideledi Apocyanaceae 7 H T 4
(Ochrosia  elliptica, Ochrosia  borbonica, ) 6 CH
Obrazek 14 133

Excavatia coccinga vykazujici vyznamnou Struktura ellipticinu

protinadorovou aktivitu*****%. Byla zjistna i

jejich anti-HIV aktivita. Zkoumano je proto i pouiiellipticinu pfi inhibici reversni
transkriptasyti integrasy® " ¥ v ramci 1&by AIDS. Ellipticin byl poprvé izolovan
v roce 1959 z ligt Ochrosia elliptica Labil(**9.

Ellipticin samotny a jeho polaési derivaty 9-hydroxyellipticin a 2-methyl-9-
hydroxyellipticin jsou ve forms acetatu™? uzivany jiz od 70. let (zvlaStve Francii)
zejména k&b pokraiilého karcinomu prsu s kostnimi  metastasemi, akutni
myeloblastické leukémie, sarkénedvin a karcinomu &titné 2142y *** *%. vyhodou
ellipticinu je jednak jeho vysokaciinnost proti nadorovym onemasmim, a také jeho
nizké vedlejSi &inky, které se projevuji asi uetiny pacieni jen jako nevolnosti
zvraceni®™®?. Nefrotoxicita, ktera je svym mechanismem vzniladgbnacis-plating je
spise vzacnd*?. Dalsi vedlejsi toxickédinky ellipticinu jsou minimalni. Hematologicka
toxicita je dokonce prakticky nuloy&> 4.
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1.5.1 Farmakokinetika ellipticinu

Ellipticin uzivany v Kklinické praxi je pacieith podavan intravendzrv denni davce 80
mg/nt, tj. asi 2,13 mg/kg, po dobuitdni. Polasas ellipticinu v organismu se pohybuje
v rozmezi 8 - 51 hodin v zavislosti na pacientovi.

Chadwick se spolupracovniky v sedmdesatych letechovedl rozsahlou
farmakokinetickou studii ellipticinu s vyuZzitim niy$otkari, pdi a opic jako modelovych
organisnt. Ellipticin byl zviratim podavan intravendznv davce 6 mg na 1 kg hmotnosti
experimentainiho ziéte (vyjimkou byly opice: 3 mg /k§f*”.

Touto studii bylo zji®ho, Ze ellipticin je rychle, ale nerovnémg distribuovan do
raiznych orgadfh vcetrt mozku, hematoencefalickou bariériefpnava bd diky své
hydrofobicig na zaklad pasivni difizegi vyuziva dosud neznamych aktivnich transportnich
proces ““8. Rychlost eliminace ellipticinu z krve, organovgtiibuce i exkrece jsou zavislé na
druhu organismu, kterému by ellipticin pod4f.

Z t¢la je ellipticin eliminovan zejména fekélnz 16 % pak renalni cestou. Ellipticin je
slaba baze (pK = 5,8), v kyseléem pH gastrointdsiina@ traktu je ionizovan a neie byt
resorbovan hikami stevni sliznice, takto se vyloupriblizné 15% z celkové davky ééva. Po
24 hodinach dochazi u vSech sledovanych biologickirahi k prakticky Gplnému vylateni
ellipticinu z organismu, ve tkanich se vyskytuji jeetabolity ve velice nizké koncentr&e?.

1.5.2 Mechanismy &inku ellipticinu

Protinadoroveé fisobeni ellipticinu je vysstlovano rekolika mechanismy:

Interkalace do dvousroubovicové struktury DNA 49193 ktera vyplyva z velikosti a
tvaru molekuly ellipticinu. Interkalace ellipticinje zpisobena slabymi reverzibilnimi
interakcemi mezi sparovanymi bazemi molekuly D). Vzajemné psobeni mezi
methylovou skupinou ellipticinu a thyminem v intal&nim mist je urujici pro
orientaci této slogeniny v DNA®®. Diky své fluorescenci je ellipticin pouzivan k¢a
modelova interkakni sloweninal*>? %3,

Inhibice topoisomerasy II. Ellipticin interaguje bd& s molekulou DNA nebo s proteinem
topoisomerasy Il za tvorby ternarniho komplexurkie katalyticky neaktivni a vede ke
stimulaci tvorbyketszovych zloni v DNA #%% 159,

Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53™® ™7, ktera je pravépodobr zpisobena
inhibici specifické cyklin-dependentni kinasy. Nahadni defosforylovaného proteinu p53

muiZe vyustit v indukci apoptosy.
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Inhibice oxida¢ni fosforylace. Interakce ellipticinu a gkterych jeho derivét s vnitni
mitochondrialni membranou vede k inhibici elektregtmo transportu (na Urovni cytochrom ¢

oxidasy) a k poruseni oxidtai fosforylace™® **?

, jez vede ke drastickému sniZeni obsahu ATP
v buikach, co? resultuje v jejich zarik2.

Inhibice telomerasy 9 ktera byla v&ak zatim prokézana pouze \&tmych kulturach,
nikoli in vivo®®?,

VSechny vySe zmiimé mechanismydinku jsou zaloZzeny zejména na nespecifickém
pusobeni ellipticii, coz je v rozporu s jejich paim¢ Uzkou specifitou &inku Vaci
uréitym typam neoplasie. Velmi wezitym aspektem pozorovanynti perapii ellipticiny
byla navic individualni variabilita v odpédi pacienti na podané tévo, coz by mohlo byt
zpiasobeno odliSnou vybavou enzymy participujicimi retabolické aktivaci ellipticinu na
derivaty terapeuticky jeStvice &inné %2, Biotransformace a metabolicka aktivace
ellipticinu (kap. 1.5.3)e proto gedmétem vyzkumu na katéd biochemie HF UK.

Poddilo se odhalit novy mechanismusigobeni tohoto I#va, kterym jetvorba
kovalentnich adukti s DNA. Ellipticin je v piibéhu metabolismu v organismu aktivovan
na farmakologicky &nngjsi metabolity, které se kovalegtwazi na DNA®2189 maze
tedy pisobit jako alkyl&ni ¢inidlo. Tento mechanismus by mohl vyfievat jeho vysokou
acinnost v protinadorové terapii, jelikoZz cytostatikavalent® modifikujici DNA jsou

jedrémi z nejsilrgjSich protinadorovych agens.

1.5.3 Biotransformace ellipticinu

Hlavnim mistem biotransformace ellipticinu jsougakde je ellipticin femgnovan na pt

metabolifi (obr. 15) Majoritreé vznikd 9-hydroxyellipticin, ktery je déle konjugav na

glukuronét nebo sulfat a vyléen Zlugi 47167

O NN C ANY O
N N
= CYPlAl/2 e CYP3A4 O
CYP1A1/2 Z
CH,OH
7-OH- Elllptlcme EII|pt|C|ne \9 13-OH- E|||2pt|cme - P _2.
CYP3A4 Cko? e
CYP2D6 CH,0H B CH; T
O O O s/ O SN | — 4G adduct 2

Polonowski CH, CH3
9-OH-Ellipticine H
M1

— dG adduct 1

rearrangement 12-OH-Ellipticine
CH, M2 P Ellipticine-12-ylium

N(2)-oxide of Ellipticine
M5

Obrazek 15
Metabolismus ellipticinu lidskymi cytochronR/450(166)
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Metabolity  9-hydroxyellipticin,  12-hydroxyelliptia,  13-hydroxyellipticin,
7-hydroxyellipticin aN*-oxid ellipticinu jsou tvéeny nejen lidskymi jaternimi mikrosomy,
ale rovrez i mikrosomy modelovych organisnjpotkan a kralik).

Ellipticin je aktivovan oxidanimi reakcemi, katalyzovanymi &wa typy hemovych
enzymi: cytochromy P453% 164 165 1885 peroxidasamf®®. Oba typy enzyrin jsou
exprimovany i v cilovych nadorovych tkanich, priidez 1&hbu je ellipticin pouZivart’™™
173 nekteré dokonce v mnoZstvi vys$im neZ ve tkani zdravé

Oxidace ellipticinu peroxidasami probiha jako jeeliefitronova oxidace. Majoritnim
produktem je dimer ellipticinu. Bvmolekuly ellipticinu se vaZi prastdnictvim atomu R
pyrrolového kruhu a C9 atomu druhé ellipticinovéuktury. Minoritnim produktem

oxidace je ellipticinN®oxid (6% 173175

1.5.4 Tvorba adukti ellipticinu s DNA

V pribéhu biotransformace ellipticinu vznikaji metabolgghopné kovalentni vazby

s DNA. Tento fakt byl potvrzen pomoci dvou nezaxibl metod, pouzitim®H]ellipticinu
a 3P-postlabelingy!’®. Detekovany byly minimathdva adukty ellipticinu s DNA, které
vznikaly ve vSech testovanych systéméthitro *®? (obr. 16) Majoritni adukt (adukt 1,
obr. 16, jehoz vznik je zavisly naiffomnosti aktivénich enzyni, a minoritni adukt
(adukt 2, obr. 16, ktery vznikal i bez

| : | | ptitomnosti enzymoveého systemu,
' 1 | s | pravdtpodobré aktivaci ellipticinu
autooxidacf'®* 1%,

. Ellipticin generuje kovalentni adukty

S -~ také v plicnich fibroblastickych kach

. kiecka (V-79) transfekovanych lidskymi
cytochromy P450%%9 in vivo v nekterych
organech (jatra, slezina, plice, ledviny, srdce,

mozek) potkana exponovaného tomuto

protinadorovému kBvu ?® a i v burenych
Obréazek 16

Autoradiografie  aduktd v DNA
tvofenych in vitro sellipticinem  (buiiky MCF-7) ®9 a leukemickych bitkach
aktivovanym jaternimi  mikrosomy ) ) (174 y
potkana A), lidskymi mikrosomy B) (HL-60,  CCRF-CEM) . Vitechto
a bez enzymové aktivace), *°? ptipadech vznikaji i dalsi minoritni adukty.

liniich lidského prsniho adenokarcinomu
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Kochromatografii tvéenych adukt pomoci TLC a HPLC bylo zji8ho, Ze se ve vSech
piipadech jedna o tytéZ adukty 1 §°3-16% 168

Cilovym deoxynukleotidem modifikovanym aktivovanyrallipticinem v DNA je
deoxyguanosift®®. Jako metabolity zodpeeiné za tvorbu kovalentnich adiiktyly urceny 13-
hydroxyellipticin (M3), ktery tvéi majoritni adukt 1 vazbou s deoxyguanosinem v DAIAL2-
hydroxyellipticin (M2) sN*oxidem ellipticinu (M5), ktery Polonowskéhdgsmykem poskytuje
12-hydroxyellipticin (M2), jehoZ vazbou na DNA vkaiadukt minoritni (aduktislo 2)%9.
podminkach se v rdmci lidskych forem cytochromu(Pdkazaly byt zejména CYP3A4 a
CYP1A1162 163,
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2 CIL DISERTA CNi PRACE

Cilem pedkladané disertai prace bylo roz#&éni sodasnych znalosti v oblasti
metabolismu protinddorovéhoclea ellipticinu jako zasadniho faktoru determiniljic
mechanismus gsobeni a cilovy d&inek tohoto léiva. Ellipticin totiz vykazuje selektivni
ucinek pouze wuci urcitym nadofim. Snahou je proto vystlit, ¢im je tato, pro nadorové
|éCivo uziteind, vlastnost wena. Cilem prace bylo také vyt vySSi farmakologickou
acinnost rekterych cytochrom P450 (CYP1A1/2) v metabolické aktivaci ellipticirio
vivo oproti situaciin vitro, zjidtsnou v fredchozich studiicH® 16 18 v/ ramci disertani

prace bylyfeSeny nasledujici problematiky:

Metab_olismus ellipticinu cytochromy P450 jaternichmikrosomi modelovych
organismi

V této ¢asti prace byla studovana metabolickérpna ellipticinu mikrosomy izolovanymi
Z jater potkaf, kraliki a mysSi. Cilem této studie bylo zjistit, které ahioomy P450
participuji na tvorb jednotlivych metabolit ellipticinu. DalSim cilem bylo zjistit, zda jsou
jaterni mikrosomalni systémy modelovych Zivbi, a které z nich, vhodné jako model
simulujici oxidaci ellipticinu v lidskych jatrechPro dany cil bylo ve studii vyuZzito
inhibitora cytochroni P450 a také jejich induktbr pouzitych pro premedikaci

modelovych organisinpotkana a kralika.
Metabolismus ellipticinu jednotlivymi formami cytochomua P450

Cilem tétocésti prace bylo poznani efektivity izolovanych aftmnm P450 v oxidaci
ellipticinu. Oxidace ellipticinu byla proto studawa purifikovanymi cytochromy P450
rekonstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou v piedt liposond, které simuluji situaci
v membranach endoplasmatického retikula. K provettemto experimerit bylo rovrez

nutné gislusné enzymy z jater experimentalnichrawizolovat.
Studium induk éniho potencialu ellipticinu viaé¢i cytochromiam P450 podrodiny 1A

Cilem €chto experimerit bylo zjistit, zda v jaterni tk&ni potkanvystavenych fisobeni
ellipticinu dochazi ke z#mam v obsahu a aktivitach vybranych forem cytochird50

(CYP1A1/2). Uelem tedy bylo zjistit, zda ellipticin samotny osiuje vlastni
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metabolismus, a to jak detoxild, jez produkuje metabolity vidované z organismu, tak
i aktivacni, ktery vede k tvorbkovalentnich adukts DNA. Zangrem bylo také poznani,
zda mize byt indukni potencidl ellipticinu faktorem &mjicim vySSi aktivani efektivitu

cytochromiit P450 podrodiny 1A pro ellipticin nalezenmuvivo.

Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu katalyzovanou cytochromy P50 1A1 a 1A2

Tato studie sledovala, zda je to cytochrogn(fakultativni sodast MFO systému), ktery
determinuje srr oxidace ellipticinu cytochromy P450 1A1/2 na détacni a aktiv&ni
metabolity tohoto |&va. Cilem tétatasti vyzkumu tedy bylo zjistit, zda rozdily v akdwi
ellipticinu cytochromy P450 podrodiny 1 vivo ain vitro mohou byt zpisobeny take

vlivem tohoto proteinu na oba enzymy.

Objasnéni mechanismu pisobeni cytochromu lg

Vedle vlivu cytochromu $ na metabolismus ellipticinu cytochromy P450 1Ab\o
cilem prace i poznani, jakym mechanismem tentoeproha oba enzymy Ggobi.
K vyteSeni této otazky bylo nutné nejprvgppavit apo-cytochrom 4 tedy cytochrom 4
ktery neobsahuje neproteinovou hemovou slozku. &av molekule cytochromu sb
zodpovdna za penos elektroi. Takto gipraveny apo-cytochromslbyl déale pouzit misto
nativniho cytochromu {ov rekonstituovaném systému cytochior®450 1A1 a 1A2

s NADPH:CYP reduktasou jako enzymovy systém oxalgflipticin.

Priprava a charakterizace majoritniho aduktu ellipticinu s DNA tvoireného jeho

metabolitem, 13-hydroxyellipticinem, s deoxyguanosem

K izolaci aduktu tvéeného reakci 13-hydroxyellipticinu s deoxyguanasingylo nutné
vyvinout metodu vhodnou pro jeho separaci pomocLElPa to za Gelem izolace jeho

dostaténého mnoZzstvi nutného proceni jeho struktury.
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3 MATERIAL A METODY

VétSina metod pouzivanychiprypracovani pedkladané disertai prace je popsana
v publikacich, které tvid sowast prace a jsou uvedeny jakdilghy 1-8. Pro wtSi
piehlednost a detaijsi znalost jsou vSakéhteré z metod, a také i pouzity material a

chemikalie, uvedeny v této kapitole diséraprace.
3.1 Pouzity material a chemikalie

BIO-RAD, USA
hydroxylapatit
Calbiochem, USA
9-hydroxyellipticin
Duchefa Biochemie, Holandsko
ampicilin
East Port, Ceska republika
deoxynukleotidtrifosfaty, syntéza oligonukleditid
Farmakon Olomouc, Ceska republika
fenobarbital sodny
Fermentas, Kanada
Pfu DNA polymerasa
Fluka, Svycarsko
akrylamid, dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), doddsylfat sodny (SDS), ethylacetét,
fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 2-merkaptoethano methanol,
N,N-methylen-bis-akrylamid  (BIS), protaminsulfat, okbferol (vitamin E),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Tween 20
Genomed, Nmecko
Sety pro purifikaci plasmidové DNA a DNA z agaroébe gelu (Jet Quick Gel
Extraction Spin Kit, Jet Quick Plasmid Mini a Margp Spin Kit)
Gentest , USA
N-acetyltransferasa 1/2
Chemopetrol, Ceska republika
suchy led
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Kao Corp., Japonsko
emulgen 911

Koch-Light Lab., Velka Britanie
2-merkaptoethanol

Lachema Brno / Lachner,Ceské republika
aceton, bromfenolovd maddekahydrat uhditanu sodného, dihydrat dihydrogen
fosfore&enanu sodného, (di)hydrogenfosfeéman draselny, dihydrogenfosféran
sodny, dithiontitan sodny, ethylendiamintetraoctova kyselina wentodvojsodné soli
(EDTA, chelaton 3), ethanol, ethylacetat, glycetyldrogenuhliitan sodny, hydroxid
draselny, hydroxid sodny, chlorid draselny, chldmmtecnaty, chlorid sodny, kyselina
chlorovodikova, kyselina octova, methanol, octandngp pentahydrat siranu
méd’natého, persiran amonny, sacharosa, sikginaty, uhlgitan sodny, vinan sodny

Linde, Ceska republika
dusik (g), kapalny dusik, oxid uhelnaty

Loba Feinchemie, Rakousko
glutathion, tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merk, N émecko
acetonitril, ethylacetét

Millipore Corp., USA
Immobilon™- P transfer membrana (PVDF)

New England Biolabs, USA
Restrikéni endonukleasy Hind Ill, EcoR |, Nde I, Xho I, phaid pUC19, T4 DNA
ligasa

Pharmacia, Svédsko
DEAE-Sepharosa CL6B, CM-Sepharosa CL6B, 2’, 5’-ABépharosa

Reanal Budapeg, Mad’arsko
glukosa-6-fosfat Naglycin

Roche Diagnostic, Nmecko
tablety proteasovych inhibitb(Complete mini protease inhibitors)

Serva, NEmecko
coomassie Brilliant Blue R-250, ethidium bromid BBt glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa, N,N,N",N"-tetramethylethylendiiniE MED), triton-X-100

Sevapharma, a.sCeskéa republika
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howzi sérovy albumiriBSA)
Sigma, USA
acetylkoenzym A, 4,4 -dikarboxy-2,2"-bicinchoninokgselina (BCA), p-naftoflavon -
NF), Brij 35, 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/nit blue tetrazolium (BCIP/NBT),
cytochrom ¢, 2’-deoxyguanosin-5"-monofosfat, 5 xygoianosin, diethyldithiokarbamat
(DDTC), dimethylsulfoxid (DMSOQO), dithiothreitol (D), ellipticin, fenacetin,
flavinmononukleotid (FMN), 3’-fosfoadenosin-5"-fostilfat (PAPS), guanosin-5-
monofosfat, sodnant 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonové &gy (HEPES),
1-heptansulfonova kyselina, hemin, 3-[(3-cholamidgyl)dimethylamonium]-1-
propansulfondt (CHAPS), cholat sodny, isopropyHpiD-galaktosid (IPTG),
ketokonazol, kratii protilatka IgY znaena alkalickou fosfatasou, LB medium, LB agar,
lidsky sérovy albumin (HSA), lysozym, myoglobin katinamidadenindinukleotidfosfat
(NADPH), nikotinamidadenindinukleotid (NADF, pregnenolon I&karbonitril (PCN),
rifampicin (RIF), standardy pro polyakrylamidovoalgvou elektroforesu v prasidi SDS
.Wide range*, sulfafenazol, superoxid dismutasa@$Qergitol NP-10
Stratagene, USA

Bakterialni kmerk. ColiBL-21 (DE3) Gold
X Ford Biomedical research INC, USA

Sulfotransferasa 1A1/2

13-hydroxyellipticin byl syntetizovan RNDr. Martime Drasinskym PhD"?, 7-
hydroxyellipticin a N%-oxid ellipticinu byly syntetizovany J. Kkou a Doc. Ing. S.

Smrekem (katedra organické chemigFRJK).
3.2 Enzymové preparaty

Samoci kralik (cincila velka, 2.5-3.0 kg) a laboratornich potkgkmen Wistar, 150-
200 g) byli drzeni p laboratorni teplat 22 + 2°C, voda a granulovana strava jim byly
podavanyad libitum Fipadn& premedikace byla zahajena po zhruba tyddtimatizaci.
18 hodin ped usmrcenim byla z&tim odebrana strava pro sniZzeni hladiny glykogenu

Vv jatrech.

3.2.1 Izolace mikrosomi a purifikace mikrosomalnich enzymi

Mikrosomy byly z jater zwht premedikovanych induktory cytochréniP450 a
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zvitat nepremedikovanych izolovany fial centrifugaci podle Stiborové a sptff 7.
CYP2B2 a CYP2B4 byly

premedikovanych fenobarbitalem modifikovanym postapdle Antonovic et al*®?,

izolovany z jaternich mikrogonpotkari a kralika

Anzenbachera a kd®? a Haugena et df®2. CYP1A2 byl ziskan z jaternich mikrosém
krélikii premedikovanychB-naftoflavonem dle Saita et df*? a Haugena et af!®?,
CYP3A6 byl purifikovan z jaternich mikrosdikraliki premedikovanych rifampicinem
dle Yanga et al®® a CYP2E1 po premedikaci kralikacetonem dle Koopa et &%
Krali¢i jaterni NADPH:CYP reduktasa byla izolovana dlesikotchiho et al® a
potkani cytochrom dpodle®”. Upravy izol&nich postup byly provagny dle disertani
prace M. Sulcé'® a diplomové prace K. Janouchot®). Kontrolni skupinu tvily
zvirata nepremedikovana.

Tabulka 3
Premedikace zi@t, izolace mikrosomalnich frakci a purifikace mgomalnich enzyi

Premedikace potkan Davkové schéma Ziskané preparaty

p-naftoflavon

i. p. 60 mg/kgBNF (4 mg/ml oleje) mikrosomy

(B-NF) po dobu 3 nasledujicich din

fenobarbital 0.1% roztok v pitné vad mikrosomy
(PB) po dobu 6 di CYP2B2
ellipticin I. p. 6 mg/ml v DMSO a oleji (1:1), mikrosomy

2 davky 40 mg/kg

I. p. 6 mg/ml v DMSO a oleji (1:1),

- rizna davkova schémata

intuban¢ 5 mg/ml PCN v oleji mikrosomy
5 davek po 1ml v 12 hod intervalechCYP3A1l
10% roztok v pitné vad mikrosomy

Davkoveé schéma Ziskané preparaty
i. p. 80 mg/kgBNF (4 mg/ml oleje) mikrosomy

pregnenolon-16-
karbonitril (PCN)
ethanol

Premedikace kralik

p-naftoflavon

(B-NF) po dobu 3 néasledujicich dln CYP1A2
NADPH:CYPreduktasa
cytochrom I

fenobarbital 0.1% roztok v pitné vadl mikrosomy

(PB) po dobu 10 din CYP2B4, CYP2C3
NADPH:CYPreduktasa
cytochrom I
aceton 2% roztok v pitné vodl mikrosomy
po dobu 8 di CYP2E1
rifampicin i. p. 50 mg/kg RIF ve 40 mM NaOHmikrosomy
(RIF) po dobu 3 nasledujicich dn CYP3AG6, reduktasa

Identifikace produkt izolace byla provedena hmotnostni spektrometrii LEAA
TOF. Srovnani enych spekter pepfids databazi NCBInr (2005/06/01) bylo provedeno
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programem ProFoundhitp://129.85.19.192/profound_bin/webProFound)exRrovedeno
RNDr. M. Sulcem, PhD.

Izolované mikrosomalni frakce i jednotlivé enzymylyov alikvotech zmrazeny
v kapalném dusiku a usklathy v hlubokomrazicim boxuip-80°C. Udaje o premedikaci,

izolaci mikrosomalnich frakci a purifikaci mikrosaimich enzym shrnujetabulka 3

Mysi mikrosomy byly izolovany Prof. RNDr. Marii Stiborovou, DrSgostupy popsanymi
v publikaci, ktera tvti prilohu disertani prace(priloha 5)

Rekombinantni potkani CYP1Al byl purifikovan z membranEscherichia coli
transfekovanych modifikovanolCYP1A1 cDNA ®°9 v laboratgsi H. W. Strobela
(University of Texas, Medical School of Houston,x@e, USA) Doc. Petrem Hodkem
(katedra biochemieiP UK).

Supersomy™ obsahujici #zné izoformy a exprimujici NADPH:CYP reduktasu byly
ziskany z komeniho zdroje (Gentest Corp., Woburn, MA, USA).

3.3 Metody stanoveni koncentraci a aktivit vybranych eaymi

Koncentrace proteinbyla zji¥ovana metodou dle Wiechelmana a &8, pii které
se vyuzivd tvorby mae zabarveného komplexu édnych ionti s 4,4 -dikarboxy-
2,2"-bicinchoninovou kyselinou (BCA) v alkalickémrogiedi a s ho¥zim sérovym
albuminem (BSA) jako standardem. Intensita zabdrvsetanovena spektrofotometricky
(Ase2), je pak pimo unerna koncentraci bilkoviny.

Obsah cytochromu P450 v preparatech byl stanovervyediti charakteristické
absorpce komplexu tohoto hemthiolatového proteintedukovaném stavu s oxidem
uhelnatym i 450 nm©?.

Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasgiobprovedeno rfenim
rychlosti redukce cytochromu c za gaané oxidace NADPH. iRustek redukovaného
cytochromu c se i pi vinové délce 550 nrit®?.

Koncentraci NADPH:CYP reduktasy lze stanovit spekttometricky. Diky
flavinovym koenzynim vykazuje absokmi maximum pi vinové délce 455 nrit®?.

Cytochrom g je protein vykazujici absotpi maximum pi vinové délce 413 nm
Jeho koncentrace byla stanovena spektrofotometriciipsorgnino spektra s vyuZzitim
molarniho extiiniho koeficienttesis = 117 mM*. cm* #4199 nebo z diferetniho spektra
(dithionicitanem redukované — oxidované, molarni esxtirkoeficientesss-age = 185 mM™.

cmt) 199,
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3.4 Elektromigra éni metody

3.4.1 SDS elektroforéza

Elektroforéza mikrosomalnich proteih v piitomnosti dodecylsulfatu sodného

(SDS) byla provatha dle postupu popsaného vpraci LaemmliH®? na
polyakrylamidovém gelu v diskontinualnim ug@gdani za pouZziti 3% zadésvaciho gelu a
10% (gipadré 7% nebo 15% pro NADPH:CYP reduktasu a cytochrgjnskparaniho
gelu. Elektromigrace probihala ve vertikalnim ugg@ni pi pH 8.3 a pi napsti 80 V pro
prichod zaosbvacim gelem, které bylo poté zvySeno na 150 V.yGmsilly barveny

coomasie brilliant blue.

3.4.2 Metoda ,Western blotting"
Pro metodu,Western blotting“ byl gel po skoteni elektroforézy 20 minut
inkubovan vtransferovém pufru (0.025 M TRIS, 0.192 M glycin, pH 8.3). Do apargtur

byly postupg navrstveny 3 ks chromatografického papiru WhataRVDF membrana,
gel a to vSe fekryto dalSimi 3 ks chromatografického papiru. Megmly byly ,sma@eny*
dle ddafp vyrobce a spolu s chromatografickymi papiry také&dpm ponteny do
transferového pufru. Elektrégnos byl provagh nejprve 10 minutip 0.8 mA/cnf gelu,
poté 45 minut fi 2.0 mA/cnf gelu.

Membrana se sorbovanymi proteiny bytegpnoc blokovana blokovacim roztoku
(5% susené mléko v PBS (1.8 mM Na2HPO4, 1 mM NaHRRQL34 M NaCl; pH 7.2),
0.3% Triton X-100) g 6°C. Inkubace se specifickou primarni protilatkou (10 pg/mL
blokovaciho roztoku) probihala 120 minut za michgnlaboratorni teplat a po promyti
blokovacim roztokem(5 x 2 minuty) byla membrana vloZena do roztaekundarni
protilatky (kralici 1gG proti kdeci IgY s navdzanou alkalickou fosfatasoupul80 ml
blokovaciho roztoku), kde byla inkubovana za shatingodminek 60 minut. Po promyti v
blokovacim roztoku(4 x 2 minuty) a 0.3%-nim Tritonu v PBS (4 x 2 ntiylJubyla
membrana vyvolana roztokem substratu pro alkalictasiatazu (BCIP/NBT) v 10 ml
destilované vody. Intenzita zén ilustrujici mnoZstenzymi byla kvantifikovana
programem ELFOMAN 2.0.

3.4.3 Agarosova elektroforéza

Pro cleni fragmeni DNA byla pouzivana elektroforéza s 1.5% gelem agpar
v TAE pufru (50x konc. 2 M Tris, 1 M acetéat, 50 mBDTA, pH 8.3), ktery byl row¥
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pouzit jako pufr elektrodovy. Do gelu byliqd stuhnutim fidan ethidium bromid
v koncentraci 0.pg/ ml gelu. Elektroforéza probihala 30 miniit papsti 110 V.

3.5 Studium metabolismu ellipticinu cytochromy P450

3.5.1 Oxidace ellipticinu mikrosomy

Pro neteni oxidace ellipticinu byly pouzity mikrosomy #ai (kralik, potkan, mys)
premedikovanych induktory CYP, zat nepremedikovanych a Supersdthy
Inkubani smés o celkovém objemu 5Q0 obsahovala:
* 0.4uM CYP (0.02-0.1uM supersomalniho CYP)
e 10uM ellipticin (5 mM zasobni roztok v DMSO)
« 10 mM MgCh; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS)
« fosfatovy pufr (100 mM KHPQy; pH 7.4)

Reakce byla startovandiggnim 50ul NADPH-GS, inkubace probihala 20 minut za
za staléhorepani (450 RPM)ipteplot 37 °C. Probihajici reakce byla zastavehdgmim
100 ul 2 M NaOH. Nasled& byl pridan fenacetin (ul 1 mM roztoku v methanolu) jako
vnitini standard a sés byla poté extrahovana 2 min na ,Vortexu“ 2 x Jbtilylacetatu a
centrifugovana 5 minutip3000 RPM (Sanyo Microcentaur MSE). Organicka fé2ex
750 ul) byla odebrana a odfena dosucha pomoci vakuové odparky ,Speed Vac" (DNA
110, firma Savant). &re pred analyzou na ifstroji Dionex (P580 pump, ASI-100
Automated Sample Injector, UV/VIS Detector UVD 17838)S) byl odparek rozpust v
25 ul methanolu.

Podminky pro HPLC:

kolona C18, 250 x 4.6 mm, om (Ultrasphere ODS, Beckman Coulter)
mobilni faze 64 % metanol + 0.005 M heptansulfonova kys.082.M kys. octova
pruatok 0.7 ml/min

teplota 35°C

detekce @i vinové délce 296 (313) nm

3.5.2 Oxidace ellipticinu cytochromy P450 v rekonstituovaém systému

Rekonstituovany systém bytipraven tak, Ze jeho vysledné slozeni bylo:
* 100 pmol CYP
* 100 pmol NADPH:CYP reduktasy
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e 0.05 mg/ml CHAPS (0.5 mg/ml v pufru HEPES)

* 1 mg/ml DLPC (5 mg/ml v chloroformu)

e 3 mM glutathion (30 mM zasobni roztok yw®)

* 50 mM HEPES (500 mM zé&sobni roztok y® pH 7.4)
Pro studium vlivu NADPH:CYP reduktasy na oxidaci lipticinu bylo do
rekonstituovaného systému davano 5-150 pmol redyki@o studium vlivu cytochromu
bs byl tento protein fidavan v mnozstvi 0-1000 pmol. Ostatni slozky (SQEBA,
lysozym atd.) byly vzdyifidavany v gtinasobném nadbytku proti CYP.

Nejdiive byl ve sklesnych zkumavkach odpen pod atmosférou dusiku roztok
DLPC v chloroformu o koncentraci 5 mg/ml tak, aby 3a d& a stnach zkumavky
vytvorila vrstvicka tohoto lipidu. Dale byly ifidany do zkumavek roztoky detergentu
CHAPS, glutathionu a pufru HEPES. &nbyly sonikovany 2 x 3 minuty, coZippiva
k snad®jSi tvorke liposomi, a poté k nim byly dany enzymy (CYP, NADPH:CYP
reduktasa, cytochromgpci dalSi sloZzky.Smesi byly inkubovany 10 minutiplaboratorni
teplog€ na tepace (IKA VX 2, Janke & Kunkel). Tim byly rekonstituané systémy
piipraveny a pouzity pro inkubace s ellipticinem.

Postup inkubace a analyza vzibggomoci HPLC je shodna jakokapitole 3.5.1.1
Jen v pipact kinetickych studii byl pouZzit ellipticin o konceatich 1,25-1@M.

3.6 lzolace syntetizovaného 13-hydroxyellipticinu

NeZadouci produkty vznikléripsyntéze 13-hydroxyellipticinu,fjpraveného RNDr.
Drasinskym, PhD*"?, byly ze snisi odstragny a zadouci 13-hydroxyellipticin manuéin
»sbiran“ pomoci HPLC za pouZziti linearniho gradiembethanolu (80-100% methanolu
béhém 20 minut) s naslednou 10 minutovou isokratickhuci.

Podminky pro HPLC:

kolona C-18, 250 x 8 mm (Waltrex, Nucleosil 120-5)
mobilni faze A 80% methanol, 0.07 M octan amonny
B 100% methanol, 0.07 M octan amonny

prutok 0.7 ml/min
teplota 35°C
detekce @i vinové délce 296 (313) nm

3.7 Priprava aduktu 13-hydroxyellipticinu s deoxyguanosiem

Inkubani smesi byly pgipravované o celkovém objemu 500a sloZeni:

e 50uM 13-hydroxyellipticin
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* 1 mM deoxyguanosinu nebo 1 mg DNA z teleciho brelik

» fosfatovy pufr (100 mM KHPQy; pH 6.0, 7.4; 8.4)

e za gitomnostici absence 39 nmol SULT1A1/2 nebo NAT1 a 2 a jejich

kofaktorii (2 mM acetyl koenzym A, 100M PAPS)
Smesi byly inkubovany 1-24 hodinip37°C a nasledhanalyzovany pomoci HPLC

za pouziti linearniho gradientu methanol-kyselimdowa (0-100% methanolébem 70
minut) s naslednou isokratickou eluci po dobu 5utin
Podminky pro HPLC:

kolona C18, 250 x 4.6 mm,in (Ultrasphere ODS, Beckman Coulter)
mobilni fazeA 32 mM kyselina octova (vodny roztok)
B 100% methanol

pruatok 1 mi/min
teplota 35°C
detekce (¥ vinové délce 250 a 318 nm

Analyzy DNA aduké metodou 2?P-postlabeling* @ byly provedeny $kolitelkou na

pracovisti Nmeckého centra pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu.
3.8 Pr¥iprava rekombinantniho apo-cytochromu k

Pro ziskani apo-cytochromu Inusi byt hem z molekuly proteinu efektéynale
opatrré odstragn tak, aby byla zachovana jehdirpzena konformace. Nejprve jsme
testovali extrakci hemu z izolovaného ké&io cytochromu bokyselenym acetoneff®
199 "ale \&t3ina proteinu denaturovala a precipitovala. Pjsoe fistoupili k heterologni

expresi v bikachE. coli.

3.8.1 Navrh a syntéza genu pro membranovou formu kraliiho cytochromu b;
Gen byl nejprve v pdtacovém programu DNA 2.0 upraven tak, aby vyhovoval
proteosyntetickému aparatu pouzitych bakt&sicherichia colia byly do ®& vneseny
mista pro Sipeni restriknimi endonukleasami. Cely gen jsme rdidg na osm
oligonukleotidi o priblizn¢ 80 parech bazi, které se vzajenpiekryvaly oblasti délky asi
18 nukleotid: o teplot tani vySsi nez 50°C. Oligonukleotidy bylyigraveny firmou East
Port.
Nejprve byly pomoci polymerasovétzové reakce (PCR) za pouziti termostabilni
DNA polymerasy spojeny oligonukeotidy 2-7. Slozezdkni snesi bylo nasledujici:
e 1u dNTPs (10 mM)
* 1 ul oligonukleotidy (primery) (2QuM)
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e 0,5ul Pfupolymerasy
o 1ultemplat
* 5yl pufru proPfu polymerasu (10x konc., obsahujici 20 mM Mg¥pO
» sterilni MQ voda (do celkového objemu Bi)
Amplifikace probihala na thermocycleru Techgene GHRE) ve 30 cyklech zasthto

podminek: 94°C 30s rozveim DNA
50°C 30s nasedani prinmer
73°C 2 min polymerace

Nasledovalo dalSich 8 mirtiZ3°C, aby doSlo k dok@eni polymerace.

V dalSim kroku byly jako primery pro PCR reakci gy oligonukleotidy 1 a 8 a
jako templat DNArettzec vznikly z oligonukleotidl 2-7. Vysledny produkt byl &ben
restrikinimi endonukleasami EcoR | a Hind Il a pomoci THAligasy zaligovan do
plasmidu pUC19 naStepého stejnymi enzymy. Takiprgveny konstrukt byl pouzit pro
transformaci kompetentnich btknDH5a. Amplifikovana plasmidova DNA byla z bek
izolovana komamim kitem dle pokyf vyrobce a spravnost sekvend@gpaveného genu

pro cytochrom powtena sekvenovanim.

3.8.2 Transformace kompetentnich burgk

Kompetentni biky uchovavané ip -80°C byly ponechany pomalu roztat na ledu.
K suspenzi bugk byl pridan plasmid (0,3g na 10Qul burgk). Smeés byla ponechana 30
min na ledu. Nasledoval tzv. tepelny Sok, kdy bhlgkterie na kratkou dobu (30 s)
vystaveny fgsobeni teploty 42°C ve vodni lazni a ihned pot&eihy na led. Po 1 min bylo
k suspenzi pdano 600Qul sterilniho LB média (bez antibiotik) a préa inkubace 40 min
pii 37°C. Poté byly boky sterilni sklednou mikrobiologickou hokejkou rozeny na
Petriho misky s tuhym médiem LB agarem se 1@@ml ampicilinu, ktery slouzi jako
selekni marker. Na miskach byly ponechany bakteis pi 37°C g'es noc.

3.8.3 Produkce proteinu

Jako expresni vektor byl pouzit plasmid pET-22b, kdeého byl po naspeni
endonukleasasmi Nde | a Xho | vnesen gen prodkréjitochrom b, jenZ byl vys¢pen z
plasmidu pUC19 stejnymi enzymy. Pro produkci bykg nejvhodsjsi vybrany buiky E.
coli BL-21(DE3) Gold, které byly expresnim vektoremnsfrmovany. Transformované

buiky byly opst vysety na plotny s LB agarem obsahujici 10§ml ampicilinu a
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ponechany st ges noc pi 37°C. Produkce pak byla prowith tak, Ze sterilni LB
médium s pislusnymi antibiotiky bylo zaskovano kulturou produtiho klonu a nechano
rast @i 37°C za tepani 200 RPM. Kdyz opticka hustota kulturgiema @i vinové délce
600 nm dosahla hodnoty okolo 1, bylo do kultufigl@no takové mnozstvi IPTG, aby jeho
vysledna koncentrace v kuitu byla 0.05 mM. Tim byla syntéza cytochromyg b
indukovana. Kultura byla kultivovana dalSi 4 hodippté odstedina 20 min, 3000 g, 4°C
v kyvetach o objemu 1 I. Bakterialni pelety bylyhsvany pi -20°C.

3.8.4 Purifikace apo-cytochromu b z bakterialnich bunék

3.8.4.1 I1zolace membranové frakce

Pelety busk byly po rozmrznuti resuspendovany ve 25 ml fasfé@ho pufru (10
mM KH,PQO,, pH 7.7, 1 mM EDTA) a do suspenzéidany 2 tablety proteasovych
inhibitori (complete mini protease inhibitors). 3y drZzené na ledu byly rozbity sonikaci
pomoci sondy TE 76 porené ve vzorku (8 soniknich cykh trvajicich 2.5 min, 40W
s 10 min ochlazenim mezi kazdym cyklem). Zbytky &ubyly odstragny centrifugaci
(3000g, 15 min, 4°C). Supernatant byl nastegodroben ultracentrifugaci (105 000g, 70
min, 4°C), sediment homogenizovan s 25 ml fosfdtovgufru (10 mM KHPQ,, pH 7.7,
1 mM EDTA, 20% glycerol) a ponechéarti gt°C, dokud nebyla stanovena koncentrace

proteini.
3.8.4.2 Solubilizace cytochromu I3 z membran

Membranova frakce bylgedna pufrem (10 mM KEPOy, pH 7.7, 1 mM EDTA,
20% glycerol) na vyslednou koncentraci proteflnmg/ml. Ziskanéa suspenze byla michana
na ledu a po kapkéach k ni byigavan 10% cholat sodny (w/v) a 10% Brij 35 do efsié
koncentrace 1 mg detergentu/mg proteinu.éSnbyla je& dalSi 3 hod michana.
Nerozpustné podily byly odtény centrifugaci (105 000g, 70 min, 4°C).

Supernatant byl aplikovan na ekvilibrovanou kol@tAE-Sepharosy CL6B.

3.8.4.3 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B

Na ekvilibrovanou kolonu (2.5x20 cm) pufrem o skoz20 mM KHPQ,, pH 7.7,
1mM EDTA, 20% glycerol, 0.6% Brij byl aplikovan seymatant rychlosti 1 ml/min,

zarovar byly jimany frakce o objemu 7-10 ml ac¢tena absorbanceiip280 nm. Po
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naneseni vzorku byla kolona promyvana ekvilibfen pufrem az do poklesu absorbance
na zakladni hladinu. Pro eluci cytochromblgl pouzit linearni gradient 2 x 300 ml 0-0.4
M KCI v ekvilibracnim pufru. Frakce s vysokym obsahémstého proteinu byly spojeny,
zahusny ultrafiltraci (Amicon, membrana PM-10, Millipdra dialyzovany fes noc proti

2 000 ml ekvilibr&niho pufru.

Detergent Brij 35 byl z preparatu cytochromyodstragn rechromatografii na dalsi
kolon¢ DEAE-Sepharosy, ekvilibrované pufrem 20 mM D, pH 7.7, 1 mM EDTA,
20% glycerol, 0.1% cholat sodny. Kolona byla negppromyta ekvilibréanim pufrem (3 x
objem nosie) pro odmyti detergentu a cytochrognhBsleds eluovan izokraticky pufrem
o vysoké iontové sile (200 mM KRQ,, 200 mM KCI, pH 7.7, 1 mM EDTA, 20%
glycerol, 0.1% cholat sodny). Cholat sodny byl egaratu odstram dialyzou proti 2000
ml pufru neobsahujicimu Zadny detergent (50 mM.R@, pH 7.7, 20% glycerol).
Vysledny preparéat byl zahust ultrafiltraci (membrana PM-10, Millipore).

3.8.5 Spektralni charakterizace apo-cytochromu g

Priprava roztoku heminu a jeho inkorporace do apoatyiomu lg byla upravena
podle jiz dive publikované prac&®. Vzorek apo-cytochromusbbyl timto roztokem
titrovan. Nafist maxima Soretova pasufi p413 nm, indikujici obnoveni struktury
holoproteinu, byl sledovan spektrofotometricky. ®&lyla nérena spektra oxidovaného a
dithionicitanem redukovaného (apo-) cytochromgl & redukce (apo-) cytochromu b
NADPH:CYP reduktaou v rekonstituovaném systéhiti

3.9 Metoda **P-postlabeling

Analyzy DNA adukii byly provedeny Skolitelkou na pracovistéMeckeho centra
pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu metodotiP-postlabeling'’9“. Detaily jsou popsany
v citaci *"9 a publikacich, které t¥dsousast disertani prace jakgiilohy 2, 3, 5-7
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Metabolismus ellipticinu cytochromy P450

Metabolismus ellipticinu byl viedkladané disertai praci studovan v podminkach
in vitro. V prvnim giblizeni byla oxidace ellipticinu sledovana za ptiuhikrosomalnich
frakci izolovanych z jater laboratornich fati potkana, kralika a mysitipraveny byly jak
mikrosomy kontrolni (z nepremedikovanych iag), tak i mikrosomy z jaternich bgk
modelovych organistnpremedikovanych znamymi induktory izoforem cytarhéi P450.
Prehled induktot a izoforem CYP, které jsodmito latkami v organismech laboratorniho
potkana a kralika nejvice indukovany uvéatiulka 4 Vysledky ziskané wthto studiich
pak byly porovnany s vysledky ziskanymi s mikrosbrimai systémy izolovanymi z jater
¢loveka.

Tabulka 4
Prehled pouZzitych induktérCYP a izoforem CYP, k jejichZ nabohaceni dochazi

Induktor izoforma CYP  modelovy organismus
B-naftoflavon (B-NF) 1A1/2 potkan, kralik
Fenobarbital (PB) 2B1/2 potkan
Fenobarbital (PB) 2B4 kralik

Ethanol (EtOH) 2E1 potkan

Aceton (AC) 2E1, 2C3 kralik
Pregnenolon-16-karbonitril (PCN)  3Al1/2 potkan

Rifampicin (RIF) 3A6 krélik

Po inkubaci 1QuM ellipticinu s lidskymi, potkanimi, kr&imi a mySimi mikrosomy
za pitomnosti NADPH generujiciho systému bylo pomoci LBP detekovano &
metabolifi. Ukazka zaznamu HPLC metabolitellipticinu tvaricich se krabiimi
mikrosomy je nabrazku 17
Struktura danych metabalitbyla ukena jiz v pedchozich studiich v naSi laborato
pomoci hmotnostni spektroskopie a NMR, jak je popsépraci Stiborové a kol. z roku
20041%9 3 v publikaci tvéici sowast této disertmi prace @riloha 1)

Jednd se o nésledujici metabolity:

M1: 9-hydroxyellipticin, M2: 12-hydroxyellipticin M3: 13-hydroxyellipticin,

M4: 7-hydroxyellipticin,M5: N*-oxid ellipticinu

Metabolit M2 (12-hydroxyellipticin) mZe vznikat i pemsnou metabolitu M5 N-oxid

ellipticinu) Polonowskéhoiesmykem.
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4.1.1 Metabolismus ellipticinu mikrosomy jater &lovéka, potkana, kralika a

mysi

Pri kvantifikaci tvorby jednotlivych metaboatitellipticinu bylo zjis€no, Ze se jejich
relativni zastoupeni po inkubaci s jaternimi mikmoy iSi pro fizné biologické druhy
(obr. 18, str. 52, a je téz znen¢ ovlivnéno premedikaci modelovych organismnamymi
induktory cytochromu P45@®br. 19, str. 53)

Mikrosomy kréalika byly v oxidaci ellipticinu nejefdvnéjsi. Hlavnim metabolitem
je zde N*oxid ellipticinu (M5), ktery tvai vice ne? 50% celkového mnoZstvi viech
vznikajicich metabolit, nasledovany 13-hydroxyellipticinem (M3). U potkaaloveka je
tomu vSak pr& naopak. Zde je majoritnim metabolitem 13-hydrokyttin (M3),
zatimcoN2oxid ellipticinu (M5) je tvden mnohem mén tvoii jen kolem 20% vSech
metabolifi. Procentualni zastoupeni ostatnich metabelilipticinu [9-hydroxyellipticinu
(M1), 12-hydroxyellipticinu (M2) a 7-hydroxyelliginu (M4)] je u €chto organism
srovnatelné, 7-hydroxyellipticin je t#®n jen ve velmi malém mnoZstvi (2-6¥6jr. 18)

V piipace mySich jaternich mikrosoim je tvaren jako majoritni metabolit 9-
hydroxyellipticin (M1), nasledovan 12-hydroxy- a-hgdroxyellipticinem. Nejmé je
ellipticin timto systémem oxidovan na 7-hydroxygiicin a N*oxid ellipticinu (obr. 4

v priloze 5) Detailrg jsou vysledky zd&chto studii prezentovany v publikacich uvedenych
jako prilohy 1, 3 a Hisert&ni prace.

odliSnou hladinou exprese jednotlivych izoforemocyiromu P450 a také jejich rozdilnou

katalytickou aktivitou.
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Obrazek 18
Premena ellipticinu jaternimi mikrosomélnimi frakcemilovéka, potkana a krélika (bez
premedikace). Hodnoty jsoutpmérem nejmeén tii nezavislych réreni

Pro pfesrgjSi ukeni, které izoformy cytochromu P450 jsou zodfsmé za tvorbu
danych metabolit ellipticinu, byly provadny podrobgjsi studie s inhibitory(Tab. 5)a
induktory cytochrom P450 (obr. 19) V piipad induktomti byly uZity experimenty
s modelovymi organismy potkana a kralika.

NejvétSi vliv na tvorbu jednotlivych metabalitellipticinu a jejich zastoupeni ¢h
induktor cytochromi P450 1A1/2B-naftoflavon. Jehogsobenim byla stimulovana tvorba
9-hydroxyellipticinu (M1) a 7-hydroxyellipticinu (M), a to u obou modelovych
organisnii. Indukce &chto enzymi také nejvice poz#mila zastoupeni jednotlivych
metaboliti ellipticinu. Z dalSich induktdr cytochronii P450 pak vyznan#n ovlivnil
zastoupeni jednotlivych metabdlitpredevsim PCN, induktor podrodiny CYP3A u
potkana, ktery stimuloval tvorbu 13-hydroxyelliptiz (M3) aN?oxidu ellipticinu (M5).

V jaternich mikrosomech potkana premedikovanéhouktmtem CYP2B, PB, pak
dochéazelo k potenciaci oxidace ellipticinu na 12oxyellipticin a 13-hydroxyellipticin.
Vysledky experimerits jednotlivymi induktory cytochrothP450 jsou shrnuty @br. 19

Z vysledk téchto studii vyplyva, Ze na tvafbmetaboliti 9-hydroxyellipticinu (M1)
potkana a krélika a 7-hydroxyellipticinu (M4) potlkease v jaternich mikrosomech podileji
zejména cytochromy P450 podrodiny 1A, zatimco nadiighbl3-hydroxyellipticin (M3) a
N2-oxid ellipticinu (M5) jsou u potkana t¥eny cytochromy P450 podrodiny 3A. Tvorba
metabolitu 12-hydroxyellipticinu (M2) je pak zpréstkovana hlawh cytochromy
podrodiny 2B, ale rie vznikat rovsz neenzymo¥ z N*-oxidu ellipticinu. U krélika jsou
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za tvorbu &chto metabolit pravdpodobr zodpowdné jiné izoformy CYP, zejména
CYP2C3, jak prokazaly studie s izolovanymi cytochyoP450(kapitola 4.1.2.)

A B
(i Em
I v I 2
CIms 1200+ Cms
v W
—Iwe

g

MnozZstvi metabolitu (nasobek kontroly %)
-3 8 B8BEB88888 48
Mnozstvi metabolitu (nasobek kontroly %)

ML b

K AC RF K BNF PB BOH PCN
Induktory CYP Incktory CYP

Obrazek 19
Vliv premedikace induktory CYP na metabolismuspgidinu jaternimi mikrosomy krélikaA() a
potkana B), Hodnoty jsou pimérem #i nezavislych réreni

Vysledky ziskané z experiméntvyuZivajicich induktory cytochroin P450 byly
rovnéz potvrzeny studii s inhibitorgt¢hto enzyni. Vysledky jsou shrnuty tabulce 5

Z uvedenych studii vyplyva, Ze z hlediska oxidadépteinu je z pouzitych
experimentalnich model nejpodobgjsi situaci s lidskymi systémy organismus
laboratorniho potkana. Tento model je tedy vhodny i pro studhevivo.

Tento model byl tedy vyuzit pro studium vlivu saméto ellipticinu na expresi
n¢kterych cytochrom P450. Velmi podstatnym poznatkem ziskanynéchto studiich
bylo zjis€ni, Ze ellipticin indukuje expresi dvou enzgmkteré participuji na jeho
metabolismu, jmenowit CYP1Al a 1A2, a to v jatrechl{obr. 20, str. 5% ale i
extrahepatélnich organech, ledvinach a plicich risiboniho potkana. Vliv indukce
cytochromiit P450 se projevuje jak na urovni zvySeni expres@&MRak i proteirii téchto
enzymi. Dochazi také ke zvySeni jejich aktivity, ta pasultuje i ve stimulaci oxidace
ellipticinu na jednotlivé metabolity tw. 21, str. 5% a jeho aktivaci vedouci k tvatb
adukti s DNA (dor. 22, str. 56.

Ellipticin svym induknim potencialem tedyipmo moduluje své farmakologické a
genotoxickeé ainky.
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Tabulka 5

Inhibice metabolismu ellipticinu specifickymi infitibry CYP v lidskych, potkanich a kréich
mikrosomech

¢lovek
Inhibitor CYP ICso [UM]

M1 M2 M3 M5
a-NF (CYP1A1/2) 1 25 Stimul. NI
Furafylin (CYP1A2) 71 NI 95 NI
3-PMDIA (CYP2B1/2) 110 350 270 250
Sulfafenazol (CYP2C) Interf 210 250 NI
DDTC (CYP2E1) 68 NI 250 70
Ketokonazol (CYP3A1/2) 50 95 10 8
potkan
Inhibitor CYP IC 50[uM]

M1 M2 M3 M5
a-NF (CYP1A1/2) 3 28 Stimul. NI
Furafylin (CYP1A2) 139 NI NI NI
3-PMDIA (CYP2B1/2) 93 217 234 100
Sulfafenazol (CYP2C) Interf. NI NI NI
DDTC (CYP2E1) 66 NI 202 57
Ketokonazol (CYP3A1/2) 51 123 62 1
kréalik
Inhibitor CYP ICs0 [UM]

M1 M2 M3 M5
a-NF (CYP1A1/2) 1 20 Stimul. NI
Furafylin (CYP1A2) 160 NI NI NI
3-PMDIA (CYP2B1/2) NI 268 294 NI
Sulfafenazol (CYP2C) Interf NI NI NI
DDTC (CYP2E1) 79 NI 250 78
Ketokonazol (CYP3A1/2) 69 NI 989 857
Interf. ..... interference piku inhibitoru nebo jeho meldb s metabolitem ellipticinu
V| P .nedoslo k signifikantni inhibici

Stimul...... 3x (potkan), 5x qlovek) a 1.3x (kralik) zvySeni tvorby 9-hydroxyellipitic, 13-
hydroxyellipticinu, 12-hydroxyellipticinu &*-oxidu ellipticinu

a-NF, a-naftoflavon, 3-PMDIA, 3-isopropenyl-3-methyldiamantan, DDTC,
diethyldithiokarbamat

Hodnoty jsou pimérem ti nezavislych réreni, SD <10%
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Obrézek 20

Indukce proteinu CYP1A1A; C) a 1A2 B, D) v jatrech samt (A, B) a samic C, D) potkani
kontrolnich a premedikovanych ellipticinem v davké4, 40 a 80 mg/kg hmotnosti peie.
Imunobloty mikrosomalniho CYP1A1/2 jsou detekovémyptilatkou proti potkanimu CYP1ALl.
Hodnoty jsou pimérem ti nezavislych nseni, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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Obrazek 21
Metabolismus ellipticinu jaternimi mikrosomy potlkankontrolniho a premedikovaného
ellipticinem; Hodnoty jsou fimérem & nezavislych réreni, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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I 0 mg/kg ellipticinu
[ 4 mg/kg ellipticinu
I 40 mg/kg ellipticinu
[ 80 mg/kg ellipticinu

-7

DNA adukty (RAL .10 )

jatra plice ledviny

Obrazek 22
Tvorba aduki ellipticinu s DNA po aktivaci mikrosomy izolovanyim jater, plic a ledvin potkan
kontrolnich a premedikovanych ellipticinem; Hodngtgu pamérem #i nezavislych réeni

Detailre jsou vysledky studii oxidace ellipticinu mikrosdmiéni systémy a indukce
cytochromii P450 ellipticinem uvedeny v publikacich kaich sodast diserténi prace
jakoprilohy 1, 2,3,5a6

4.1.2 Metabolismus ellipticinu cytochromy P450 v rekonstuovaném systému

Studie oxidace ellipticinu mikrosomalnimi systémyleb doplrtna a jednotlivé
izoformy oxidujici ellipticin na dané metabolity pazeny experimenty zkoumajicimi
pieménu ellipticinu jednotlivymi purifikovanymi formamicytochromu P450, a to v
rekonstituovaném systému s NADPH:CYP reduktasousladky gemeny ellipticinu
v rekonstituovanych systémech s potkanim rekomlbman CYP1A1, izolovanymi
potkanimi CYP2B4 a 3A1 a krélmi formami CYP1A2, 2B4, 2E1, 2C3 a 3A6 ukazuje

obrazek 23 —
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Obrazek 23

Metabolismus ellipticinu cytochromy P450 rekongiitanymi s NADPH:CYP reduktasou;
Hodnoty jsou pimérem nejmeéa tii nezavislych réeni
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Oxidace ellipticinu rekonstituovanym systémem pkoianych cytochrorin P450 a
NADPH:CYP reduktasy pk potvrdily vysledky z pedchozich experimeint Mezi
testovanymi enzymy byl ellipticin nejefekti#in oxidovan potkanim rekombinantnim
CYP1Al. Tento enzym katalyzoval zejména tvorbu @Erbyyellipticinu (M1) a
7-hydroxyellipticinu (M4), krdkki CYP1A2 pak zejména tvorbu 9-hydroxyellipticinu.
CYP3AL1 potkana je také velméiny v katalyze metabolismu ellipticinu. Jehiispbenim
vznika gredevsimN®-oxid ellipticinu a 13-hydroxyellipticin. Na rozddd toho, orthologni
kralici CYP3A6 byl v oxidaci tohoto protinadorovéhcaiiléa mnohem meéh vyznamny.
Tyto dva metabolity (13-hydroxyellipticin &*oxid ellipticinu) jsou tvéeny zejména
krélicim CYP2C3, coZ je jedna z nejvice exprimovanychfomam cytochromu P450
v jatrech kralika. Ostatni testované izoformy ciroeni P450 (potkani CYP2B2, kréli
CYP2B4 a CYP2E1) se rovh podileji na oxidaci ellipticinu, ale v mnohem riemie.
Detailrgji jsou vysledky &chto experimerit uvedeny v publikaci uvedené jakwiloha 2
této prace.

Vysledky ziskané ve vySe uvedenych studiich indjkig purifikované cytochromy
P450 v rekonstituovaném systému s NADPH:CYP redwkigjsou vhodnym modelem
simulujicim metabolismus ellipticinu jaternimi magomy, a tudiZ i vhodnym ke studiu
aktivatniho a detoxikéniho metabolismu ellipticinin vitro. Zejména v fipac, nejsou-li

mikrosomy z gkterych tkani, nap nadorovych, k dispozici.

Schopnost cytochroin P450 v rekonstituovaném systému katalyzovat tvorbu
metabolii ellipticinu je kron& koncentrace CYP zavisl4 také na pom CYP
k NADPH:CYP reduktase, a jaiézité, aby tento po#n byl optimalni. Z tohoto hlediska
byly detailré studovany cytochromy P450 1A1 a 1AZXithost oxidace ellipticinusmito
cytochromy P450 rekonstituovanymi s NADPH:CYP readsku se zvySuje s rigtajicim
mnozstvim NADPH:CYP reduktasy do pdm CYP ku reduktase 1. 0.5. Dalsi, ale
nesignifikantni nérst byl pozorovan za pouziti p@m CYP: reduktase 1: 1 a 1: 1(&br.
24). Vysledky tchto studii jsou uvedeny v publikaci, ktera je &mii diserténi prace jako
priloha 4.
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Obrazek 24
Efekt NADPH:CYP reduktasy na oxidaci ellipticinutélyzovanou cytochromy P450 1ARA) a
1A2 (B) v rekonstituovaném systému; Hodnoty jsotnptrem i nezavislych réreni

V metabolickych studiich s jednotlivymi formami oghromu P450 bylo navic
zjisténo, Ze za tvorbu detoxikaich metabolii ellipticinu (9-hydroxyellipticin, 7-
hydroxyellipticin) jsou zodpaxdné orthologni formy cytochraimP450 vSech testovanych
biologickych druli, a to CYP1A1/2. TotéZz vSak nelzici o metabolitech 13-
hydroxyellipticinu, 12-hydroxyellipticinu aN%*oxidu ellipticinu, tedy metabolitech
zodpowdnych za tvorbu dvou hlavnich kovalentnich adukt DNA nalezenych
v orgénech potkana a mysi vystavenych elliptiditidl. In vitro v jaternich mikrosomech
kralika je mnozstviéchto reaktivnich metaboiif a také cytochromy P450 katalyzujici
jejich produkci, odligné od mikrosamidskych %9 potkanich a mysich. CYP2C3 to
tyto metabolity v kratiich mikrosomech'®® a CYP3A v mikrosomech potkanasveka
(158, 162, lGZy.

Ze srovnani metabolismu ellipticinu jaternimi migooy potkana a kralika
s mikrosomy lidskymi*®9 tedy vyplyva, Ze je oxidace ellipticinu katalyzodacytochromy
P450 jaternich mikrosoin¢lovéka obdobna jeho metabolismu v jaternich mikrosomech
potkana.Laboratorni potkan je tedy vhodnym modelem simulujicim chovani eitijpiu

u ¢loveka.
4.2 Aktivace ellipticinu za tvorby adukti s DNAIN vitro ain vivo

Jak jiz bylo uvedeno v Uvodwésti této disertani prace, cytochromy P450 aktivuji
protinadoroveé l&vo ellipticin na metabolity schopné tftbadukty s DNA. Tvorbaé&chto
adukfi byla prokazanin vitro *®, dale v plicnich fibroblastickych biach kecka (V-79)
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transfekovanych lidskymi cytochromy P458%, v bursenych liniich lidského prsniho
adenokarcinomu (bitky MCF-7) ‘%3 a leukemickych hitkach (HL-60, CCRF-CEM$"?,
tak iin vivo v nekterych organech (jatra, slezina, plice, ledvingce, mozek) potkana a
mysi exponovanych tomuto protinadorovémivé ¢ (obr. 25.

Tvorba aduki je determinovana hladinou exprese cytochrd50 a NADPH:CYP
reduktasy. Tyto skutmosti byly zjiS€ny nejen ve studiichn vitro, ale i in vivo.
V piedkladané disertai praci byl pro studie sledujici participaci systé CYP
s NADPH:CYP reduktasou vyuzit model mysi, které ybydleficientni na obsah
NADPH:CYP reduktasy v jatrech (HRN priloha 5.

| e 1

Obrazek 25

Autoradiografie adiktia ellipticinu v DNA tvorenychin vivov jatrech potkanaX), HRN™ (D) a
2wild type“ kontrolni (E) mySi premedikovanyvh ellipticinemin vitro s DNA po aktivaci
ellipticinu jaternimi mikrosomi kontrolnichBj a ellipticinem premedikovanychC] potkari a
Lwild type" mysi (F); in vitro s metabolity ellipticinu, 13-hydroxyellipticinemGj a 12-
hydroxyellipticinem H) bez enzymové aktivace

Detekovany byly minimakdva adukty ellipticinu s DNAMajoritni adukt (adukt
1, obr. 25, jehoz vznik je zavisly na ffitomnosti aktivénich enzynd, je tvden
metabolitem ellipticinu, 13-hydroxyellipticinem (NI3 Druhym aduktem jeminoritni
adukt (adukt 2,obr. 25, ktery vznika jak enzymovou aktivaci, tak i be#itgmnosti
takového systému, prasodobré aktivaci ellipticinu autooxidacf®* 3. Metabolitem
zodpowdnym za jeho tvorbu je 12-hydroxyellipticin (M2)teky je tvden téZ zN*-oxidu
ellipticinu (M5) Polonowskéhoipsmykem.

O struktde tchto adukh je zatim znama pouze ta skirtest, Ze jsou ti@ny
zmirenymi metabolity ellipticinu, respektive karbenioviynonty téchto metabolii,
s deoxyguanosinem v DNA™®. Nicmér, vzhledem k reaktivit tschto ionti byla
struktura obou aduitjiz navrzena. Fedpoklada se, Ze se jedna o produkty reakce obou
karbeniovych iont s exocyklickou amino skupinou deoxyguanogolor. 26)

O izolaci aduktu tviieného 13-hydroxyellipticinem pomoci HPLC a jel&st€nou
charakterizaci jsme se pokusili metodami popsardetailreé v ¢lanku, ktery tvéi prilohu

7 této disertani prace. Hlavni vysledky dosaZené v této studii jsak nastigny niZe.
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Obrazek 26

Schéma metabolické aktivace ellipticindispbenim lidskych CYP a peroxidas zndzfici
vznikajici metabolity aifgdpokladany mechanismus tvorby adikiDNA (Priloha 5)

4.2.1 1zolace a ¢&ast&na charakterizace  aduktu  tva‘eného 13-

hydroxyellipticinem s deoxyguanosinem v DNA

K izolaci aduktu tvéeného reakci 13-hydroxyellipticinu s deoxyguanasinieyla
vyvinuta originalni metoda jeho separace pomoci EPledouci zejména k odeni
aduktu, eluovaného v ret@rim ¢ase 23.8 min, od dalSich nezreagovanychédstiu (13-

hydroxyellipticinu a deoxyguanosinu) inkulma snesi (viz kapitola 3.7apriloha 7).
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Deoxyguanosinovy adukt tweny v DNA reakci s 13-hydroxyellipticinem byl
nejdifve detekovan a kvantifikovan metodou*’R-postlabeling(obr. 27) Jak je z
obrazku 27 patrné, tvorba aduktu z 13-hydroxyedipti v DNA je zavisla na pH.iPpH
6.0 bylo detekovano pouze malé mnozstvi vznikajicdtuktu, zatimco zvySeni pHeho
za nésledek nast tvorby tohoto aduktu, k ngji§imu néaiistu doSlo i hodnot pH 8.4.
Tato zavislost byla potvrzena i pomoci HPLC, ktgranetodou mnohem méreitlivou.
Proto byl adukt vznikajici z 13-hydroxyellipticirudeoxyguanosinu detekovan pouze jako
maly ,,pik*, a to za pH 8.4obr. 28)

A B C

Obrazek 27
Autoradiografie DNA aduktu tyeného 13-hydroxyellipticinem v zavislosti na pHabaované
metodou*’P-postlabeling.4) pH 6.0; B) pH 7.4; C) pH 8.4

30.1

| mAU IWVL:313 nm

Adenvvniiannai

«

20.0 12-hvdrnxvellinticir

10.0 4

0.0

_| Flow : 0.500ml/min

min
-20.0 A e T L A e e e B LB A A T 0

Obrazek 28

HPLC aduktu vzniklého inkubaci 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosinu i pH 7.4 a 8.4.
1) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanositiugi! 8.4;2) inkubace 13-hydroxyellipticinu
a deoxyguanosinuippH 7.4;3) 13-hydroxyellipticin;4) deoxyguanosin.

Mnozstvi tvdieného aduktu 13-hydroxyellipticinu s DNA vyrgzoste také vifitomnosti
konjuganich enzyn (sulfotransferasy, SULT a N-acetyltransferasy, NATjejich kofaktoi
(PAPS, acetyl CoAJobr. 29) Tato skuténost niize mit i fyziologicky vyznam, neliatyto
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konjugani enzymy jsou row exprimovany v cilovych nadorovychitikdch I&by ellipticinem

nag. lidsky karcinom prsu. Stimulace tvorby aduktuhi@roxyellipticinu s DNA konjugaci na

sulfat¢i acetat by proto mohla vést ke zvySeni farmakolagitinosti ellipticinu. Tento naist

byl rovnéz pozorovan pomoci HPL®br. 30) ZvySeni tvorby uvedeného aduktu za tvorby
konjugafi se sulfatem a acetatem navic

188.10 - fold

potvrzuji hypotézu o jeho struk®y jako

produktu reakce karbeniového iontu 13-

26.00 - fold 32.95- fold

- hydroxyellipticinu s deoxyguanosinem.

A\Y

Sulfat a acetét 13-hydroxyellipticinu totiz

tvofi zmireny karbeniovy ion mnohem

Mnozstvi 13-OH-ellipticinového DNA aduktu, RAL x 107

snaze nez 13-hydroxyellipticin samotny.

Obrazek 29
Efekt SULT1A1/2 a NAT1 a 2 na tvorbu aduktu 13-hydrellipticinu s deoxyguanosinem VDNA;
Hodnoty jsou pimérem i nezavislych réreni
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Obrazek 30

HPLC aduktu vzniklého inkubaci 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosinu pi pH 7.4
v pFitomnosti SULT1A1/2 nebo NAT1 a 2 a jejich kofaktoii PAPS a acetyl-CoA.

1) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosirtugii 7.4;

2) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosifugH 7.4 v gitomnosti PAPS a SULT1A1,;
3) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosirfugH 7.4 v gitomnosti PAPS a SULT1A2;
4) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanosidiugi 7.4 v gitomnosti acetyl-CoA a NAT1,
5) inkubace 13-hydroxyellipticinu a deoxyguanositiupd 7.4 v Fitomnosti acetyl-CoA a NAT2.

Ziskané vysledky a také poznatky o tvodalukt ellipticinu s DNA po jeho aktivaci

peroxidasami*’ pIn¢ potvrzuji gredpoklad, Ze majoritni adukt je t#em z reaktivniho
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karbénioveho iontu (ellipticin-13-ylia), ktery jequuktem rozpadu 13-hydroxyellipticinu.
Jak jiz bylo uvedeno vySe, nejprapddobrjSi reakci tohoto reaktivniho intermediatu je
reakce s jednim z nukleofilnich center na deoxygssmu, jmenovié s externi NH
skupinou guaninu v DNAobr. 26, str. 60) Tomuto pedpokladu odpovidaji také vysledky
ze studia vlivu pH na tvorbu uvedeného aduktu. Bzjié&no, Ze pokles pH vede ke
snizeni tvorby aduktu. NiZzSi pH vede k protonaci,NKupiny guaninu v DNA, coZ
zagicinuje snizeni jeho nukleofilicity, ktera je nezbytpé vazbu ellipticin-13-ylia na
tuto skupinu. Také vysledky dalSich experiniemtipovidaji tomuto f@dpokladu. Jiz idve
zminéna tvorba konjugét13-hydroxyellipticinu se sulfatei acetatem usnadje rozpad
na ellipticin-13-ylium. Jeho vySSi produkované nste? pak resultuje ve zvySeni tvorby
aduktu.

Ziskané vysledky jsou slibné préipravu aduktu v mnoZzstvi, kterd budou dositade

pro jeho dalSi charakterizaci pomoci MS a NMR.
4.3 Cytochromy P450 aktivujici ellipticin in vitro ain vivo

Z cytochronti P450 jsou nefingjSimi enzymy aktivujicimi ellipticin za tvorby vysSe
uvedeného majoritniho aduktu ellipticinu s DN vitro lidsky CYP3A4 %9 a potkani
CYP3AL (obr. 31) V experimentechin vivo se vSak ukazala vyznamnost nejenom
cytochrontt P450 podrodiny CYP3A pro tento procé¥d. V pripads experimeni
s modelovym organismem potkana byly totiz nalezgako vyznamné enzymy
participujici na tvorb adukt: ellipticinu s DNA také cytochromy P450 podrodirg £°9.
Ty jsou ovSem v aktivaci ellipticinu v rekonstittanem systémin vitro mnohem meé
acinné nez CYP3A(obr. 31) Podileji se naopak zejména na twordbetoxika&nich
metabolifi ellipticinu, 9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticinobr. 23, str. 56) Fi¢iny této
pozorované nesrovnalosti jsme se proto snaziliatiisdalSimi studiemi.

Jednou z $¢in vySe uvedené diskrepance by mohl byt fakt uvgdekapitole
4.1.1 Tedy, Ze ellipticin je schopen indukovat cytoahgoP450 podrodiny 1A. Indukce
CYP1A1l a 1A2 v jatrech a extrahepatéalnich tkanficé, ledviny) totiz vede k potenciaci
nejen tvorby jednotlivych metabalitellipticinu (obr. 21, str. 55) ale i tvorby adukt
s DNA (obr. 22, str. 56) Jak jiz bylo zmiano vySe, timto zfisobem tedy ellipticin
samotny ovliviuje svou vlastni biologickou aktivitu. Detaily stadndukiniho potencialu

ellipticinu na CYP1A1/2 v organismu laboratornihath@ana a jeho vliv na potenciaci jeho
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biologického dinku jsou uvedeny v publikacich, které tvprilohy 3 a 6této disertani

prace. B Adukt 1

I Adukt 2
4,5 5
4,0—-
3.5
3,0—-
2.5 4
2,0—-
1,5—-

1,0

DNA adukty (RAL. 10 )

0,5 4

0,0 =
1A1 1A2 2B2 2B 4 2C3 2E1 3A1 3A6

Obrazek 31
Aktivace ellipticinu izolovanymi cytochromy P450kanstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou.
M&teno metodod?P-postlabeling; Hodnoty jsoutpnérem ¥ nezavislych nseni

DalSim moznym vysitlenim rozdilného podilu jednotlivych cytochran®450 na
aktivaci ellipticinuin vitro ain vivo maZze byt gitomnost dalSich proteinv membras
endoplasmatického retikula a jejich vliv na tentogesin vivo. Jednim z kandidatnich
proteini je cytochrom k ktery je fakultativni sotésti MFO systému. Vdkolika

pripadech byl totiZ jeho vliv na reakce katalyzovagtdchromy P450 prokazaff®2?.

4.4 Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromy P450 1A1
alA2

V dalSi ¢asti disertani prace byl sledovan vliv cytochromy e oxid&ni aktivaci
ellipticinu purifikovanym CYP1Al a 1A2 v rekonstduaném systéemu s NADPH:CYP
reduktasou. V experimentech byl pouZit izolovanytkpai rekombinantni CYP1Al a
jaterni kralei CYP1A2. Cytochrom byl izolovan roviz z jater kralika.

Nejdiive jsme sledovali vliv rozdilnych koncentraci aftoomu k3 na tvorbu
jednotlivych  metabolit  ellipticinu.  Cytochromb byl pfidavan k CYP1A
v rekonstituovaném systému v pém (CYP: cyt B) 1:1 az 1:10.DosaZzené vysledky
ilustrujeobrazek 32

V experimentech bylo zji&ho, Ze vlivem zvySujiciho se mnoZstvi cytochromw b
systémech obou cytochrédm P450 dochazi kvyznamné &m v podilu tvorby
jednotlivych metabolit ellipticinu. To je unikatni zjighi, které dosud nebylo v literdtu

popséano. Dosud je znamo, Ze cytochrasibe ovliviuje (stimul&ng & inhibigng 90293
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oxidaci riznych substrét nebylo vSak popsano, Ze se zasaani spektrum produkt

oxidace &chto substrdit
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Obréazek 32

Vliv cytochromu B na oxidaci ellipticinu cytochromy P450 1ARA) a 1A2 B); Hodnoty jsou
primérem ti nezavislych r&eni

Tendence &hto zmén je pro oba cytochromy P450 podrodiny 1A srovmeiel
Jmenovit je snizena tvorba 9-hydroxyellipticinu (M1) a tipact CYP1ALl i tvorba 7-
hydroxyellipticinu (M4), tedy metabotitdetoxika&nich, neb6 jsou po konjugaci ve druhé
fazi biotransformace z organismu vitwany““?. Naopak stimuléni efekt cytochromu
byl pozorovan na vznik 12-hydroxyellipticinu (M2),3-hydroxyellipticinu (M3) aN?
oxidu ellipticinu (M5) (obr. 32) Tedy metabolit, které zodpovidaji za tvorbu
kovalentnich DNA adukit Cytochrom b tak tedy vyrazé stimuluje oxidaci ellipticinu
cytochromy P450 1A1/2 na farmakologicky vyznamnéivdgy. Tento poznatek byl
potvrzen i sledovanim tvorby adiktellipticinu s DNA metodou **P-postlabeling.
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Cytochrom By v systému CYP1Al a 1A2 rekonstituovanych s NADPHEChduktasou
zvySoval mnoZzstvi vznikajicich aduks DNA (tab. 6, obr. 33)
Tabulka 6

Vliv cytochromu B3 na tvorbu adukt ellipticinu s DNA aktivovaného cytochromy P450 1A1LA2
rekonstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou

DNA adukty (RAL . 10 7)

Enzymovy systém Y
Adukt 1 Adukt 2 Soucet

CYP1A1 + NADPH:CYP reduktasa

(1:1) 150+0.2 0.76+0.1 2.26+0.3

CYP1A1l + NADPH:CYP reduktasa
+ cytochrom bg (1:1:5) 9.89+06 1.80+03 11.69+0.9
aYlF;lAZ + NADPH:CYP reduktasa 089+01 050+01 1.39+02
CYP1A2 + NADPH:CYP reduktasa

+ cytochrom by (1:1:5) 3.50+0.2 0.60+0.1 420+0.3

100 pmol CYP1A1/2 bylo rekonstituovano se 100 pN@IDPH:CYP reduktasy v absen¢i
ptitomnosti 500 pmol cytochromus.b100 uM ellipticin, 1 mM NADPH, 1 mg DNA a 0.1 M
fosfatovy pufr, pH 7.4 byly pouzity vinkubaich smésich. DNA byla izolovana fenol-
chloroformovou extrakci a adukty ellipticinu s DN#halyzovany pomoci metod§P-postlabeling;
Hodnoty jsou pimérem i nezavislych réreni

14— F=5.2

12 ] Il

-7,

DNA adukty (RAL.10 )
o
1

(o2} ©
| |

IS
|

N
|

| B

CYP1A1 CYP1A2

I CYP1A1 (1A2) rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou (1:1)
EET CYP1A1 (1A2) rekonstituovany s NADPH:CYP reduktasou a cytochromem b, (1:1:5)

Obrazek 33
Vliv cytochromu B na tvorbu adukit ellipticinu s DNA aktivovaného cytochromy P450 1A1LA2
rekonstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou; Hodnaetyy ptimérem #i nezavislych réeni

Ziskané vysledky jednozti@ vyswtluji drive nalezenou rozdilnostci@nosti
cytochromii P450 1A1 a 1A2 oxidovat ellipticin na metabolityottici adukty s DNAIn

vitro a in vivo. Je nanejvyS pra¥godobné, Ze vysledky prokazujici vysokotinfost
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cytochromii P450 1A v aktivaci ellipticinun vivo vyplyvaji z vlivu cytochromu & ktery
je v pirozeném systému membran endoplasmatického retikaeganismu fitomen a
ovliviiuje tak katalytickou €innost cytochrom P450. Pro potvrzengg¢hto vysledk in

Mo

cytochromu bv jatrech.

V dalSi etap studia vlivu cytochromu fna gemenu ellipticinu katalyzovanou
cytochromy P450 1A1/2 byla sledovana kinetié@hto enzymow katalyzovanych reakci.

Kinetika enzymové oxidace ellipticinu cytochromgdpodiny 1A bez fitomnosti
cytochromu bv rekonstituovaném systému vykazovala klasickouehyplickou zavislost
odpovidajici kinetice dle Michaelis-Mentenoygbr. 34) Hillav koeficientn (tab. 7 a
priloha 4) byl roven nebo blizky hodnobt 1. Za pitomnosti cytochromu & v
rekonstituovaném systému vSak doslarpac CYP1AL ke znmin¢ v charakteru kinetickée
kiivky pro vznik 12-hydroxy- a 13-hydroxyellipticin0tato zavislost vykazuje sigmoidalni
prabéh (obr. 34).Hodnota Hillova koeficientu se blizila hodsd (tab. 7) coz indikuje
pozitivni kooperativitu vazby ellipticinu na enzyrmtytochrom g v rekonstituovaném
systému s CYP1A2 charakter kinetickych zavislostakpcky nengnil pro Zadny
Zz metabolit. Zavislost byla viceti meére stale hyperbolickda. DosSlo vSak ke zvysSeni
rychlosti tvorby 12-hydroxy- a 13-hydroxyelliptiair(tab. 7) Kinetika oxidace ellipticinu
naN?-oxid ellipticinu nebyla vyhodnocovana vzhledemdstabilit tohoto metabolitu.

Tabulka 7
Kinetické parametry oxidace ellipticinu cytochron8B4501A1/2 za absence a #itpmnosti
cytochromu b

CYP1A1 CYP1A1l + bs
Metabolity n Vimax Metabolity n Vimax
[min™] [min™]
M1 1.01 1.34 M1 0.63 0.50
M2 0.91 0.08 M2 1.73 2.50
M3 0.89 0.06 M3 2.31 2.25
M4 0.98 0.22 M4 0.44 0.18
CYP1A2 CYP1A2 + bs
Metabolity n Vimax Metabolity n Vimax
[min™] [min™]
M1 1.01 1.00 M1 1.10 0.61
M2 1.03 0.06 M2 1.15 0.33
M3 1.08 0.10 M3 1.40 0.18
M4 1.03 0.02 M4 1.15 0.03
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Obrazek 34

Kinetika oxidace ellipticinu katalyzovana potkanfekombinantnim cytochromem P450 1Al za
absence cytochromu PA), za gitomnosti cytochromu 44(B) a kraleéim cytochromem P450 1A2
za absence cytochromy €(C), za Fitomnosti cytochromu §(D); Hodnoty jsou pimérem &i
nezavislych réeni

4.4.1 Mechanismus pisobeni cytochromu fg

Jak jiz bylo zmigno v uvodu disertai prace, neni mechanismugispbeni

cytochromu b na reakce katalyzované cytochromy P450 dosud mditiee objasrin.
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Zalezi jak na izoforma CYP, se kterou cytochroms bpolupracuje, tak na jeho substratu.
Dosud byly navrZzenytyii mechanismy, kterymi fZe cytochrom bke stimulaci reakci
katalyzovanych cytochromy P450rigpivat (viz kapitola 1.4.3.2. K objasrni, zda
cytochrom lg ovliviiuje oxidaci ellipticinu progednictvim penosu elektroin nebo pouze
zmeénou konformace cytochromu P450, je nezbytné posondjen efekt nativniho
cytochromu b na oxidaci tohoto kva, ale i cytochromu 4§ u nthoz je odstragna
neproteinova (hemova) slozka. Tedy apo-cytochroga’ &nto protein totiz nenifenosu
elektronmi schopen. V dalSiasti vyzkumu jsme se proto zéfi na pripravu apo-

cytochromu b.
4.4.1.1 P¥iprava apo-cytochromu b

Pro ziskani apo-cytochromu Inusi byt hem z molekuly proteinu efektéynale
opatrre odstragn tak, aby byla zachovana jehdirpzena konformace. Nejprve jsme
testovali extrakci hemu z purifikovaného ké#io cytochromu b okyselenym acetonem
(120. 195 v/ tomto Fipack vSak tdina proteinu denaturovala a precipitovala. Pistoe
pristoupili k pripravw apo-cytochromu ppomoci heterologni exprese wvilach E. coli
Experimentalni podminky této exprese jsou podéopopsany \kapitole 3.8 Vysledky
jsou téz uvedeny v rukopisu pracéippavené k publikaci, ktera tvb prilohu 8 této
disertace.

V prvni fazi této ¢asti vyzkumu jsme fpravili gen pro membranovou formu
kraliciho cytochromu &z kometné syntetizovanych oligonukleotid Dale pak expresni
vektor z plasmidu pET-22b, kterym byly pro produlteinsformovény hiky E. coli Bl-21
(DE3) Gold. Produkci proteinu apo-cytochromypb indukci kultury v 0.5 | LB media
IPTG a naslednou purifikaci ionexovou chromatogrnafi DEAE-Sepharose CL6B jsme
ziskali dostané mnozstvi proteinu, ktery & po optovném dodani hemu k apo-
cytochromu b titraci roztokem heminuobr. 35A) identické vlastnosti jako nativni
cytochrom lp (izolovany z jater kralika). Takto ziskany proteapo-cytochromu £
vykazuje stejnou elektroforetickou pohyblivosti DS-PAGE v 15% geluobr. 36)
charakteristicka spektra v oxidovaném stavu s makifrabsorbanci Soretova pasu4i3
nm a v redukované forn(ptisobenim dithioriitanu) @ 424, 526 a 556 nm jako nativni
cytochrom B (obr. 35B) Purifikovany rekombinantni apo-cytochrormg rekonstituovany
s hemem na nativni cytochroms e také redukovatelny NADPH:CYP reduktasou

v rekonstituovaném systému pédani NADPH, obdobé& jako nativni kraki cytochrom
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bs (obr. 35C) Nalezena totiz byla analogicka dife¢ah spektra apo-cytochromus b
rekonstituovaného s heminem a izolovaného &&i cytochromu b(mezi oxidovanymi a

redukovanymi formami obou cytk ale ne heminu samotnéfabr. 35C)
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Obrazek 35

Spektralni charakterizace rekombinantniho apo-cytobromu bs. (A) Titrace apo-bheminem;
(B) spektrum oxidovanécérkovar) a redukované formy (plnéara) (apo)-g (C) Diferercni
spektra (mezoxidovanymi a redukovanymi formami cyg)kpurifikovaného rekombinantniho
cytochromu b (1), purifikovaného kratitho cytochromu £(11) a heminu (llI)

Ziskané vysledky nazfaji, Ze gipraveny rekombinantni apo-cytochrorg je ve
své nativni konformaci. &em purifik&ni procedury nedoSlo tedy k ireverzibilnimu

poSkozeni jeho proteinové struktury.

1 2 3 45 6 7 8

Obréazek 36

SDS elektroforéza apo-cytochromu b
v priabéhu purifikace (15% separai gel)
1- standard molekulovych hmotnosti

2- buagend kultura po indukci
3- supernatant po sonikaci

- 4- peleta po prvni ultracentrifugaci
5- solubilizat
) - 6- protein po chromatografii na DEAE-
(Apo )b5 —-_— - - - Sepharose

7- vysledny produkt-rekombinantni apg-b
8- purifikovany jaterni krédii cytochrom b
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Apo-cytochrom b byl déle vyuzit misto nativniho cytochromu s b
v rekonstituovaném systému cytochitorR450 1A1 a 1A2 s NADPH:CYP reduktasou.

Takto gipraveny enzymovy systém byl pak pouzit pro studaxigdace ellipticinu.

4.4.1.2 Vliv cytochromu bs, apo-cytochromu Iy a dalSich proteini na oxidaci
ellipticinu cytochromy P450 1A1/2

Kromé cytochromu pa apo-cytochromuspbyl na oxidaci ellipticinu cytochromy
P450 1A1/2 zkouman vliv i dalSich latek. Jmenbyitoteini superoxid dismutasy (SOD),
cytochromu c¢ (cyt c), lysozymu, myoglobinu, lidskébérového albuminu (HSA) a dale
pak heminu. VSechny tyto latky byly do rekonstitaného systému fplavany
v pétinasobném pogru vici CYP, tedy v pordru analogickém, v jakém bylfipavan
nativni cytochrom &€

Vysledky jsou uvedeny nabrazku 37 Zjistili jsme, Ze na metabolismus ellipticinu
ma signifikantni vliv pouze nativni cytochrorg. Bak bylo zmisno vkapitole 4.4 vlivem
cytochromu b dochazi ke z#mé pomeru metabolit ellipticinu, a to ve prosfth
metabolifi aktivainich, tvdicich adukty s DNA. Apo-cytochromsla ostatni proteiny,ta
uz ty, které obsahuji porfyrinovy skelet (cyt c, aglobin) ¢i proteiny bez této struktury,
vliv na oxidaci ellipticinu cytochroifh P450 1A1 a 1A2 prakticky nevykazuji. Oxidaci
ellipticinu signifikantré neovliviiuje ani hemin, tedy sl@enina obsahujici porfyrinovy
skelet samotny. Naopak apo-cytochrorg jpo rekonstituci s hemem (,natitrovani*
heminem) ovlivioval metabolismus ellipticinu obdobnym tgmbem jako nativni
cytochrom . Tato skuténost tedy potvrzuje vySe uvedené vysledky v tonpig@aveny

rekombinantni apo-cytochrom Je po purifikaci skuténé ve své pirozené konformaci.
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Obrazek 37

Vliv cytochromu R, apo-cytochromu $a dalSich latek na oxidaci ellipticinu cytochrom¢50
1A1 (A) a 1A2 8); Hodnoty jsou pim&rem i nezavislych résteni

Ziskané vysledky jednozty& ukazuji, ze fitomnost hemové struktury
v cytochromu b je esencialni pro ovliwimi oxidace ellipticinu cytochromy P450 1A1/2.
Tato skuténost by nazn#vala, Ze cytochromsbpodporuje reakci oxidace ellipticinu
prostednictvim genosu elektron Zarézejici je vSak fakt, Zeigobenim cytochromusb
nedochazi jen k jednoduché stimulaci oxidace &limt na jeho metabolity. Dochazi ke
zmené v zastoupeni jednotlivych oxidiaich produkd ellipticinu, ke sniZeni tvorby 9-
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hydroxy- a 7-hydroxyellipticinu a k néstu 13-hydroxy-, 12-hydroxyellipticinu l*-oxidu

ellipticinu. V piipadt CYP1A1 je dokonce cytochromerg yznamm ovlivnéna i kinetika
oxidace ellipticinu. Uvedené zmy v oxidaci ellipticinu a v jeji kinetice lze tedybtizre

vyswtlit pouhym efektivigjSim grenosem elektran Lze tedy pedpokladat, Ze tato zima

oxidace ellipticinu cytochromy P450 1A1/2 resultuje konform&nich zmén proteiri

obou enzym po interakci s cytochromeng,bkterd vede k odlisné vagtellipticinu do
jejich aktivniho centra. Jmeno¥itk takové vaz® ellipticinu, kterd zpistupiuje atak
kysliku na uhliky 12 a 18i na dusik 2Zellipticinového skeletu. O jaké zmy se jedna,
zistava otekenou otazkou.

DalSi otdzkou je také skuimost, zda zfistupréni uhliki 12 a 13 molekuly
ellipticinu pro atak kysliku v aktivnim centru CYR1 neni dano i vazbou dalSi molekuly
ellipticinu na protein tohoto enzymu po jeho inkeias cytochromem 4§ Tento fakt je
totiz signalizovan pozitivni kooperativitou v ki tvorby 12-hydroxy- a 13-
hydroxyellipticinu cytochromem P450 1A1 po interekcytochromem $

Vyswétleni vySe uvedenych otazek buddegnétem dalSiho vyzkumu v nasi

laboratdi.
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5 SOUHRN A ZAVER

Predkladana disertai prace pispiva k roz&eni znalosti v oblasti farmakologickych
acinka protinadorového tBva ellipticinu a jeho mechanismuigobeni. Hspivad téz
k poznani funkce cytochramP450 a dalSich slozek systému oxidas (oxygenas) se

smiSenou funkci (MFO) v oxidaci studovanéh&éva. Rozviji tak i obecné biochemické

Mrivriw s

Vhodnym modelovym organismem pro studium metabolism ellipticinu je
laboratorni potkan

Premena ellipticinu jaternimi mikrosomalnimi frakcemi thana, kralika a mysSi byla
sledovanain vitro a porovnana s metabolismem ellipticinu jaternimkrosomalnim
systémemcloveéka. V ramci &chto experimerit bylo zjiS€no, Ze porrné zastoupeni
jednotlivych metabolit je u tiznych druli rizné. Lidské a potkani enzymové systémy
premenovaly ellipticin  obdobg. Majoritné na 13-hydroxyellipticin, déle se tkity
s klesajici efektivitouN®oxid ellipticinu, 12-hydroxy-, 9-hydroxy- a 7-hyayellipticin.
Premena ellipticinu enzymovymi systémy kralika a mySijegla kvantitativié jako zcela
odlidna. Majoritnim metabolitem t#enym kraléimi mikrosomy bylN?-oxid ellipticinu,
mikrosomy mysi nejefektiw)i tvorily 9-hydroxyellipticin.

Identifikovany byly izoformy cytochromid P450 zodpo¥dné za tvorbu jednotlivych
metabolita ellipticinu

Pri studiu izoforem cytochromP450 tvaicich jednotlivé metabolity ellipticinu byly jako
modelové enzymové systémy pouZzity mikrosomalni deakpotkad a kréliki
premedikovanych znamymi induktory jednotlivych fereytochromu P450. Zkouman byl
i vliv specifickych inhibitofi cytochromi P450. V dalSim fiblizeni byly pouzity téz
jednotlivé izolovanéci rekombinantni Zzivéisné cytochromy P450 rekonstituované
s NADPH:CYP reduktasou. Ziskané vysledky pak bylyopnany s vysledky nalezenymi
pro oxidaci ellipticinu cytochromy P458ovéka. Zjistili jsme, Ze detoxikani metabolity
ellipticinu (9-hydroxy- a 7-hydroxyellipticin) jsow obou biologickych druzich tweny
zejména CYP1Al a 1A2. Tyto cytochromy P450 oxidaljipticin na oba metabolity i
v lidském organismu. Cytochromy P450 katalyzujidrbu metabolii, které generu;ji
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adukty v DNA (13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticinjsou v organismu potkana a kralika
odliSné. V pipads potkana je za jejich vznik zodp&ny zejména CYP3A1, obdobiako
orthologni lidsky CYP3A4, kdeZtocinnost orthologniho CYP3AG6 v organismu krélika, je

mnohem nizSi. Zde je za vznikchto metabolii zodpowdny zejména CYP2C3.

Ellipticin ovliv iiuje svij farmakologicky a genotoxicky potencial indukci CYP1A1/2

Vystaveni organismu laboratorniho potkana elliptici(i.p.) vede k signifikantnimu
zvysSeni exprese i aktivity CYP1Al a 1A2 v jatreakxirahepatalnich organech. Ellipticin
tedy pisobi jako dinny induktor tchto enzymi. Vlivem této indukce dochazi téz

k vyznamnému zvySeni oxidace ellipticinu a tvorélgg aduki s DNA.

Cytochrom bs moduluje oxidaci ellipticinu cytochromy P450 1A1/2

Vlivem cytochromu b dochazi ke zgné v zastoupeni jednotlivych metabaligllipticinu,

tvorenych cytochromy P450 1Al a 1A2, a to ve pébhpmetabolii tvoricich adukty
v DNA. ZvySena je tvorba jak 12-hydroxy-, tak i h@droxyellipticinu. Naopak
detoxika&ni metabolity ellipticinu (9-hydroxy- a 7-hydroxyieticin) jsou generovany

v mnozstvi mnohem mensim.

Cytochrom bsovliviiuje kinetiku oxidace ellipticinu cytochromy P450 1A/2

Cytochrom lg v rekonstituovaném systéemu CYP1A1 a NADPH:CYP kealsy neEni
kinetiku oxidace ellipticinu na 12-hydroxy- a 13emgxyellipticin ze zavislosti
hyperbolické na sigmoidalni. Hodnota Hillova ko&fitu se pro uvedené oxidace
pusobenim cytochromuslzvySila az na hodnotu 2, signalizujici pozitivniokerativitu.

V rekonstituovaném systému CYP1A2 s NADPH:CYP ktdsou #stava fisobenim
cytochromu b hyperbolicky charakter kinetiky oxidace ellipticinzachovan, dochazi

pouze ke zvySeni rychlosti tvorby 12-hydroxy- aly@hoxyellipticinu.

Heterologni expresi v buikach E. coli byl pFipraven rekombinantni apo-cytochrom by
Apo-cytochrom b pripraveny heterologni expresi vitkach E. coli ma po rekonstituci
s heminem identické vlastnosti jako nativni cytachry. Originalré vyvinutym postupem

byl tedy ziskan apo-cytochrong ¥ nativni konformaci.
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Cytochrom bs ovliviiuje oxidaci ellipticinu cytochromy P450 1A1/2 jak mtenciaci
pirenosu elektroma v oxidasovém (MFO) systému, tak i z&nou konformace enzyni
Uzitim pripraveného apo-cytochromu pro oxidaci ellipticinu v systémech cytochrom
P450 1A1 a 1A2 rekonstituovanych s NADPH:CYP reds&tl a porovnanim vysleilk
s daty studii s nativnim cytochromemmiispélo k oswtleni mechanismuisobeni tohoto
proteinu na oba enzymy. Hemovy kofaktor cytochrolsuje pro ovlivreni oxidace
ellipticinu (zastoupeni jednotlivych metabd)it cytochromy P450 1A1/2 esencialni.
Cytochrom l tedy podporuje oxidmi reakce progednictvim penosu elektroin
Mechanismus, kterym cytochroms toito oxidaci ovliviuje se vSak zda byt komplesjsi.
Nedochazi totiz jen k prostému zvySeni tvorby vSewaboliti, ale je zndnén i jejich
vzajemny pondr. Cytochrom b tedy nejspiSeifspiva i ke zniné¢ konformace obowthto
cytochronii P450.

Byla vyvinuta originalni metoda HPLC pro izolaci aduktu tvoreného 13-
hydroxyellipticinem s deoxyguanosinem v DNA

Reakci 13-hydroxyellipticinu s DNA vznika deoxygwamovy adukt, jehoz struktura neni
dosud zndma. MnoZstvi aduktu vznikajiciho s DNAbeeoxyguanosinem) je totiz tak
nizké, Ze po izolaci pomoci ndvyvinuté separace HPLC nedastaalo pro jeho detailni
strukturni charakterizaci. Ziskané vysledky vSagavédaji, Ze se jedna o adukt vznikly
reakci karbeniového iontu tieného z 13-hydroxyellipticinu (ellipticin-13-ylia)
s exocyklickou amino skupinou deoxyguanosinu. #jisgsme, Ze konjugace 13-
hydroxyellipticinu s aktivnim sulfatem a acetyl CoZa (&asti sulfotransferas a\-
acetyltransferas vede k produkci vysSiho mnozZsiiwoto aduktu. Ziskané vysledky jsou

tedy slibné pro jehoffpravu v mnozstvi dostateém pro dalSi strukturni charakterizaci.

Jak je zvySe uvedenéhaepledu patrné, fpdkladana disertai prace pnasi
originalni wdecké poznatkyCast tchto poznatk jiz také byla publikovana formou
casopiseckych publikaci v renomovanyafdeckych periodikach. Takto bylo publikovano
7 praci, které tvih sowast diserténi prace jako plohy 1-7. Jedna prace je k zaslani do
¢asopisu k publikaci fipravena (viz rukopis publikace uvedeny jakiilgha 8). Rada
dalSich poznatk vyplyvajicich z vysledk prezentovanych v disetiai praci, vSak byla
dosud publikovana pouze formotigpEvka na wdeckych kongresech a sympoziich. Pro

¢asopiseckou publikaci jsou nyrigravovany.
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