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Seznam použitých zkratek 
 
BQ 1,4-benzochinon 
C katechol 
CLZ chlorzoxazon 
CPR NADPH:cytochrom P450 reduktasa (E.C. 1.6.2.4) 
CYP cytochrom P450 (E.C. 1.14.14.1) 
DMPO 1,1,3,3-tetramethoxypropan, 5,5´-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
DOX doxorubicin 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
ESR elektronová spinová rezonance 
FAD flavin adenin dinukleotid 
FMN flavin mononukleotid 
HQ 1,4-hydrochinon 
IgG imunoglobulin G 
IgG-HRP kozí anti-králi�í IgG navázaný na k�enovou peroxidasu (goat 

anti-rabbit IgG coupled to horseradish peroxidase) 
IPTG isopropylthiogalaktosid 
KPi fosfátový pufr 
MFO systém systém oxidas a oxygenas se smíšenou funkcí (mixed function 

oxidases) 
ΝΑΝΑΝΑΝΑDH �-nikotinamid adenin dinukleotid, redukovaná forma 

ΝΑΝΑΝΑΝΑDP β-nikotinamid adenin dinukleotid fosfát, oxidovaná forma 
ΝΑΝΑΝΑΝΑDPH β-nikotinamid adenin dinukleotid fosfát, redukovaná forma 
ΝΑΝΑΝΑΝΑDPH-GS NADPH generující systém 
PMSF fenylmetylsulfonylfluorid 
ROS reaktivní formy kyslíku (reactive oxygen species) 
SDS laurylsulfát sodný 
SQ semichinonový radikál 
TEMED N,N,N',N'- tetramethyl-ethylendiamin 
TEMPOL 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin 1-oxyl 
TES testosteron 
Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
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Teoretický úvod 
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1.1 Biotransformace a biotransforma�ní enzymy 

 

1.1.1 Xenobiotika a jejich osud v organismu 

 

Biotransformace je proces p�em�ny cizorodých látek v živém organismu 

napomáhající jejich eliminaci [1]. Cizorodé látky, se kterými organismus p�ichází do 

styku, p�i�emž  normáln� v n�m nejsou p�ítomny a nemají žádnou fyziologickou úlohu, 

se nazývají xenobiotika [1] a mohou být p�írodního nebo syntetického p�vodu. 

Xenobiotika vstupující do organismu mohou být vylou�ena v nezm�n�né form�, mohou 

projít neenzymatickou p�em�nou anebo mohou být metabolizována, tj. p�em�n�na 

enzymaticky. Metabolizovány jsou p�edevším látky, které by díky vysoké lipofilit� 

nemohly být z organismu vylou�eny. Biotransforma�ní reakce tedy zpravidla sm��ují ke 

snížení lipofility xenobiotik. Tento proces je v�tšinou dvoufázový, v první fázi se v 

molekule vytvo�í nebo odkryje vhodná funk�ní skupina, v druhé fázi biotransformace je 

tato funk�ní skupina použita ke konjugaci s endogenní hydrofilní molekulou [2]. 

Biotransforma�ní enzymy se vyvinuly pravd�podobn� na ochranu organism� p�ed 

xenobiotiky p�írodního, nap�. rostlinného p�vodu a vyzna�ují se n�kterými vlastnostmi, 

které je odlišují od enzym� endogenního metabolismu. Jedná se zejména o nízkou 

substrátovou specifitu a dokonce i nízkou specifitu produktu (tj. možnost katalýzy 

r�zných reakcí jedním enzymem). Dále jsou biotransforma�ní enzymy charakterizovány 

afinitou k lipofilním slou�eninám a v�tšinou také nízkou kapacitou. Je pro n� typické, že 

mohou být xenobiotiky, v�etn� svých substrát�, indukovány nebo inhibovány.  
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D�sledky biotransforma�ních reakcí pro ú�inky xenobiotika na organismus mohou 

být rozmanité, v nejjednodušším p�ípad�, kdy z jednoho xenobiotika vzniká jeden 

metabolit, existují �ty�i možnosti: 

 

1) ani xenobiotikum ani metabolit nejsou biologicky aktivní 

2) pouze xenobiotikum je biologicky aktivní 

3) xenobiotikum i metabolit jsou biologicky aktivní 

4) za biologickou aktivitu je zodpov�dný výhradn� metabolit 

 

Biologickou aktivitou se p�itom rozumí žádoucí i nežádoucí ú�inky, p�ípadn� 

toxicita. Biotransforma�ní reakce tedy mohou mít charakter aktiva�ní nebo deaktiva�ní, 

toxika�ní nebo detoxika�ní. Aktivita metabolitu se p�itom m�že výrazn� kvalitativn� i 

kvantitativn� lišit od aktivity p�vodního xenobiotika. Studium biotransformace je proto 

významnou sou�ástí farmakologického i toxikologického výzkumu a vývoje nových 

lé�iv. 

 

1.1.2 Mikrosomální monooxygenázový systém 

 

1.1.2.1 Cytochromy P450  

 

Za nejvýznamn�jší nadrodinu biotransforma�ních enzym� první fáze 

biotransformace jsou považovány hemthiolátové enzymy cytochromy P450 (P450, E.C. 

1.14.14.1, [2]). Cytochromy P450 jsou terminálními oxidázami tzv. mikrosomálního 

monooxygenázového systému, který p�edstavuje nejvýznamn�jší enzymatický systém 
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první fáze biotransformace. Je též ozna�ován jako systém oxidáz a oxygenáz se 

smíšenou funkcí (mixed function oxidases – MFO system). Základními složkami MFO 

systému jsou  flavinový enzym NADPH:cytochrom P450 reduktáza (CPR, E.C. 

1.6.2.4,), cytochrom P450 a membránové lipidy. Subcelulárn� je MFO systém 

lokalizován p�evážn� v membrán� endoplazmatického retikula (v tzv.  mikrosomální 

frakci) v orgánech exponovaných xenobiotik�m (játra, plíce, ledviny, gastrointestinální 

trakt) a v menší mí�e v mitochondriální membrán�. 

Cytochromy P450 byly nalezeny ve všech studovaných  prokaryotických i 

eukaryotických organismech [3]. Krom� metabolismu xenobiotik se podílí i na 

endogenních procesech jako nap�. metabolismu eikosanoid�, biosyntéze cholesterolu a 

žlu�ových kyselin, syntéze a metabolismu steroid� nebo syntéze a degradaci biogenních 

amin� [2].  

Systematická nomenklatura cytochrom� P450 je založena na shod� 

aminokyselinových sekvencí. Cytochromy P450 se d�lí na rodiny ozna�ované �íseln� 

(sekven�ní homologie >40%) a na podrodiny zna�ené písmeny (sekven�ní 

homologie >60%) [4]. Jednotlivé enzymy náležící do podrodin mají op�t �íselné 

ozna�ení, p�íkladem výsledného pojmenování enzymu tedy m�že být 2E1, 3A4 apod. 

Celkem bylo k 7. zá�í 2007 identifikováno u živých organism� 7703 r�zných sekvencí 

cytochrom� P450  náležících do 866 rodin, z toho u živo�ich� 2740 sekvencí z 109 

rodin [5]. U savc� se nacházejí cytochromy P450 z 18 rodin [2]. Lidský genom obsahuje 

geny 57 cytochrom� P450 (s 58 pseudogeny), z nichž 15 se ú�astní biotransformace 

xenobiotik, 29 se podílí na metabolismu endogenních substrát�  a u 13 není substrát 

známý [6]. 
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 Jako monooxygenázy se ozna�ují enzymy katalyzující zpravidla oxidace, p�i kterých 

je do molekuly substrátu zaveden jeden atom kyslíku, nej�ast�ji ve form� hydroxylové 

skupiny. Monooxygenázová reakce je také nejtypi�t�jší reakcí katalyzovanou 

cytochromy P450. V pr�b�hu reakce dochází k aktivaci molekulárního kyslíku postupn� 

dv�ma elektrony, jejichž donorem je CPR. Jeden atom kyslíku je potom zabudován do 

molekuly substrátu a druhý je redukován na vodu. Pr�b�h monooxygenázové reakce lze 

tedy vyjád�it následující rovnicí, kde RH zna�í substrát a ROH hydroxylovaný 

produkt [7]: 

 

RH + O2 + NADPH + H+ � ROH + H2O + NADP+ 

 

Oxygena�ní reakce katalyzované cytochromy P450 zahrnují nap�. C-hydroxylace, 

oxygenace heteroatomu nebo tvorbu epoxid�. Z dalších oxida�ních reakcí se m�že 

jednat o oxidativní št�pení ester�, dearylaci, aromatickou dehalogenaci a další reakce. 

V mnoha p�ípadech jsou zdánliv� neobvyklé produkty d�sledkem zm�n v uspo�ádání 

molekuly, ke kterým dochází samovoln� až po uvoln�ní z vazby na cytochrom P450 [8]. 

Krom� monooxygenázové aktivity mohou cytochromy P450 p�sobit i jinými 

mechanismy. Jsou schopny katalyzovat n�které reduk�ní reakce, pokud elektrony 

poskytnuté CPR nejsou využity k aktivaci kyslíku, ale redukují p�ímo substrát [8]. 

Dalším reak�ním mechanismem cytochrom� P450 je peroxidasová aktivita. V tomto 

p�ípad� není t�eba CPR jako donor elektron�, protože neprobíhá aktivace molekulárního 

kyslíku. Zdrojem atomu kyslíku je organický peroxid nebo peroxid vodíku a výsledkem 

je hydroxylovaný substrát stejn� jako v  p�ípad� typického monooxygenázového 

mechanismu. Cytochromy P450 mohou však peroxid vodíku a jiné reaktivní formy 
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kyslíku (reactive oxygen species - ROS) také produkovat a to p�i interakci se substrátem, 

který má sice afinitu k danému cytochromu P450, ale obtížn� se hydroxyluje. V tom 

p�ípad� dojde k aktivaci kyslíku, ale už ne k jeho zabudování do molekuly substrátu a 

aktivní forma kyslíku je uvoln�na do okolí. N�které cytochromy P450 generují ROS 

díky své NADPH – oxidasové aktivit� i v nep�ítomnosti substrátu [9]. 

 

1.1.2.2 NADPH:cytochrom P450 reduktáza 

 

NADPH:cytochrom P450 reduktáza je membránový enzym katalyzující p�enos 

elektron� z NADPH na cytochromy P450 [10], [11]. Dalšími fyziologickými akceptory 

elektron� od CPR jsou nap�. mikrosomální hem oxygenáza nebo cytochrom b5, mezi 

nefyziologické pat�í nap�. cytochrom c, který je využíván laboratorn� pro stanovení 

aktivity CPR [12]. Aminokyselinové sekvence CPR z r�zných organism� vykazují velmi 

vysokou podobnost, což sv�d�í o významu tohoto enzymu v pr�b�hu evoluce [10]. 

CPR je jeden z mála sav�ích enzym� obsahujících jako prostetické skupiny dva 

flaviny, FAD i FMN, v jednom polypeptidovém �et�zci [11], p�i�emž FAD funguje jako 

akceptor elektronového páru ve form� hydridového iontu z NADPH a FMN p�edává 

elektrony jednotliv� cytochromu P450. CPR funguje jako d�li� elektronového páru na 

základ� stabilizace semichinonových forem obou flavin� (tj. forem redukovaných 

jedním elektronem) [11]. CPR m�že být celkem redukována �ty�mi elektrony, b�hem 

katalytického cyklu se fyziologicky pohybuje mezi stavy, kdy je redukována jedním až 

t�emi elektrony [13]. P�enos elektron� mezi flaviny CPR je znázorn�n  na Obr. 1, tento 

p�enos je p�ímý bez zapojení aminokyselinových zbytk�. 
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Vysoká selektivita CPR k NADPH je zp�sobena p�ítomností pozitivn� nabitých 

aminokyselinových zbytk� ve vazebném míst� pro koenzym, které interagují s negativn� 

nabitou fosfátovou skupinou v poloze 2’ ribosy odlišující NADPH od NADH [10]. 

CPR s cytochromem P450 tvo�í díky iontovým a hydrofobním interakcím funk�ní 

komplex 1:1 [10], [14]. P�esto je však obsah CPR v dané tkáni n�kolikanásobn� menší 

než obsah cytochrom� P450, nap�. v játrech se pom�r CPR k cytochrom�m P450 

pohybuje mezi 1:10 a 1:20 [14]. Na vazbu konkrétního cytochromu P450 a CPR má 

pravd�podobn� vliv navázání substrátu na tento cytochrom P450, význam mohou mít 

také interakce  mezi r�znými cytochromy P450 [14]. 

Obr. 1 P�enos elektron� mezi flaviny CPR (www.uky.edu/Pharmacy/ps/Porter/CPR_enzymology.htm) 
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1.2 Metody studia biotransformace 

 

1.2.1 In vitro systémy pro studium biotransformace 

 

Biotransforma�ní studie in vitro jsou nezbytnou sou�ástí toxikologického výzkumu i 

vývoje nových lé�iv, nebo� umož�ují významnou m�rou snížit po�et test� na lidských 

dobrovolnících a poskytují detailn�jší informace o metabolismu studované látky. Podle 

složitosti systému rozlišujeme následující in vitro systémy pro studium biotransformace: 

 

1.2.1.1 Purifikované enzymy a rekonstituované systémy 

  

Jednotlivé biotransforma�ní enzymy mohou být izolovány z tkání zvoleného 

modelového laboratorního zví�ete nebo lidského materiálu nebo mohou být k purifikaci 

použity rekombinantní lidské enzymy exprimované v mikroorganismech, nap�. 

v bakteriích Escherichia coli. Cytosolární, tj. rozpustné enzymy je možné použít  

v purifikované form�, membránové enzymy je nutné rekonstituovat ve fosfolipidové 

dvojvrstv�. V p�ípad� cytochrom� P450 musí mít rekonstituovaný systém k vytvo�ení 

funk�ního MFO systému t�i složky: cytochrom P450, CPR a fosfolipidovou frakci. 

Použití purifikovaných enzym� p�i studiu metabolismu umož�uje získání detailních 

informací o vlastnostech daného enzymu p�i interakci se studovanou látkou a o jejích 

metabolitech tvo�ených tímto enzymem. 
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1.2.1.2 Membránové frakce obsahující lidské rekombinantní enzymy 

 

Rekombinantní lidské biotransforma�ní enzymy exprimované v bakteriálních bu�kách 

mohou být použity ke studiu biotransformace také ve form� izolovaných bakteriálních 

membrán, enzymy exprimované v eukaryotických (nap�. hmyzích) bu�kách potom ve 

form� mikrosom� (viz dále). Nap�íklad membrány Escherichia coli  p�edstavují 

pom�rn� levný a dob�e reprodukovatelný systém pro expresi lidských cytochrom� P450, 

p�i�emž tyto enzymy si zachovávají katalytické kinetické parametry i inhibi�ní 

vlastnosti srovnatelné s lidskými jaterními mikrosomy p�i použití jednotlivých enzym� i 

jejich sm�sí [15].  

Stejn� jako u purifikovaných enzym� tyto systémy poskytují informace o metabolismu 

studované látky definovaným enzymem, jejich výhodou je p�itom nízká cena a snadn�jší 

a rychlejší p�íprava s menšími ztrátami enzymové aktivity b�hem izolace [16]. Lze je 

také využít pro studium vlivu polymorfismu cytochrom� P450 na jejich aktivitu 

(komer�n� dostupné je nap�. stanovení genotypu P450 2C9 – [17]) nebo pro studium 

lékových interakcí podmín�ných daným cytochromem P450.  

Nevýhodou membránových systém� mohou být p�ím�si nedefinovaných hostitelských 

(nap�. bakteriálních �i hmyzích) enzym�. Nejedná se však zpravidla o enzymy 

metabolizující xenobiotika, projeví se proto jen p�i studiu ur�itých typ� reakcí. 

 

1.2.1.3 Jaterní mikrosomy 

  

Mikrosomy jsou fragmenty endoplazmatického retikula získané z dané tkán� 

homogenizací a diferen�ní centrifugací [18],  [19]. Vzhledem k obsahu 
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biotransforma�ních enzym� a významu jater p�i metabolismu cizorodých látek se pro 

studium biotransformace  v�tšinou používají jaterní mikrosomy.   

Mikrosomy p�edstavují cenný zdroj v�tšiny enzym� první fáze biotransformace a 

n�kterých enzym� druhé fáze [20] a mohou tudíž pomoci identifikovat metabolity 

studované látky tvo�ené širokým spektrem jaterních enzym�. S použitím mikrosom� lze 

studovat i kinetiku metabolismu �i možnou inhibici biotransforma�ních enzym� daným 

xenobiotikem [20].  

Mikrosomy poskytují spíše kvalitativní než kvantitativní odhad skute�ného metabolismu 

látky v organismu, protože jsou oproti jaterní tkáni obohaceny o biotransforma�ní 

enzymy, koncentrace a dostupnost substrátu se mohou lišit od situace in vivo a není 

p�ítomná kompetice s jinými enzymy [17], [20]. Další nevýhodou lidských jaterních 

mikrosom� m�že být v ur�itých typech studií vysoká interindividuální variabilita obsahu 

a aktivity jednotlivých cytochrom� P450, jindy mohou být lidské jaterní mikrosomy 

naopak využity ke studiu této variability [17], [20]. Pro získání reprezentativního 

sm�sného vzorku lidských mikrosom� je t�eba použít tká� od více než dvaceti 

dárc� [20], což m�že v praxi p�edstavovat problém. V neposlední �ad� je tedy 

nevýhodou použití lidských jaterních mikrosom� jejich horší dostupnost pro v�tšinu 

laborato�í. 

  

1.2.1.4 Cytosolická frakce 

 

P�i izolaci mikrosom� lze získat také cytosolickou frakci bun�k dané tkán�. Jaterní 

cytosolická frakce obsahuje rozpustné enzymy, mezi které pat�í enzymy ú�astnící se 

první i druhé fáze biotransformace.  
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1.2.1.5 S9 frakce 

 

Jaterní S9 frakce se získává po centrifugací tkán� p�i 9000g. Tato frakce obsahuje 

enzymy první i druhé fáze biotransformace, umož�uje následné p�sobení 

mikrosomálních i cytosolických enzym� a tím získání  kompletn�jší p�edstavy o 

metabolickém profilu studované látky. Nevýhodou používání S9 frakce pro studium 

biotransformace je celkov� nižší enzymatická  aktivita a tudíž menší  pravd�podobnost, 

že budou detekovány minoritní metabolity dané látky [17], [20]. S9 frakce se používá 

jako metabolický aktiva�ní systém nap�. v kombinaci s Amesovým testem [21] pro 

detekci mutagenního potenciálu xenobiotik a jejich metabolit�. 

 

1.2.1.6 Hepatocyty 

 

Primární hepatocyty 

Použití lidských primárních hepatocyt� m�že p�inést cenné informace o metabolismu 

xenobiotika u �lov�ka, nebo� výsledky získané v tomto systému velmi dob�e korelují se 

situací in vivo. Primární hepatocyty jsou použitelné pro experimenty pouze po dobu 

n�kolika hodin, což velmi snižuje jejich dostupnost. Po delší dobu je lze uchovávat ve 

zmrazeném stavu. 

 

Kultura hepatocyt� 

Výhodou hepatocyt� v kultu�e oproti primárním hepatocyt�m je jejich použitelnost po 

delší dobu.  Stejn� jako u primárních hepatocyt� tento systém zahrnuje i vliv difuze a 

transportu xenobiotika na jeho metabolismus. Po n�kolik dní si hepatocyty v kultu�e 
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zachovávají i funk�ní regula�ní mechanismy umož�ující nap�. sledovat snížení nebo 

zvýšení aktivity biotransforma�ních enzym� vlivem xenobiotik [20]. Nevýhodou 

systému je postupná ztráta vlastností specifických pro jaterní tká�, nap�. exprese 

cytochrom� P450. 

 

Nevýhodou použití obou zmín�ných typ� hepatocyt� m�že být absence jiných typ� 

jaterních bun�k, které mohou být d�ležité nap�. jako zdroj kofaktor� pro n�které 

reakce [17]. Dalšími nevýhodami tohoto modelu je obtížná a �asov� náro�ná izolace 

�asto spojená s poškozením ur�itého procenta hepatocyt� a také již zmín�ná 

interindividuální variabilita v obsahu a aktivit� biotransforma�ních enzym�.  

 

1.2.1.7 Jaterní bun��né linie 

 

Lidské jaterní bun��né linie jsou obvykle odvozeny od primárních tumor� jaterního 

parenchymu vyskytujících se u pacient� s chronickou hepatitidou nebo cirhózou jater. 

Jejich výhodou oproti primárním hepatocyt�m je snadn�jší kultivace, vzhledem k mén� 

diferencovanému charakteru bun�k a nízké expresi enzym� první i druhé fáze 

biotransformace však pat�í k mén� používaným modelovým in vitro systém�m [17].   

 

1.2.1.8 Transgenní bun��né linie 

 

Biotransforma�ní reakce zvoleného biotransforma�ního enzymu lze sledovat také p�i 

jeho expresi v transgenních bun��ných liniích. Tento systém lze využít k preparativním 

ú�el�m pro stanovení struktury metabolit� nebo nap�. k posouzení potenciálních 
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lékových interakcí na metabolické úrovni [20]. Nevýhodou tohoto systému je jeho 

vysoká cena.   

 

1.2.1.9 Jaterní �ezy 

 

V jaterních �ezech z�stává zachována lobulární struktura a bun��ná diverzita, dále tento 

model umož�uje posoudit vliv vzájemných mezibun��ných  interakcí a zachovává i 

transportní mechanismy pro xenobiotika. Tento model také umož�uje sledovat indukci  

biotransforma�ních enzym� vlivem xenobiotik, p�i�emž obsah cytochrom� P450 se 

s �asem snižuje mén� výrazn� než v p�ípad� hepatocyt� [20]. Pro reprodukovatelné 

výsledky je t�eba zajistit produkci �ez� o stejné velikosti s vysokou p�esností s použitím 

speciálních za�ízení. Nevýhodou oproti hepatocyt�m je omezený pr�nik média do nitra 

�ezu a snížená dostupnost substrátu pro biotransforma�ní enzymy. Další nevýhodou je 

nemožnost uchovávání ve zmrazeném stavu a nedostupnost jaterních �ez� za 

komer�ních podmínek [17]. 

 

1.2.1.10 Perfundovaná játra 

 

Izolovaná perfundovaná játra jsou považována za nejv�rn�jší napodobení situace in vivo, 

jejich použití jako in vitro modelu má však �adu nevýhod. Hlavním omezením je 

nedostupnost lidských jater pro tento typ experimentu, dále nízká reprodukovatelnost 

výsledk�, omezená životnost jater a náro�nost provedení experiment�. Perfundovaná 

játra zví�ecích model� se proto používají zejména v p�ípadech, kdy je vyžadován sb�r a 

analýza žlu�i [17].  
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Je z�ejmé, že každý model pro studium metabolismu xeniobiotik in vitro má výhody i 

nevýhody a jeho výb�r je t�eba zvážit s ohledem na konkrétní studovaný problém. 

Obecn�  se pro odhad metabolismu cizorodých látek u �lov�ka up�ednost�ují systémy 

využívající lidské biotransforma�ní enzymy, nebo� existují zna�né mezidruhové rozdíly 

v obsahu jednotlivých cytochrom� P450, jejich aktivit� i regulaci [22]. Vzhledem 

k nízké dostupnosti lidské jaterní tkán� se jedná v�tšinou o rekombinantní enzymy. Pro 

studium dalších dopad� interakce xenobiotik s biotransforma�ními enzymy, nap�. pro 

studium tvorby oxidativního stresu, je naopak vhodné výsledky získané na lidských 

rekombinantních enzymech porovnat také s použitím „nativních“ systém�, tedy systém� 

obsahujících biotransforma�ní enzymy spole�n� s dalšími enzymy endogenního 

metabolismu a simulujících tak lépe situaci in vivo. V t�chto p�ípadech se jedná v�tšinou 

o tkán� �i subcelulární frakce získané z vhodných zví�ecích model�. 

Využití zví�ecích model� je také nutné pro biotransforma�ní studie in vivo, které 

zpravidla následují po testech in vitro v procesu testování bezpe�nosti xenobiotik a 

jejich schvalování pro použití u lidí [17]. 

 

1.2.2 Miniprasata  

 

 V jaterních mikrosomech miniprasat byly nalezeny cytochromy P450 s aktivitami 

odpovídajícími nejd�ležit�jším lidským cytochrom�m [23], [24], [25]. Ve srovnání 

s nejpoužívan�jším modelovým zví�ecím druhem, potkanem, je zejména významný 

miniprase�í cytochrom P450 3A29, který odpovídá aktivitou a induk�ními vlastnostmi 

lidskému cytochromu P450 3A4 zodpov�dnému za metabolismus 50% lé�ivých látek na 
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trhu [26]. Dále byly v jaterních mikrosomech miniprasat nalezeny aktivity typické pro 

lidské cytochromy 2A6, 2D6, 2E1 a 2C9 [24]. Miniprasata jsou proto navrhována jako 

vhodn�jší zví�ecí model pro studium lidské biotransformace než nap�íklad b�žn� 

používaný potkan.  
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1.3 Toxicita chinon� 

 

1.3.1 Reaktivní metabolity benzenu 

 

Chronická expozice benzenu má za následek zvýšené riziko závažných poruch 

krvetvorby jako jsou nap�. aplastická anémie nebo akutní myeloidní leukémie [27], [28]. 

Benzen je p�itom hematotoxický i p�i koncentracích nižších než 1 ppm [29]. Klí�ová 

role v toxicit� benzenu je p�ipisována jeho metabolismu [28], [30], (Obr.2). Mezi 

reaktivní metabolity benzenu zodpov�dné za jeho toxické ú�inky pat�í 1,4-hydrochinon 

(HQ) a jeho oxidovaná forma 1,4-benzochinon (BQ), p�i�emž za jejich možné 

mechanismy ú�inku je považováno jak kovalentní tak i oxidativní poškození DNA a 

protein� [27], [30].  

Obr.2 Schématické znázorn�ní metabolismu a toxicity benzenu a jeho metabolit� [31] 
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U benzenu i jeho reaktivních metabolit� HQ a BQ byly pozorovány také negativní 

ú�inky na cytochromy P450. Expozice benzenu snižovala obsah cytochrom� P450 u 

potkan� in vivo [32], HQ a BQ zp�sobovaly destrukci cytochrom� P450 v potkanních i 

lidských jaterních mikrosomech in vitro [33]. Destrukce cytochrom� P450 vlivem HQ a 

BQ m�že mít následky pro organismus, nebo� in vivo ovliv�uje toxicitu a ú�inky 

xenobiotik. U myší zbavených aktivity veškerých jaterních cytochrom� P450 se 

projevily zm�ny metabolismu lipid� a cholesterolu a jejich schopnost metabolizovat 

vybraná xenobiotika byla závažn� porušena [34]. Dále m�že být poškození cytochrom� 

P450 v závislosti na jeho mechanismu také považováno za obecný marker poškození 

bílkovin vlivem metabolit� benzenu. Jedním z cíl� p�edkládané práce bylo tento 

mechanismus popsat a p�ípadn� zobecnit. 

Jelikož bylo v d�ív�jších pracech zjišt�no, že lidské a potkanní jaterní cytochromy 

P450 jsou rozdíln� citlivé v��i toxickému p�sobení metabolit� benzenu i v��i p�sobení 

oxidativního stresu [33], potkan není vhodným modelovým druhem pro studium t�chto 

interakcí. Lidská jaterní tká� je ale pro mnoho laborato�í jen omezen� dostupná a je tedy 

t�eba hledat vhodný modelový systém pro studium úlohy biotransforma�ních enzym� 

v toxicit� metabolit� benzenu a chinon� obecn�. V rámci této práce byly použity dva in 

vitro p�ístupy, a to využití rekombinantních lidských cytochrom� P450  v bakteriálních 

membránách a experimenty s využitím jaterních mikrosom� miniprasat. 
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Obr.3 Struktura doxorubicinu 

 

1.3.2 Anthracyklinová cytostatika 

 

Anthracykliny pat�í mezi nejú�inn�jší a 

nejpoužívan�jší cytostatika v terapii 

solidních nádor� i leukémií [35], [36]. V�d�í 

molekulou této skupiny látek je cytostatikum 

doxorubicin (DOX, obr. 3). Hlavními 

mechanismy ú�inku anthracyklin� jsou 

interkalace do molekul DNA a inhibice 

topoisomerázy II [37], [38], [39]. 

Interkala�ní mechanismus je umožn�n planární strukturou molekuly anthracyklinu a  

spo�ívá ve vmeze�ení molekuly mezi dva sousední nukleotidové páry a narušení funkce 

a replikace DNA.  Topoisomeráza II (E.C. 5.99.1.3) je jedním z enzym� podílejících se 

na replikaci DNA, jejím úkolem je snižování torzního nap�tí vznikajícího p�i rozplétání 

vláken DNA pomocí helikázy. Je tedy enzymem nezbytným pro funkci DNA. 

V p�ítomnosti DOX  se vytvá�í a stabilizuje komplex mezi DOX, DNA a 

topoisomerázou II a p�eruší se tak katalytický cyklus tohoto enzymu [38]. 

 Nejzávažn�jším nežádoucím ú�inkem anthracyklinových cytostatik, limitujícím 

jejich terapeutické dávky, je jejich akutní a chronická kardiotoxicita. Klinickým nálezem 

jsou arytmie a kongestivní srde�ní selhání [40], [36]. Za možné p�í�iny kardiotoxicity 

DOX je považována �ada mechanism� v�etn� ovlivn�ní homeostázy železa, produkce 

ROS a apoptózy [36], [41], [42], p�i�emž klinický obraz je pravd�podobn� výsledkem 

komplexních interakcí všech t�chto proces�. V�tšina autor� se však shoduje, že 
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produkce ROS by mohla být spoušt�cím mechanismem vedoucím k ostatním 

zmi�ovaným zm�nám, a to zejména v akutní fázi kardiotoxicity [36].  

Za p�í�inu specifické toxicity DOX v��i srde�ní tkáni je považován nižší obsah 

antioxida�ních enzym� v této tkáni oproti jiným, afinita DOX k fosfolipidu kardiolipinu 

nacházejícímu se ve vnit�ní mitochondriální membrán� kardiomyocyt� a p�ítomnost 

specifické NADH dehydrogenázy schopné aktivovat DOX na vn�jší stran� této 

membrány [43], [44], [45]. 

Inicia�ní reakcí pro produkci ROS je jednoelektronová redukce DOX na odpovídající 

semichinonový radikál (SQ, obr. 4). Tato reakce m�že být katalyzována �adou 

intracelulárních enzym�, nap�. cytosolickou xantin oxidázou (EC 1.17.3.2), CPR nebo 

mitochondriální NADH dehydrogenázou (EC 1.6.99.3) [36], [44]. Dalším krokem je 

aktivace molekulárního kyslíku reakcí se SQ za tvorby superoxidového radikálu a 

následn� peroxidu vodíku (Obr. 4), který v p�ítomnosti  iont� železa tvo�í velmi 

reaktivní hydroxylové radikály [42], [46]. Zvýšená tvorba t�chto ROS v p�ítomnosti 

DOX m�že mít za následek poškození bun��ných makromolekul (nap�. mitochondriální 

DNA – [44]), iniciaci peroxidace lipid� nebo zvýšené uvol�ování železa z ferritinu a 

ovlivn�ní homeostázy železa [36] a je tak významným mechanismem toxicity DOX. 

Obr.4 Tvorba reaktivních forem kyslíku vlivem doxrubicinu 
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1.4 Polyfenolické antioxidanty 

 

V lidské potrav� je obsaženo široké spektrum polyfenolických látek rostlinného 

p�vodu s antioxida�ními vlastnostmi. Pravd�podobn� nejpo�etn�jší strukturní skupinou 

mezi nimi jsou flavonoidy (Obr. 5). Flavonoidy se vyskytují v ovoci, zelenin�, �aji nebo 

nap�. �erveném vín� a je jim p�ipisována �ada vlastností prosp�šných pro lidský 

organismus. Mezi popisované ú�inky flavonoid� v organismu pat�í antioxida�ní, 

antivirotické, antikarcinogenní nebo protizán�tlivé ú�inky [47].  
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Flavanony Eriodictyol (5,7,3’,4’- tetrahydroxyflavon) 5,7,3’,4’- OH 

Flavonoly Fisetin (3,7,3’,4’- tetrahydroxyflavon) 3,7,3’,4’- OH 

 Kvercetin (3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavon) 3,5,7,3’,4’-OH 

 Myricetin (3,5,7,3’,4’,5’ – hexahydroxyflavon) 3,5,7,3’,4’,5’-OH 

 Kaempferol (3,5,7,4’- tetrahydroxyflavon) 3,5,7,4’-OH 

 Morin (3,5,7,2’,4’-pentahydroxyflavon) 3,5,7,2’,4’-OH 

 

 

Obr. 5 Struktury použitých p�irozených flavonoid� 
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Mnohé flavonoidy jsou chelátory železa, což spolu s jejich antioxida�ním p�sobením 

p�edur�uje tyto látky jako látky potenciáln� p�íznivé pro zmírn�ní nežádoucích ú�ink� 

anthracyklinových cytostatik.  

S cílem vystup�ovat p�íznivé ú�inky p�irozených flavonoid� jsou syntetizovány a 

v r�zných modelech testovány jejich strukturáln� p�íbuzné analogy. Tyto látky pat�í do 

r�zných t�íd flavonoid� a d�lí se na aurony, chalkony, flavony, flavonoly, chromony a 

isoflavony. V rámci této práce byl testován syntetický analog flavonoid� 4-hydroxy-6-

methoxyauron (Obr. 6). 
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Obr. 6 Struktura 4-hydroxy-6-methoxyauronu 
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Cílem této práce bylo:  

   

1) P�ipravit modelový system s lidskými biotransforma�ními enzymy exprimovanými v 

bakteriálních membránách a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaterními 

mikrosomy pokusných miniprasat. Zhodnotit možné využití t�chto dvou systém� pro 

testování interakcí látek se strukturním motivem chinon� s biotransforma�ními 

enzymy. Díl�ím cílem bylo také porovnat odolnost jednotlivých enzym� P450 v��i 

p�sobení modelových xenobiotik (metabolity benzenu).  

 

2) Popsat molekulární mechanismus možných toxických následk� interakcí 

jednoduchých chinon� s biotransforma�ními enzymy. 

 

3) Popsat možnosti použití jaterních mikrosom� miniprasat jako modelového systému k 

testování nežádoucích ú�ink� anthracyklin�  
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Kapitola 3 
 
 
Materiály a metody 
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3.1 Materiály 

 

3.1.1 Chemikálie  

 

Všechny použité chemikálie byly  v analytické kvalit�. 

Od firmy Sigma-Aldrich (Praha, 	R) byly získány následující chemikálie: 

ampicilin, KH2PO4, K2HPO4, NaCl, FeCl3, ZnCl2, CoCl2, Na2MoO4, CaCl2, CuCl2, 

H3BO3, thiamin, (NH4)2SO4, MgCl2, isopropyl �-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG), 2-

amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris), sacharóza, ethylendiamintetraoctová 

kyselina (EDTA), (CH3COO)2Mg, dithiothreitol (DTT),  isopropanol, lysozym, 

leupeptin, aprotinin, bestatin, fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF), KCl, β-nikotinamid 

adenin dinukleotid fosfát, redukovaná forma (NADPH), glukózo-6-fosfát, β-nikotinamid 

adenin dinukleotid fosfát, oxidovaná forma (NADP), glukózo-6-fosfát dehydrogenáza, 

1,4-benzochinon (BQ), 1,4-hydrochinon (HQ), katechol (C), 2-thiobarbiturová kyselina, 

trichloroctová kyselina, 1,1,3,3-tetramethoxypropan, 5,5´-dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid 

(DMPO), aktivní uhlí, 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin 1-oxyl (TEMPOL), 

chlorzoxazon (CLZ), testosteron (TES), 6β-hydroxytestosteron, fenacetin, H3PO4, 

Na2CO3, želatina, Pyronin Y, Tween 20, 4-chloro-1-naftol, H2O2, hydrochlorid DOX, 

kvercetin, fisetin a morin.  

 

Další chemikálie: 

SOC médium bylo získáno od firmy Life Technologies Ltd. (Paisley, Velká Británie), 

LB base od firmy Gibco BRL byla dodána firmou KRD (Praha, 	R). Agar, Na2S2O4, 
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glycin, laurylsulfát sodný (SDS), kaempferol a myricetin byly získány od firmy Fluka 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Švýcarsko) a trypton, kvasni�ný extrakt a 

pepton od firmy Oxoid Ltd.(Basingstoke, Hampshire, Velká Británie). Glycerol byl od 

firmy Penta (Chrudim, 	R), HCl, CH3COOH a ethylacetát od firmy Lachema (Lach-Ner 

s.r.o, Neratovice, 	R). Oxid uhelnatý a argon 5.6 (99,9996%) byly dodány firmou Linde 

Gas a.s. (Praha, 	R), dále byly použity Supersignal West Pico chemiluminiscen�ní 

substrát a BCA Protein assay od Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL, USA). 

Cytochrom c, methanol LiChrosolv a CH2Cl2 byly získány od firmy Merck s.r.o 

(
í�any, 	R),  akrylamid, bis-akrylamid, β-merkaptoethanol, persíran amonný a 

N,N,N',N'- tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) od firmy Serva Electrophoresis GmbH 

(Heidelberg, N�mecko).  Bromfenolová mod� byla od firmy BioRad (Hercules, CA, 

USA), 6-hydroxychlorzoxazon byl syntetizován ve Výzkumném ústavu farmacie a 

biochemie (Praha, 	R). Eriodictyol byl laskav� darován Dr. Yune-Fang Ueng (National 

Research Institute of Chinese Medicine, Taipei, Taiwan). 4-hydroxy-6-methoxyauron 

byl synthetizován v laborato�i Dr. Ahcene Boumendjela (Départment de 

Pharmacochimie Moléculaire, Faculte de Pharmacie de Grenoble, Meylan, France). 

HQ a C byly p�ed použitím purifikovány rekrystalizací, BQ byl purifikován 

sublimací. Ethylacetát byl p�ed použitím purifikován destilací. DMPO byl purifikován 

pomocí aktivního uhlí podle doporu�ení firmy Bruker BioSpin GmbH 

(Rheinstetten/Karlsruhe, N�mecko) a  uchováván  v  alikvotech  v  atmosfé�e  argonu p�i 

-20°C. 
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3.1.2 Biologický materiál  

 

Bu�ky Escherichia coli DH5α byly získány od firmy Life Technologies Ltd. a byly 

uchovávány p�i –80 °C. Plasmidy pro expresi lidských rekombinatních P450 a CPR byly 

získány darem od F. P. Guengeriche (Center in Molecular Toxicology, Vanderbilt 

University, Nashville, TN) a E. M. J. Gillam (Department of Pharmacology and 

Physiology, University of Queensland, Brisbane, Australia). Purifikované lidské P450 

2E1 a 3A4 a polyklonální protilátky proti t�mto P450 byly získány jako dar od F. P. 

Guengeriche. Kozí anti-králi�í IgG navázaný na k�enovou peroxidázu (Goat anti-rabbit 

IgG coupled to horseradish peroxidase, IgG-HRP) byla získána od firmy Sigma-Aldrich. 

 

3.1.3 Další materiály 

 

Pro p�enos protein� p�i provedení imunoblotingu byla použita membrána Hybond-P 

od firmy Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA). 

 

3.1.4 Zví�ata 

 

V experimentech byla použita jaterní tká� dvou samc� brn�nské bílé variety 

Goettingenských miniprasat odchovaných ve Výzkumném ústavu veterinární medicíny 

v Brn�, 	R. Použití jedinci byli 6 m�síc� sta�í a vážili 22-31 kg. Zví�ata byla krmena 

standardní dietou pro prasata (A1) smíchanou s chlebem. Nebyla provád�na indukce 
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žádných forem cytochrom� P450. Zví�ata byla usmrcena zabíjecí pistolí, jaterní tká� 

byla odebrána z mediálního laloku a uchována p�i –80°C až do izolace mikrosom�. 

 

3.1.5 P�ístroje 

   

Parní sterilizátor OT 032, Nüve (Ankara, Turecko) 

Milli-Q destila�ní jednotka pro produkci ultra�isté vody, Millipore s.r.o (Praha, 	R) 

P�edvážky FY-300, A&D Company Ltd. (Tokyo, Japonsko) 

Analytické digitální váhy BBC model, Boeco (Hamburg, N�mecko) 

Inkubátor TCH 100, Laboratorní p�ístroje (Praha, 	R) 

Vodní láze� Elpan shaker type 357, Labora (Praha, 	R) 

Inkubátor s orbitálním t�epáním, Gallenkamp (Loughborough, Leicestershire, Velká 

Británie) 

pH-metr inoLab, WTW s.r.o (Praha, 	R) 

Centrifugy Z 513 K a Z 233 MK-2, Hermle Labortechnik GmbH (Wehingen, N�mecko) 

Ultrazvukový homogenizátor model 300V/T, Biologics Inc. (Manassas, Virginia, USA) 

Ultracentrifuga Beckman L7, Beckman Coulter Inc. (Fullerton, CA, USA) 

Spektrofotometr Cary 300, Varian Inc. (Palo Alto, CA, USA) 

Vodní láze� Tempette Junior TE-8J, Techne Inc. (Burlington, NJ, USA) 

ESR spektrometr Bruker Elexsys E540 X band, Bruker BioSpin GmbH 

(Rheinstetten/Karlsruhe, N�mecko) 

Ultrazvuková láze� Sonorex Super 10P, Bandelin electronic GmbH (Berlin, N�mecko) 

Centrifuga MPW-310, Mechanika Precyzyjna (Mech-Prec Elektronik s.c., Zlotow, 

Polsko) 
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Minicentrifuga Spectrafuge, Labnet International Inc. (Woodbridge, NJ, USA) 

T�epa�ka JK MS1, IKA Werke GmbH (Staufen, N�mecko) 

HPLC sestava Agilent HP1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 

Elektroforetická sestava MiniProtean II (BioRad, Hercules, CA, USA) 

Sestava Miniblotter (BioRad, Hercules, CA, USA) 

CDD kamera LAS 1000, Fujifilm CZ s.r.o (Praha, 	R) 

Fotoaparát Lumix DMC-FX01, Panasonic Czech republic s.r.o (Praha, 	R) 

 

3.1.6 Složení roztok�  

 

K p�íprav� všech roztok� byla použita ultra�istá voda. 

 

LB médium Luria-Bertani base na�ed�ná podle návodu výrobce, 
sterilizováno autoklávováním, ampicilin (10mg/100ml, 
sterilizován membránovou filtrací) 
 

LB agar                 LB médium, 1,5% agar, ampicilin (10mg/100ml, sterilizován 
membránovou filtrací, p�idán po ochlazení) 
  

KPi pro TB         11,5g KH2PO4 a 64,5g K2HPO4/500ml 

TB expresní médium  6g tryptonu, 12g kvasni�ného extraktu (yeast extract), 1g 
peptonu, 200 µl 2,5M NaCl, 2 ml glycerolu, 50 ml KPi pro 
TB/500ml média, sterilizováno autoklávováním, ampicilin 
(50mg/500ml, sterilizován membránovou filtrací, p�idán po 
ochlazení)  
   

TE (roztok stopových 
prvk�) 

2,7g FeCl3.6H2O, 0,131g ZnCl2, 0,2g CoCl2.6H2O, 0,2g 
Na2MoO4.2H2O, 0,075g CaCl2, 0,1g CuCl2, 0,05g H3BO3, 10ml 
koncentrované HCl/100ml, sterilizováno autoklávováním 
  

2xTES  100 mM Tris acetát, 500 mM sacharóza, 0,5 mM EDTA, pH 
upraveno na 7,6 pomocí CH3COOH 
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KPi pH 7,4  KH2PO4 a K2HPO4 v pom�ru 2:8 v požadované koncentraci, pH 
upraveno na 7,4 
   

sonika�ní pufr 100 mM KPi pH 7,4, 6 mM (CH3COO)2Mg, 20% glycerol, 
0,1 mM DTT (p�idáno t�sn� p�ed použitím) 
   

PMSF                 100 mM PMSF v isopropanolu 

KCl-Tris 150 mM KCl, 50 mM Tris, pH upraveno HCl na 7,7 p�i 25°C 

NADPH-GS 50 mM MgCl2, 25 mM glukózo-6-fosfát, 2,5 mM NADP, 
3,5U/ml glukózo-6-fosfát dehydrogenáza 
    

PBS 20 mM KPi, pH 7,4, 150 mM NaCl 

PBS/Tween 20 mM KPi, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20 

Barvící roztok s 
 4-chloro-1-naftolem 

2,5 mM 4-chloro-1-naftol, 20% methanol,  
15 mM H2O2 v PBS 
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3.2 P�íprava membránových systém� obsahujících lidské rekombinantní 

cytochromy P450 

  

Exprese bicistronických systém� obsahujících lidské P450 1A2, 1B1, 2A6, 2E1, 2C9 

a 3A4 spolu s CPR nebo monocistronického pouze s CPR a izolace bakteriálních 

membrán byly provedeny již popsanou a zavedenou metodikou podle [48] a [49]. 

 

3.2.1 Exprese lidských cytochrom� P450 v bakteriích Escherichia coli 

   

Bu�ky E. coli DH5α byly transformovány plasmidy pomocí tepelného šoku, 

inkubovány nejprve 1 hodinu p�i 37 °C v S.O.C médiu (900 µl média/ 100 µl bun�k) a 

potom na LB agaru p�i 37 °C 12-16 hodin. Vybrané kolonie byly p�eneseny do LB 

média a inkubovány cca 7-8 hodin za t�epání p�i 37 °C v objemu 1 ml. Poté byla 

zao�kována st�edn�objemová kultura a byla kultivována p�es noc za t�epání p�i 37 °C 

v 50 ml LB média.  

Tato kultura byla zao�kována do velkoobjemové expresní kultury v pom�ru 1:100, tj. 

5 ml kultury do 500 ml TB expresního média a byla kultivována 4-6 hodin p�i 37 °C a 

t�epání 250 ot/min. Po této dob� kultura již dostate�n� narostla pro zahájení exprese 

protein�. Na každých 500 ml expresní kultury byly p�idány následující roztoky 

sterilizované jako mix membránovou filtrací: 125 µl roztoku TE, 0,5 ml 1 M roztoku 

thiaminu, 125 µl 0,2 M FeCl3, 0,5 ml 2,5 M (NH4)2SO4, 0,5 ml 1 M MgCl2. Na každých 

500 ml expresní kultury bylo dále p�idáno 0,5 ml 1 M sterilního IPTG a kultura byla 

inkubována 40 hodin p�i 32 °C a t�epání 150 ot/min.  
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3.2.2 Izolace bakteriálních membrán 

 

Po 40 hodinách byla velkoobjemová expresní kultura p�evedena do p�edvážených 

centrifuga�ních nádob (1l) a odst�ed�na 10 min p�i 5000g a teplot� 4 °C. Nadále byl 

biologický materiál po celou dobu p�ípravy p�echováván na ledu. Po odlití supernatantu 

byla zjišt�na hmotnost bun�k a bylo p�idáno 15 ml vychlazeného roztoku 2x TES/g 

bun�k. Za šetrného míchání bylo p�idáno 50 mg �erstv� rozpušt�ného lysozymu na 

250 ml suspenze bun�k a následn� bylo pomalu p�ilito množství vychlazené vody 

rovnající se p�vodnímu objemu 2x TES. Bu�ky byly inkubovány 30 min na ledu, 

odst�ed�ny 10 min p�i 5000g a supernatant byl odstran�n. Sféroplasty v pelet� byly 

šetrn� resuspendovány v sonika�ním pufru s �erstv� p�idaným DTT (2 ml pufru/g 

p�vodní hmotnosti bun�k).  

Do suspenze sféroplast� bylo na každých 50 ml p�idáno 45 µl roztoku leupeptinu 

(1 mg/ml), 65 µl roztoku aprotininu (27 U/ml), 12 µl roztoku bestatinu (1 mg/ml) a 

0,45 ml 100 mM PMSF. Suspenze byla sonikována t�ikrát po 20 s, b�hem sonikace byla 

uchovávána na ledu se solí. Suspenze byla odst�ed�na 20 min p�i 10 000g, supernatant 

byl odebrán a odst�ed�n 90 min p�i 180 000g. Pelety byly resuspendovány v 50 mM 

KPi 7,4/ 20% glycerolu v polovi�ním objemu oproti p�vodní suspenzi sféroplast�. 

Suspenze membrán byla uchovávána v 0,5 –1 ml alikvotech p�i –80°C. 

Obsah cytochromu P450 byl stanoven spektrofotometricky [50] a  aktivita CPR byla 

stanovena fotometrickým sledováním rychlosti redukce cytochromu c [12]. Ke stanovení 
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množství proteinu byl použit zkušební kit založený na reakci proteinu s BCA od firmy 

Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA. 
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3.3 P�íprava jaterních mikrosom� miniprasat 

 
Jaterní mikrosomy miniprasat (dále jen mikrosomy) byly p�ipraveny podle [19]. Játra 

miniprasat byla homogenizována na ledu v KCl-Tris pufru a materiál byl dále 

uchováván na ledu. Homogenát byl odst�ed�n 20 min p�i 9000g a 4 °C. Poté byl odebrán 

supernatant bez horní vrstvy tuku (S9 frakce) a odst�ed�n 90 min p�i 105 000g. Peleta 

byla opatrn� resuspendována, aby nedošlo k jejímu zne�išt�ní glykogenem (pr�hledná 

vrstva, která se peletuje jako první).  K resuspendaci byl použit KCl-Tris pufr a suspenze 

byla op�t odst�ed�na 60 min p�i 105 000g. Supernatant byl odstran�n a peleta byla 

resuspendována  v 50 mM KPi 7,4/ 20 % glycerolu. Suspenze mikrosom� byla 

uchovávána v 0,5 – 1 ml alikvotech p�i –80°C. V pr�b�hu zpracovávání této práce byly 

postupn� ze stejné jaterní tkán� p�ipraveny dva preparáty mikrosom� ozna�ené jako 

MP1 a MP2.  

 



 36

3.4 Stanovení destrukce cytochrom� P450 a CPR v bakteriálních 

membránových systémech 

  

3.4.1 Testování stability bakteriálních membrán p�i inkubaci s NADPH 

 

Inkuba�ní sm�s o celkovém objemu 2 ml pro testování stability bakteriálních 

membrán obsahovala vybrané membrány v množství 500 pmol P450 v 50 mM KPi 

pH 7,4 bu� bez NADPH nebo s 0,1 mM �i 0,5 mM NADPH. Sm�si byly p�ipravovány 

na ledu a reakce byly zahájeny p�idáním požadovaného množství NADPH generujícího 

systému (NADPH-GS). U kontrolních vzork� neobsahujících NADPH byla inkubace 

zahájena p�emíst�ním do inkubátoru o teplot� 37 °C. Vzorky byly inkubovány 60 min 

p�i 37 °C v uzav�ených zkumavkách za t�epání a za nep�ístupu sv�tla. Po skon�ení 

inkubace byl ve vzorcích okamžit� spektrofotometricky stanoven obsah P450 dle [50]. U 

membrán P450 2E1-CPR byla dále stanovena kinetika destrukce P450 (doba inkubace 0, 

10, 30 a 60 min), u membrán P450 2C9-CPR byl stanovena závislost destrukce P450 na 

koncentraci NADPH p�i inkubaci 60 min (0, 0,1, 0,25, 0,5 nebo 1 mM NADPH-GS).  

 

3.4.2 Stanovení destrukce P450 2C9 vlivem metabolit� benzenu 

 

Inkuba�ní sm�s o celkovém objemu 2 ml obsahovala membrány P450 2C9-CPR 

v množství odpovídajícím 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a  testovanou látku 

(�erstv� rozpušt�né BQ, HQ nebo C) v požadované koncentraci (0, 0,1, 0,5 nebo 1 mM) 

v p�ítomnosti �i bez 0,5 mM NADPH p�idaného jako NADPH-GS. Vzorky byly 
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inkubovány a dále zpracovány stejným zp�sobem jako bylo popsáno v p�edchozí 

kapitole. 

 

3.4.3 Stanovení destrukce CPR vlivem NADPH a metabolit� benzenu 

 

Inkuba�ní sm�s o celkovém objemu 2 ml obsahovala membrány CPR v množství 

odpovídajícím 500 pmol CPR, 50 mM KPi pH 7,4 a  testovanou látku (�erstv� 

rozpušt�né 0,5 mM BQ, HQ nebo C) v p�ítomnosti �i bez 0,5 mM NADPH p�idaného 

jako NADPH-GS. Vzorky byly inkubovány 60 min p�i 37 °C a okamžit� po skon�ení 

inkubace byla stanovena aktivita CPR podle [12]. 
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3.5 Stanovení destrukce cytochrom� P450 a vzniku oxidativního stresu 

vlivem p�sobení metabolit� benzenu v jaterních mikrosomech 

miniprasat 

 

3.5.1 Stanovení destrukce P450 vlivem p�sobení  NADPH a metabolit� benzenu 

v jaterních mikrosomech miniprasat 

 

Inkuba�ní sm�s pro testování vlivu NADPH o celkovém objemu 2 ml obsahovala 

mikrosomy MP1 v množství odpovídajícím 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a  0, 

0,1, 0,25, 0,5 nebo 1 mM NADPH p�idaného jako NADPH-GS. Sm�s pro testování 

vlivu metabolit� benzenu obsahovala navíc testovanou látku (�erstv� rozpušt�né BQ, 

HQ nebo C) v požadované koncentraci (0, 0,1, 0,5 nebo 1 mM) v p�ítomnosti �i absenci 

0,5 mM NADPH. Reakce byly zahájeny p�idáním požadovaného množství NADPH-GS. 

Ve vzorcích bez NADPH byly reakce zahájeny p�emíst�ním do inkubátoru o teplot� 

37 °C. Vzorky byly inkubovány 10, 30 nebo 60 min p�i 37 °C v uzav�ených 

zkumavkách za t�epání a za nep�ístupu sv�tla. Po skon�ení inkubace byl ve vzorcích 

okamžit� spektrofotometricky stanoven obsah P450 dle [50].  

 

3.5.2 Stanovení vzájemných p�em�n benzochinonu a hydrochinonu 

 

Vzorky byly p�ipraveny stejným zp�sobem jako pro stanovení destrukce P450 

(kapitola 3.5.1.) v celkovém objemu 0,5 ml a inkubovány 10 nebo 60 min v temnu p�i 

37 °C za t�epání. Po extrakci do ethylacetátu byla zm��ena UV spektra a koncentrace 
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BQ a HQ byly stanoveny z kalibra�ní p�ímky sestavené podle absorpcí p�i vlnové délce 

absorp�ního maxima (252 nm pro BQ a 295 nm pro HQ).  

 

3.5.3 Stanovení aktivit cytochrom� P450 

 

Vzorky pro stanovení aktivit P450 a imunobloting byly p�ipravovány 

v centrifuga�ních zkumavkách v celkovém objemu 1,5 ml a obsahovaly mikrosomy 

MP1 (250 pmol P450/ml), 50 mM KPi pH 7,4 a BQ nebo HQ v požadované koncentraci 

v p�ítomnosti nebo bez 0,5 mM NADPH p�idaného jako NADPH-GS. Dále byly 

p�ipraveny vzorky pro posouzení vlivu r�zných koncentrací NADPH (0, 0,1, 0,5 a 

1 mM) bez obsahu testovaných metabolit� benzenu. Vzorky byly inkubovány 10 nebo 

60 min p�i 37 °C za t�epání a následn� centrifugovány 60 min p�i 14 000g p�i 5 °C 

(podle [33]). Pelety obsahující mikrosomy byly resuspendovány v 50 mM KPi pH 7,4 a 

použity pro stanovení 6-hydroxylace CLZ podle [51]. Inkuba�ní sm�s pro toto stanovení 

o celkovém objemu 0,25 ml obsahovala 0,5 mM CLZ, 50 mM KPi pH 7,4, 0,5 mM 

NADPH p�idaného jako NADPH-GS a mikrosomy v množství odpovídajícím 50 pmol 

celkového P450/vzorek. Doba inkubace byla 30 min p�i 37 °C za t�epání. Jako vnit�ní 

standard byl použit fenacetin (2,5 nmol/vzorek), analýza byla provedena metodou HPLC 

s UV detekcí p�i vlnové délce 287 nm. Jako mobilní fáze byl použit 56 % roztok 

methanolu ve vod� (m/m) Koncentrace metabolitu byla spo�tena z kalibra�ní p�ímky 

sestavené z hodnot nam��ených u standard� 6-hydroxychlorzoxazonu (0, 125, 250, 500 

a 1000 pmol/vzorek), které byly inkubovány a dále zpracovávány stejn� jako ostatní 

vzorky.    
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6β-hydroxylace TES byla stanovena podle [52] ve vzorcích popsaných v p�edchozím 

odstavci.. Inkuba�ní sm�s pro toto stanovení o celkovém objemu 0,25 ml obsahovala 

0,1 mM TES, 50 mM KPi pH 7,4, 0,5 mM NADPH p�idaného jako NADPH-GS a 

mikrosomy v množství odpovídajícím 50 pmol celkového P450. Doba inkubace byla 

30 min p�i 37 °C za t�epání. Jako vnit�ní standard byl použit fenacetin 

(2,5 nmol/vzorek), analýza byla provedena metodou HPLC s UV detekcí p�i vlnové 

délce 254 nm. Jako mobilní fáze byl použit 60 % roztok methanolu ve vod� (m/m). 

Koncentrace metabolitu byla vypo�tena z kalibra�ní p�ímky sestavené z hodnot 

nam��ených u standard� 6β-hydroxytestosteronu (0, 500, 1000, 2000 a 

4000 pmol/vzorek), které byly inkubovány a dále zpracovávány stejn� jako ostatní 

vzorky.   

K vyhodnocení výsledk� HPLC analýz byl použit software Clarity v2.2 (Data Apex, 

Praha, 	R).  

 

3.5.4 Elektroforéza a imunobloting 

 

Elektroforéza mikrosomálních protein� v SDS-polyakrylamidovém gelu byla 

provedena podle [53] ve vzorcích popsaných v prvním odstavci kapitoly 3.5.3. Pro 

separaci byl použit 10 % akrylamidový gel,  vzorky byly nanášeny v množství 20 µg 

proteinu/ �ádek. Imunobloting byl proveden podle [54] za použití  purifikovaných 

lidských P450 2E1 a 3A4 (1 pmol/ �ádek) jako standard�.Jako blokovací roztok byla 

použita 3 % želatina v PBS, bloty byly dále inkubovány 2 h p�i 37 °C s primární 

protilátkou proti lidskému P450 2E1 nebo 3A4 (50 µg IgG/10 ml PBS/Tween). Jako 
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sekundární protilátka byla použita IgG-HRP v �ed�ní 1:1000 v PBS/Tween a byla 

inkubována s blotem 45 min p�i pokojové teplot�. V p�ípad� P450 2E byl k visualizaci 

použit barvící roztok s 4-chloro-1-naftolem, u P450 3A byla použita chemiluminiscen�ní 

detekce (Supersignal West Pico chemiluminiscen�ní substrát, Pierce Biotechnology Inc., 

Rockford, IL, USA). Výsledky byly zaznamenány pomocí digitálního fotoaparátu a 

CDD kamery. 

 

3.5.5 Stanovení tvorby hydroxylových radikál� pomocí elektronové spinové rezonance 

(ESR) 

 

Inkuba�ní sm�si pro stanovení hydroxylových radikál� o celkovém objemu 300 µl 

obsahovaly mikrosomy MP1 v množství odpovídajícím 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi, 

NADPH-GS v požadované koncentraci, 400 mM DMPO a p�ípadn� HQ nebo BQ 

v r�zných koncentracích. Vzorky byly inkubovány 10 min p�i 37 °C bez t�epání 

v tmavých zkumavkách. Po skon�ení inkubace byl každý vzorek p�eveden do ploché 

kyvety z k�emi�itého skla a bylo zm��eno jeho ESR spektrum. Spektrum bylo 

zaznamenáno jako první derivace a bylo tvo�eno sou�tem 30 scan� s celkovým �asem 

m��ení 5 min. Nastavení pro m��ení bylo následující: mikrovlnná frekvence, 9,76 GHz; 

st�ed m��eného pole, 3480 G; rozsah m��eného pole, 200 G; rozlišení, 1024 bod�; 

�asová konstanta, 1,28 ms; modula�ní frekvence, 100 kHz; modula�ní amplituda, 1 G;  

nastavení zesílení p�ijíma�e, 60 dB; konverzní �as, 10,24 ms; mikrovlnný výkon, 2 mW. 

Pro kvantifikaci nam��eného spektra byla hodnota jeho druhého integrálu porovnána 

s hodnotou druhého integrálu spektra roztoku stabilního radikálu TEMPOLu získaného 
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za identických podmínek v den m��ení. Integrace ESR spekter byla provád�na 

pomocí softwaru Microcal Origin, version 3.5 (Microcal Software, Inc., Northampton, 

MA, USA). Koncentrace hydroxylových radikál� potom byla vypo�tena z kalibra�ní 

p�ímky, p�i�emž p�esná koncentrace roztoku TEMPOLu byla stanovena 

spektrofotometricky podle doporu�ení firmy Bruker BioSpin GmbH. 
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3.6 Destrukce cytochrom� P450 a vznik oxidativního stresu vlivem 

p�sobení doxorubicinu v jaterních mikrosomech miniprasat, ovlivn�ní 

toxicity fenolickými antioxidanty 

 

3.6.1 Stanovení destrukce P450 vlivem p�sobení doxorubicinu v jaterních mikrosomech 

miniprasat 

 

Inkuba�ní sm�s o celkovém objemu 2 ml obsahovala mikrosomy MP2 v množství 

odpovídajícím 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a DOX v r�zných koncentracích 

(0, 5, 10, 15, 30, 50 µM) v p�ítomnosti nebo bez 0,5 mM NADPH p�idaného jako 

NADPH-GS. Vzorky byly inkubovány 60 min p�i 37 °C a dále zpracovány jak bylo 

popsáno v kapitole 3.5.1. 

 

3.6.2 Stanovení aktivit a množství proteinu cytochrom� P450 

 

Vzorky pro stanovení aktivit P450 a imunobloting o celkovém objemu 1,5 ml 

obsahovaly mikrosomy MP2 v množství odpovídajícím 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM KPi 

pH 7,4, DOX v r�zných koncentracích (0, 5, 15, 30, 50 µM) v p�ítomnosti nebo bez 

0,5 mM NADPH p�idaného jako NADPH-GS. Stanovení 6-hydroxylace CLZ, 6β-

hydroxylace TES, elektroforéza a imunobloting pak byly provedeny stejným zp�sobem 

jako ve vzorcích s metabolity benzenu (kapitoly 3.5.5 a 3.5.6).  
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3.6.3 Stanovení tvorby semichinonu doxorubicinu a superoxidových radikál� pomocí 

ESR 

 

Inkuba�ní sm�si pro stanovení semichinonu DOX o celkovém objemu 300 µl 

obsahovaly bakteriální membrány obsahující CPR v množství odpovídajícím 100 nebo 

300 pmol CPR/ml nebo mikrosomy MP2 v množství odpovídajícím 0,5 mg proteinu/ml, 

50 mM KPi, DOX v r�zných koncentracích (0, 30, 100, 300 µM) a 1 mM NADPH 

p�idané jako NADPH-GS. Jednotlivé roztoky i inkuba�ní sm�s byly probublány 

argonem a inkubovány za nep�ístupu sv�tla a vzduchu 10 min p�i 37 °C. Po skon�ení 

inkubace byl každý vzorek p�eveden pomocí injek�ní st�íka�ky za nep�ístupu vzduchu 

do ploché kyvety pro ESR, ze které byl p�edem rovn�ž pomocí argonu odstran�n 

vzduch. ESR spektrum bylo zaznamenáno jako první derivace a bylo tvo�eno sou�tem 

30 scan� s celkovým �asem m��ení 10 min. Nastavení pro m��ení bylo následující: 

mikrovlnná frekvence, 9,76 GHz; st�ed m��eného pole, 3480 G; rozsah m��eného pole, 

200 G; rozlišení, 1024 bod�; �asová konstanta, 1,28 ms; modula�ní frekvence, 100 kHz; 

modula�ní amplituda, 1 G;  nastavení zesílení p�ijíma�e, 60 dB; konverzní �as, 

20,48 ms; mikrovlnný výkon, 25 mW. 

Inkuba�ní sm�si pro stanovení superoxidových radikál� o celkovém objemu 300 µl 

obsahovaly bakteriální membrány s CPR v množství odpovídajícím 100 pmol CPR/ml, 

50 mM KPi, 400 mM DMPO, DOX v r�zných koncentracích (0, 30, 50 µM) a 0,5 mM 

NADPH p�idané jako NADPH-GS. Vzorky byly inkubovány a m��eny stejným 

zp�sobem jako bylo popsáno v kapitole 3.5.4 s výjimkou nastavení mikrovlnného 

výkonu, který byl 25 mW. 
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3.6.4 Stanovení tvorby hydroxylových radikál� pomocí ESR 

 

Inkuba�ní sm�si pro stanovení hydroxylových radikál� o celkovém objemu 300 µl 

obsahovaly mikrosomy MP2 v množství odpovídajícím 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM 

KPi, 400 mM DMPO, DOX v r�zných koncentracích (0, 5, 10, 15, 30, 50 µM) a 0,5 mM 

NADPH p�idané jako NADPH-GS. Vzorky byly inkubovány a m��eny stejným 

zp�sobem jako p�i stanovení superoxidových radikál� (kapitola 3.6.2). 

Vliv polyfenolických antioxidant� kvercetinu, myricetinu, fisetinu, morinu, 

kaempferolu, eriodictyolu a syntetického 4-hydroxy-6-methoxyauronu na tvorbu 

hydroxylových radikál� vlivem DOX byl stanovován ve vzorcích s 30 µM DOX. 

Testované látky (30, 50 a 100 µM) byly p�idávány jako methanolické roztoky, p�i�emž 

koncentrace methanolu ve vzorku nep�esáhla 1 %. Do kontrolních vzork� byl p�idán 

místo roztoku antioxidantu pouze methanol. 

 

 

3.7 Statistické zpracování dat 

 

Všechny výsledky krom� stanovení ESR jsou vyjád�eny jako pr�m�r t�í m��ení 

± sm�rodatná odchylka, která byla vypo�ítána v softwaru Microsoft Excel. Výsledky 

m��ení ESR jsou vyjád�eny jako pr�m�r šesti m��ení ± sm�rodatná odchylka. K analýze 

statistických rozdíl� mezi skupinami byl použit oboustranný Student�v t-test a k analýze 

významnosti koncentra�ních a �asových závislostí byl použit statistický test ANOVA. 
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Výsledky 
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4.1 P�íprava membránových systém� obsahujících lidské rekombinantní 

cytochromy P450 a jaterních mikrosom� miniprasat 

 

Pro plánované experimenty byly p�ipraveny dva typy biologických preparát�:  

1) bakteriální membrány E. coli s vysokým obsahem CPR a vybraných lidských P450, 

které byly �ízen� exprimovány pomocí bicistronických vektor� a  

2) jaterní mikrosomy z pokusných miniprasat.  

Obsah P450, CPR a celkový obsah proteinu ve výsledných preparátech bakteriálních 

membrán a dvou preparátech jaterních mikrosom� miniprasat ozna�ených jako MP1 a 

MP2 jsou uvedeny v Tab. 1.  

 

 
 

Exprimované 
enzymy 

Obsah P450 
[nmol/ml] 

Obsah CPR 
[nmol/ml] 

Obsah proteinu 
[mg/ml] 

nmol P450/ 
mg proteinu 

Pom�r 
P450:CPR 

1A2-CPR 6,83 0,37 24,41 0,28 18,42 
2A6-CPR 2,12 2,81 20,50 0,10 0,75 
2C9-CPR 2,76 3,36 18,22 0,15 0,82 
2E1-CPR 12,81 4,09 50,40 0,25 3,13 
3A4-CPR 3,08 0,67 30,73 0,10 4,60 
CPR  5,36 16,61   
Mikrosomy 
MP1 

12,60 0,42 17,62 0,72 30,13 

Mikrosomy 
MP2 

7,85 0,27 25,71 0,31 29,41 

Tab.1 Výsledky preparací bakteriálních membrán a jaterních mikrosom� miniprasat 
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4.2 Stanovení destrukce cytochrom� P450 v bakteriálních membránových 

systémech 

  

4.2.1 Testování stability bakteriálních membrán p�i inkubaci s NADPH 

 

P�ed použitím bakteriálních membrán jako modelového systému v plánovaných 

experimentech pro studium interakcí xenobiotik s lidskými P450 byla testována jejich 

integrita a stabilita p�i inkubaci.  

Stabilita lidských P450 1A2, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4 exprimovaných spole�n� s CPR v 

bakteriálních membránách byla hodnocena po šedesátiminutové inkubaci bez NADPH 

anebo v p�ítomnosti  0,1 mM nebo 0,5 mM NADPH P450 (Obr. 7). Jednotlivé P450 se 

svou stabilitou za t�chto podmínek velmi lišily. P�i inkubaci bez NADPH byl 
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Obr. 7 Stabilita lidských P450 v  bakteriálních membránách p�i inkubaci s NADPH 
Membrány obsahující P450 a CPR byly inkubovány 60 min bez NADPH (�), s 0,1 mM NADPH (�) nebo 
s 0,5 mM NADPH (�). Obsah P450 po inkubaci je vyjád�en jako podíl v��i obsahu P450 ve vzorku bez 
inkubace. 
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nejstabiln�jší P450 2C9 a ostatní testované enzymy následovaly v po�adí 

2A6>2E1>3A4>1A2. P�i inkubaci s 0,1 mM NADPH byl nejstabiln�jší z testovaných 

enzym� op�t P450 2C9. P�ítomnost 0,5 mM NADPH, což je koncentrace b�žn� 

používaná v pokusech in vitro, však již u všech testovaných enzym� zp�sobila degradaci 

více než 60 % P450. Vliv NADPH byl nejvýrazn�jší u P450 2A6, kde po inkubaci s 

0,5 mM NADPH již nebyl nativní enzym detekován v�bec. 

Dále byl stanoven �asový pr�b�h destrukce P450 2E1 vlivem NADPH (Obr. 8), 

nebo� tento P450 hraje d�ležitou roli v aktivaci benzenu a membrány P450 2E1-CPR tak 

byly nejzajímav�jším modelem pro další studium interakcí s jeho metabolity. Destrukce 

P450 2E1 byla koncentra�n� i �asov� závislá, 0,5 mM NADPH zp�sobovalo statisticky 

významnou destrukci P450(P=0,017) již po 10 min inkubace. 

Lidská CPR v bakteriálních membránách bez exprese P450 (monocistronický vektor) 

byla p�i inkubaci s 0,5 mM NADPH stabilní (Obr. 9). 

0

200

400

600

800

1000

1200

0 10 20 30 40 50 60 70

�as inkubace [min]

o
b

s
a
h

 P
4
5
0
 [

p
m

o
l/
v
z
o

re
k
]

Obr. 8 Kinetika destrukce lidského P450 2E1 v bakteriálních membránách vlivem NADPH 
Membrány obsahující P450 2E1-CPR byly inkubovány 10, 30 nebo 60 min bez NADPH (�), s 0,1 mM 
NADPH (
) nebo s 0,5 mM NADPH (�). 
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 Koncentra�ní závislost destrukce P450 v nejstabiln�jším systému P450 2C9-CPR na 

koncentraci NADPH p�i inkubaci 60 min je zobrazena na Obr. 10. Statisticky 

významnou destrukci P450 2C9 zp�sobila již nejnižší použitá koncentrace NADPH, tj. 

0,1 mM (P=0,0018).  

Obr. 9 Stabilita lidské CPR v bakteriálních membránách p�i inkubaci s NADPH a metabolity 
benzenu 
Membrány obsahující CPR byly inkubovány 60 min bez NADPH (�) nebo s 0,5 mM NADPH (�) s 
p�ídavkem metabolit� benzenu tak, jak je uvedeno v grafu 
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Obr. 10 Destrukce lidského P450 2C9 v bakteriálních membránách vlivem NADPH 
Membrány obsahující P450 2C9-CPR byly inkubovány 60 min bez NADPH a s 0,1 , 0,25, 0,5 
nebo 1 mM NADPH. 
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4.2.2 Destrukce P450 2C9 vlivem metabolit� benzenu 

 

Nejstabiln�jší bakteriální systém – P450 2C9-CPR - byl použit ke sledování vlivu 

metabolit� benzenu na obsah P450 2C9. 

HQ i BQ v nep�ítomnosti NADPH (Obr. 11A) zp�sobovaly statisticky významnou 

destrukci P450 2C9 již v nejnižší testované koncentraci, tj. 0,1 mM (P=0,0025 pro BQ, 

P=0,0083 pro HQ), C nem�l negativní ú�inek na obsah P450 2C9. V p�ítomnosti 

0,5 mM NADPH (Obr. 11B) se ú�inek C, HQ a BQ neprojevil tak výrazn�.  Významnou 

destrukci zp�sobil pouze 1 mM BQ (P=0,004). Celkov� tedy nebylo možné p�ísp�vek 

metabolit� benzenu k destrukci P450 2C9 odlišit od ú�ink� samotného NADPH.  

 

4.2.3 Destrukce CPR vlivem metabolit� benzenu 

 

Inkubace membrán obsahujících CPR bez P450 s C neukázala významný ú�inek C na 

aktivitu CPR (Obr. 9). HQ i BQ v nep�ítomnosti NADPH poškodily CPR mnohem 

výrazn�ji než P450 v systému P450 2C9-CPR (Obr. 11). P�i inkubaci s 0,5 mM NADPH 

byl destruktivní ú�inek na CPR v�tší u BQ než u HQ (Obr. 9). Tato destrukce, na rozdíl 

od P450, byla významn� vyšší než destrukce samotným NADPH, jehož p�ítomnost CPR 

prakticky nepoškodila. 
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Obr. 11 Destrukce lidského P450 2C9 v bakteriálních membránách vlivem metabolit� benzenu 
Membrány obsahující P450 2C9-CPR byly inkubovány 60 min s C (
), HQ (�) nebo BQ (�) v 
nep�ítomnosti NADPH (A) nebo s 0,5 mM NADPH (B). 
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4.3 Stanovení destrukce cytochrom� P450 a vzniku oxidativního stresu 

vlivem p�sobení metabolit� benzenu v jaterních mikrosomech 

miniprasat 

 

Pro p�ímé porovnání výsledk� experiment� v bakteriálních systémech se situací v 

jaterních mikrosomech a následné studium oxidativního stresu byly vybrány preparáty 

mikrosom� z jater pokusných miniprasat, které obsahují P450 s vlastnostmi podobnými 

lidským P450. 

 

4.3.1 Destrukce P450 vlivem p�sobení NADPH a metabolit� benzenu v jaterních 

mikrosomech miniprasat 

 

NADPH zp�sobovalo statisticky významnou destrukci P450 po 60 min inkubace již 

v nejnižší použité koncentraci, tj. 0,1 mM (Obr. 12, P<0,001). 0,5 mM NADPH potom 
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Obr. 12 Destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem NADPH 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány 60 min bez NADPH a s 0,1 , 0,25, 0,5 nebo 1 mM NADPH 
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zp�sobilo významnou destrukci P450 již po 10 min inkubace (Obr. 13, P=0,048). 

Z Obr. 13 je patrné, že �asový pr�b�h destrukce se pro 0,1 mM a 0,5 mM NADPH lišil, 

ale po 60 min inkubace již nebyl mezi t�mito dv�ma koncentracemi významný rozdíl. 

Srovnání destruk�ního p�sobení HQ, BQ a C ukazuje, že v inkubacích bez NADPH 

byl nejú�inn�jší BQ (Obr. 14A), p�i�emž rozdíl byl nejvýrazn�jší p�i nízkých 

koncentracích.  HQ p�sobil destrukci P450 v závislosti na koncentraci, zatímco nejmenší 

poškození zp�soboval C. V p�ítomnosti NADPH nebyl ú�inek testovaných látek 

významný ve srovnání s ú�inkem samotného NADPH, ale byla pozorována významn� 

v�tší destrukce vlivem BQ oproti HQ (P=0,043, Obr. 14B).  
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Obr. 13 Kinetika destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem NADPH 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány 10, 30 nebo 60 min bez NADPH (�), s 0,1 mM NADPH (
) nebo s 
0,5 mM NADPH (�). 
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4.3.2  Vzájemné p�em�ny benzochinonu a hydrochinonu v inkubacích s jaterními 

mikrosomy miniprasat 

 

Za ú�elem studia možných mechanism� destrukce P450 metabolity benzenu bylo 

provedeno sledování vzájemných p�em�n BQ a HQ v prost�edí mikrosom� MP1 bez i za 

p�ítomnosti NADPH. 
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Obr. 14 Destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem metabolit� benzenu 
(A) Mikrosomy MP1 byly inkubovány 60 min s C (
), HQ (�) nebo BQ (�) v nep�ítomnosti NADPH. 
(B) Mikrosomy MP1 byly inkubovány 60 min s 1 mM C, HQ nebo BQ v nep�ítomnosti (�) nebo 
p�ítomnosti (�) 0,5 mM NADPH. 
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V inkubacích s BQ p�ítomnost NADPH velmi podporovala jeho redukci na HQ, 

redukce však v menší mí�e probíhala i v nep�ítomnosti NADPH (Obr. 15). Koncentrace 

HQ ve vzorcích bez NADPH dosáhla po 60 min inkubace maximáln� 30 % po�áte�ní 

koncentrace BQ, zatímco v p�ítomnosti NADPH množství BQ p�em�n�ného na HQ 

p�esáhlo 50 % p�vodního obsahu BQ ve všech sledovaných koncentracích (v nejnižší 

0,1 mM dokonce bylo 80 % BQ zredukováno na HQ už po 10 min inkubace). 

V inkubacích s HQ se p�em�nilo na BQ maximáln� 5-10 % p�vodn� inkubovaného 

HQ (výsledky nezobrazeny).  

Obr. 15 Vzájemné p�em�ny BQ a HQ b�hem inkubace s mikrosomy MP1 
0,1 mM (
), 0,5 mM (�) nebo 1 mM BQ (�)  byl inkubován s mikrosomy MP1 za nep�ítomnosti (A) nebo 
v p�ítomnosti (B) 0,5 mM NADPH. Plné symboly zobrazují koncentraci BQ a prázdné symboly zobrazují 
koncentraci HQ. 
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4.3.3  Vliv NADPH, hydrochinonu a benzochinonu na aktivity P450 2E a 3A v jaterních 

mikrosomech miniprasat 

 

Studium mechanismu destrukce P450 vlivem metabolit� benzenu dále pokra�ovalo 

analýzami poškození enzymatické aktivity a apoproteinu dvou P450, které mají u 

miniprasat velmi podobné hladiny a aktivity jako u lidí. 

P�ítomnost NADPH v koncentracích od 0,1 do 1 mM neovliv�ovala enzymatickou 

aktivitu P450 2E stanovenou jako 6-hydroxylaci CLZ ani P450 3A stanovenou jako 6β-

hydroxylaci TES (výsledky nezobrazeny).  

Jelikož C v p�edchozích pokusech nep�sobil významnou destrukci P450, vliv na 

aktivity P450 byl sledován pouze u HQ a BQ. Vliv t�chto látek na aktivity P450 2E a 3A 

je shrnut v Tab. 2.  

Inkubace s BQ ukázaly, že aktivita P450 2E byla v��i jeho p�sobení výrazn� 

citliv�jší než aktivita P450 3A. Aktivita P450 2E, na rozdíl od P450 3A, významn� 

klesla již po 10 min inkubace s nejnižší koncentrací (0,1 mM) BQ bez NADPH. Na 

destrukci významného podílu aktivity P450 3A za stejných podmínek bylo zapot�ebí 

60 min inkubace s BQ. V p�ítomnosti NADPH sice aktivita P450 3A klesala v závislosti 

na koncentraci BQ již po 10 min inkubaci, ale pouze nejvyšší použitá koncentrace BQ 

(1 mM) snížila aktivitu P450 3A srovnateln� se snížením aktivity P450 2E. Celkov� lze 

konstatovat, že aktivita P450 2E byla poškozována velmi rychle již nejnižšími 

koncentracemi BQ bez ohledu na p�ítomnost NADPH.  Jedinou výjimkou byla aktivita 
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P450 2E po 60 min inkubace s 0,1 mM BQ za p�ítomnosti NADPH, která byla vyšší 

oproti 10 min inkubaci. 

HQ v inkubacích bez NADPH ovliv�oval aktivitu P450 2E v závislosti na 

koncentraci, zatímco aktivita P450 3A z�stala po 60 min inkubace s HQ v koncentracích 

do 0,5 mM stabilní. V p�ítomnosti NADPH byla aktivita P450 2E mén� ovlivn�na než 

v jeho nep�ítomnosti, zatímco aktivita P450 3A byla naopak výrazn�ji ovlivn�na HQ za 

p�ítomnosti NADPH. Bez NADPH pouze nejvyšší použitá koncentrace HQ (1 mM) 

zp�sobila významné snížení aktivity P450 3A (P=0,012), zatímco  v p�ítomnosti 

NADPH  aktivita P450 3A klesala vlivem HQ rychleji a bez závislosti na koncentraci. 

 

 

 

 

 Aktivita P450 2E  
 [pmol/min/nmol P450] 

Aktivita P450 3A  
[pmol/min/nmol P450] 

 
Koncentrace 

chinonu 
10 min 60 min 10 min 60 min 

0.1 mM 190 ± 3 * 163 ± 167 * 588 ± 165 87 ± 8 * 
0.5 mM 67 ± 1 * 57 ± 2 * 652 ± 15 116 ± 8 * 

Bez 
NADPH 

1 mM 160 ± 3 * 16 ± 12 * 759 ± 193 104 ± 2 * 
0.1 mM 119 ± 45 * 473 ± 124 672 ± 33 137 ± 2 * 
0.5 mM 179 ± 152 * 87 ± 17 * 385 ± 152 167 ± 49 * 

BQ 

0.5mM 
NADPH 1 mM 128 ± 96 * 136 ± 27 * 217 ± 83 * 189 ± 25 * 

0.1 mM 705 ± 71 * 919 ± 89 572 ± 127 730 ± 72 
0.5 mM 688 ± 98 * 49 ± 87 * 548 ± 50 542 ± 135 

Bez 
NADPH 

1 mM 307 ± 169 * 152 ± 96 * 391 ± 133 * 428 ± 77 * 
0.1 mM 621 ± 120 * 977 ± 293 487 ± 107 312 ± 110 * 
0.5 mM 615 ± 199 * 714 ± 102 * 449 ± 50 * 243 ± 130 * 

HQ 

0.5mM 
NADPH 1 mM 650 ± 200 725 ± 27 * 431 ± 117 177 ± 91 * 

Neinkubované mikrosomy 974 ± 57 633 ± 23 

Hodnoty, které se statisticky významn� liší od hodnoty neinkubovaných mikrosom�, jsou ozna�eny hv�zdi�kami 

Tab.2 Aktivity P450 2E a 3A v mikrosomech MP1 po inkubaci s benzochinonem a 
hydrochinonem 



 59

4.3.4 Vliv NADPH, hydrochinonu a benzochinonu na obsah proteinu P450 2E a 3A v 

jaterních mikrosomech miniprasat 

 

Množství P450 2E apoproteinu stanovené pomocí imunoblotingu bylo sníženo ve 

vzorcích inkubovaných s BQ bez NADPH (Obr. 16). NADPH ani HQ obsah P450 2E 

významn� neovlivnily. 

Množství P450 3A apoproteinu bylo rovn�ž nejvíce sníženo v inkubacích s BQ a to 

v závislosti na koncentraci BQ. NADPH ani HQ obsah P450 3A významn� neovlivnily. 

 

4.3.5 Produkce hydroxylových radikál� vlivem p�sobení NADPH, katecholu, 

benzochinonu a hydrochinonu v jaterních mikrosomech miniprasat 

 

Jako další možný mechanismus destrukce P450 byl sledován vznik hydroxylových 

radikál� b�hem inkubace mikrosomálních preparát� s metabolity benzenu.  

Na Obr. 17 je zobrazeno typické spektrum ESR zaznamenané po inkubaci mikrosom� 

MP1 s NADPH (A), HQ s NADPH (B) a BQ s NADPH (C). Kvartetová soustava 

signál� se st�edem na g=2,0041, pom�rem intenzit 1:2:2:1 a št�pící konstantou 

aN=aH=14,71 G odpovídá aduktu hydroxylových radikál� s DMPO (DMPO-•OH) [55]. 

Dále byl pozorován triplet se st�edem na g=2,0042 s pom�rem intenzit 1:1:1 a št�pící 

konstantou aN=14,88 G a šesti�arové spektrum se st�edem na g=2,0039 s pom�rem 

intenzit 1:1:1:1:1:1 a št�pícími konstantami aN=15,85 G a aH=22,37 G (Obr. 16 B a C). 

Tripletový signál m�že být p�ipisován nitroxidovému radikálu vzniklému z DMPO po 

ataku neznámým radikálem. Šesti�arové spektrum pravd�podobn� pat�ilo alkylovým 
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nebo alkoxylovým radikál�m (DMPO-•R/•OR), které mohou být tvo�eny z malých 

fragment� protein� nebo aminokyselin [56]. 

P�i inkubaci pouze s NADPH byla pozorována tvorba hydroxylových radikál� 

v závislosti na koncentraci NADPH (Obr. 18, P<0,001). HQ stimuloval produkci 

hydroxylových radikál� v p�ítomnosti i nep�ítomnosti NADPH (Obr. 19A, B) a byl 

jedinou testovanou látkou, která m�la významný ú�inek (P=0,034 pro 1 mM HQ). BQ 

v p�ítomnosti NADPH nem�l statisticky významný vliv na tvorbu hydroxylových 

radikál�, i když bylo možné pozorovat mírnou stimulaci u 0,1 mM BQ a naopak inhibici 

p�i vyšších koncentracích (Obr. 19B). C nezvyšoval produkci hydroxylových radikál� 

nad úrove� samotného 0,5 mM NADPH. 1 mM C vykazoval obrácený efekt než 

samotné NADPH, tvorba hydroxylových radikál� byla totiž vyšší v nep�ítomnosti než 

v p�ítomnosti NADPH (Obr. 19A, B). 
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Obr. 16 Obsah proteinu P450 2E a P450 3A stanovený pomocí imunoblottingu v miniprase�ích 
mikrosomech MP1 
Vzorky byly p�ipraveny a zpracovány metodou popsanou v kapitole 3.5.4. Inkubace s HQ a BQ 
probíhala za nep�ítomnosti �i v p�ítomnosti NADPH po dobu 10 min (A) nebo 60 min (B). 
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Obr. 17 Typická spektra ESR nam��ená po inkubaci mikrosom� miniprase�ích MP1 s 
NADPH a metabolity benzenu v p�ítomnosti DMPO 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány s 1 mM NADPH (A), 0,5 mM HQ a 0,5 mM NADPH (B) nebo s 
0,5 mM BQ a 0,5 mM NADPH (C) v p�ítomnosti 400 mM DMPO. Signály hydroxylových radikál� 
jsou ozna�eny hv�zdi�kami. 
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Obr. 18 Tvorba hydroxylových radikál� v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem NADPH 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány s 0, 0,1, 0,25, 0,5 a 1 mM NADPH jak bylo popsáno v kapitole 
3.5.5. 
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Obr. 19 Tvorba hydroxylových radikál� v miniprase�ích mikrosomech MP1 vlivem 
metabolit� benzenu 
Mikrosomy MP1 byly inkubovány s C (
), HQ (�) nebo BQ (�) v nep�ítomnosti NADPH (A) 
nebo s 0,5 mM NADPH (B). 
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4.4 Destrukce cytochrom� P450 a vznik oxidativního stresu vlivem 

p�sobení doxorubicinu v jaterních mikrosomech miniprasat, jeho ovlivn�ní 

fenolickými antioxidanty 

 

Jaterní mikrosomy miniprasete byly dále využity jako modelový systém nežádoucích 

ú�ink� klinicky významných látek obsahujících v molekule chinonický motiv. Jako 

zástupce t�chto látek bylo studováno anthracyklinové cytostatikum DOX. 

 

4.4.1 Destrukce P450 vlivem p�sobení doxorubicinu v jaterních mikrosomech 

miniprasat 

 

DOX p�sobil statisticky významnou destrukci P450 v p�ítomnosti (P=0,0002) i 

nep�ítomnosti (P=0,0013) NADPH (Obr. 20). 
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Obr. 20 Destrukce P450 v miniprase�ích mikrosomech MP2 vlivem doxorubicinu 
Mikrosomy MP2 byly inkubovány 60 min s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 µM DOX v nep�ítomnosti (�) nebo s 
0,5 mM NADPH (�). 
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4.4.2 Vliv doxorubicinu na aktivity a obsah proteinu P450 2E a 3A v jaterních 

mikrosomech miniprasat 

 

Aktivity ani obsah proteinu P450 2E a 3A v mikrosomech MP2 nebyly významn� 

ovlivn�ny inkubací s DOX v rozmezí koncentrací 5-50 µM v nep�ítomnosti ani 

v p�ítomnosti NADPH (výsledky nezobrazeny). 

 

4.4.3 Tvorba semichinonu doxorubicinu a superoxidových radikál�  

 

Tvorba semichinonového radikálu a následná aktivace kyslíku jsou považovány za 

d�ležitý mechanismus toxicity DOX. V p�ítomnosti DOX ve výše uvedených 

modelových systémech byla proto sledována tvorba t�í typ� radikál� – semichinonového 

radikálu DOX, který je inicia�ním krokem, superoxidových radikál�, které jsou 

výsledkem p�ímé reakce semichinonu s molekulárním kyslíkem a tedy prvními 

vznikajícími kyslíkovými radikály, a hydroxylových radikál�, které jsou kone�ným 

reaktivním agens celé této kaskády. 

Tvorba radikálu semichinonu DOX byla sledována v bakteriálních membránách s 

obsahem CPR a v jaterních mikrosomech miniprasat za anaerobních podmínek, p�i�emž 

v mikrosomech inkubovaných s NADPH a DOX semichinon detekován nebyl. Nejnižší 

koncentrace DOX, p�i které byl semichinon detekován v systému s membránami CPR, 

DOX a NADPH, byla 300 �M. Spektrum ESR se signálem semichinonu DOX je 

zobrazeno na Obr. 21. Oproti tomu, již v mnohem nižší koncentraci DOX (30 µM),  byl 
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v systému s membránami CPR pozorován vznik spektra složeného z kvartetu 

náležejícího hydroxylovým radikál�m a  dalšího spektra se st�edem na g=2,014 a 

št�pícími konstantami aN=14,4 G, aH(�)=11,8 G a aH(�)=1,72 G (Obr. 22). Toto 

spektrum odpovídá aduktu superoxidových radikál� s DMPO [57]. Ve vzorcích s CPR a 

Obr. 21 Spektrum ESR se signálem semichinonu DOX 
Membrány obsahující CPR byly inkubovány s 300 µM DOX a 1 mM NADPH v anaerobním prost�edí 
bez DMPO. 

Obr. 22 Spektrum ESR se signály superoxidových a hydroxylových radikál� 
Membrány obsahující CPR byly inkubovány s 30 µM DOX a 0,5 mM NADPH v aerobním prost�edí 
v p�ítomnosti 400 mM DMPO. Výsledné spetrum je složeno ze signál� hydroxylových radikál� (x) 
a superoxidových radikál� (•). 
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NADPH bez DOX bylo zaznamenáno pouze spektrum hydroxylových radikál�. Jejich 

koncentrace p�ibližn� odpovídala hodnotám nam��eným v systému s jaterními 

mikrosomy a NADPH (výsledky nezobrazeny).  

 

4.4.4 Tvorba hydroxylových radikál� vlivem doxorubicinu v jaterních mikrosomech 

miniprasat 

 

V systému s mikrosomy MP2, 0,5 mM NADPH a DOX byl detekován pouze kvartet 

signál� odpovídající aduktu DMPO-•OH. DOX stimuloval tvorbu hydroxylových 

radikál� v závislosti na koncentraci (P=0,002, Obr. 23). Ve stejném systému bez 

NADPH nebyla zaznamenána významná tvorba hydroxylových radikál� (výsledky 

nezobrazeny). 
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Obr. 23 Tvorba hydroxylových radikál� v miniprase�ích mikrosomech MP2 vlivem 
doxorubicinu 
Mikrosomy MP2 byly inkubovány s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 µM DOX v p�ítomnosti 0,5 mM NADPH. 
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4.4.5 Vliv polyfenolických antioxidant� na tvorbu hydroxylových radikál� v systému 

doxorubicinu a jaterních mikrosom� miniprasat 

 

P�írodní a syntetické polyfenoly byly použity ke sledování antioxida�ní aktivity v��i 

p�sobení DOX v modelovém systému miniprase�ích mikrosom� 

Z testovaných polyfenolických antioxidant� byl významný inhibi�ní ú�inek na tvorbu 

hydroxylových radikál� vlivem DOX zaznamenán u fisetinu, kaempferolu a myricetinu 

v nejvyšší použité koncentraci (100 µM, Tab. 3) 

 

 

Koncentrace hydroxylových radikál� [nmol/ml] Testované antioxidanty 
30 µM 50 µM 100 µM 

Fisetin 1,28 ± 0,19 1,22 ± 0,01 0,79± 0,02* 
Kaempferol 1,49 ± 0,19 1,18 ± 0,27 0,79 ± 0,10* 
Morin 1,41 ± 0,06 1,18 ± 0,16 1,01 ± 0,19 
Kvercetin 1,50 ± 0,18 1,20 ± 0,43 1,09 ± 0,18 
Myricetin 1,18 ± 0,08 1,10 ± 0,08 0,64 ± 0,06* 
Eriodictyol 1,39 ± 0,06 1,52 ± 0,18 1,32 ± 0,09 
4-hydroxy-6-methoxyauron 1,49 ± 0,12 1,27 ± 0,08 1,12 ± 0,24 
Kontrola (methanol) 1,33 ± 0,07 1,29 ± 0,18 1,17 ± 0,15 

Hodnoty které se statisticky významn� liší od kontroly jsou ozna�eny hv�zdi�kami 

Tab.3 Vliv fenolických antioxidant� na tvorbu hydroxylových radikál� v mikrosomech MP2 s 
30µµµµM doxorubicinem a NADPH 
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Jedním z cíl� p�edkládané práce byla p�íprava stabilního membránového systému pro 

použití k testování destruk�ních ú�ink� xenobiotik na P450 a úlohy oxidativního stresu 

v tomto p�sobení. Stabilita izolovaných bakteriálních membrán s obsahem p�ti 

významných lidských P450 byla nejprve otestována inkubací p�i 37 °C bez p�ídavku 

NADPH nebo v p�ítomnosti  r�zných koncentrací NADPH. V tomto systému byly 

zjišt�ny velké rozdíly ve stabilit� mezi jednotlivými preparáty P450. Nalezené rozdíly 

mohly být zap�í�in�ny odlišnou strukturou vlastních molekul enzym� (rozdíly 

v náchylnosti jednotlivých lidských rekombinantních P450 k denaturaci vlivem tlaku �i 

teploty byly již popsány – [58], [59]) nebo specifickými a zatím nedefinovanými 

vlastnostmi membránových preparát�. Pro ú�ely testování destruk�ních ú�ink� 

xenobiotik na P450 však nebyl žádný z výsledných preparát� vhodný, nebo� 

v p�ítomnosti b�žn� laboratorn� používané koncentrace NADPH (0,5 mM) tém�� 

všechny exprimované P450 (krom� P450 1A2) degradovaly b�hem 60-ti minutové 

inkubace z více než 70 %. V p�ípad� P450 1A2 se projevil opa�ný ú�inek vyšší 

koncentrace NADPH než v p�ípad� ostatních preparát�, p�ítomnost 0,5 mM NADPH 

m�la protektivní ú�inek na obsah P450 b�hem inkubace. Nicmén�, vzhledem 

k vysokému stupni degradace P450 p�i inkubaci bez NADPH ani tento membránový 

preparát nebyl vhodný pro testování destruk�ních ú�ink� xenobiotik. U vybraných 

membrán (P450 2E1) byl prov��en �asový pr�b�h degradace P450. P450 2E1 byl takto 

dále testován, nebo� hraje d�ležitou roli v metabolismu benzenu a dalších substrát� o 

nízké molekulové hmotnosti a byl považován za potenciáln� nejzajímav�jší pro 

testování interakcí s BQ a HQ. Avšak �asový pr�b�h destrukce P450 2E1 potvrdil, že 

možnost použití t�chto membrán pro kratší inkuba�ní �asy je rovn�ž omezená, nebo� 
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p�ítomnost 0,5 mM NADPH zde p�sobila velmi výraznou destrukci P450 již po 10 min 

inkubace.  

Výrazná destrukce P450 exprimovaných v membránových systémech b�hem 

inkubace v p�ítomnosti NADPH byla pravd�podobn� zp�sobena tzv. cyklem naprázdno 

bez substrátu (P450 futile cycle), b�hem n�hož vznikají ROS a který již byl popsán 

v podmínkách in vitro v p�ítomnosti NADPH u purifikovaných P450 i v mikrosomech 

[60], [61]. Úbytek celkového obsahu P450 v lidských mikrosomech inkubovaných 

s 1 mM NADPH byl 0-30 % [33]. D�vodem, pro� se ú�inek NADPH projevil výrazn�ji 

práv� v membránových systémech oproti mikrosom�m, m�že být vyšší pom�r 

CPR : P450, který m�že být p�í�inou vyššího hromad�ní ROS [62], a zárove� 

nep�ítomnost ostatních mikrosomálních enzym� s antioxida�ní funkcí. Membránové 

systémy p�ipravené v rámci této práce byly rovn�ž použity pro studium metabolismu 

nové generace protinádorových lé�iv ze skupiny taxan� [63]. Membrány P450 3A4 po 

30 min inkubaci s 1 mM NADPH a substrátem ú�inn� metabolizovaly studované taxany. 

Rovn�ž P450 2A6 byl v naší laborato�i již d�íve podrobn� charakterizován v�etn� studie 

enzymové kinetiky i záznamu substrátových spekter pomocí markerového substrátu 

kumarinu [49]. V p�ítomnosti substrátu, kdy neprobíhal cyklus naprázdno, byly tedy 

P450 exprimované v membránových systémech metabolicky aktivní, což se potvrdilo i 

p�i testování aktivity vybraných P450 (P450 2E1) pomocí jejich markerových substrát�. 

Vzhledem k nevyhovujícím výsledk�m testování P450 2E1 systému (viz výše) byl pro 

studium mechanismu toxického p�sobení metabolit� benzenu, které bylo jedním 

z hlavních cíl� této práce, použit nejstabiln�jší z mebránových systém� (P450 2C9). P�i 

inkubaci studovaných látek s membránami obsahujícími P450 2C9 a CPR se projevil 

výrazný destruktivní ú�inek BQ a HQ zejména v nep�ítomnosti NADPH, což odpovídá 
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d�íve sledovanému trendu s potkaními i lidskými mikrosomy [33], [64]. P�ítomnost 

pouze 0,5 mM NADPH m�la výrazn�jší vliv na úbytek P450 než p�ítomnost metabolit� 

benzenu a i tento výsledek rovn�ž odpovídal našim zkušenostem s potkaními mikrosomy 

[64]. 

Pro další studium ú�ink� metabolit� benzenu byly použity mikrosomy z jater 

pokusných miniprasat, jejichž podobnost s lidskými jaterními mikrosomy v oblasti 

hladin a aktivit jednotlivých P450 již byla prokázána [23], [24]. Tyto mikrosomální 

preparáty jsou z t�chto d�vod� a p�edevším vzhledem k velmi omezené dostupnosti 

lidských jater doporu�ovány jako vhodný modelový systém pro studium lidské 

biotransformace. Rozsah destrukce P450 vlivem NADPH v jaterních mikrosomech 

miniprasat byl v�tší než v p�ípad� lidských mikrosom� [33],  b�hem inkubace v 

p�ítomnosti 1 mM NADPH degradovalo 49 % celkového P450. Jaterní P450 miniprasat 

byly tedy citliv�jší v��i p�sobení oxidativního stresu generovaného cyklem P450 

naprázdno. P�edpokládáme, že d�vodem tohoto rozdílu m�že být nižší antioxida�ní 

kapacita jaterních mikrosom� miniprasat. P�estože jaterní P450 miniprasat byly již 

pom�rn� detailn� charakterizovány, o obsahu ostatních enzym�, které mohou hrát roli 

v tvorb� oxidativního stresu, není v literatu�e k dispozici dostatek informací. 

Z mikrosomálních enzym� by se mohlo jednat nap�. o �-glutathion-S-transferázu [65], 

CPR nebo prostaglandin-H-syntázu [66]. Miniprase�í mikrosomy byly však p�i inkubaci 

s NADPH významn� stabiln�jší než všechny sledované bakteriální systémy (kde se 

destrukce jednotlivých P450 pohybovala mezi 60-80 %) a p�i inkubacích bez NADPH 

potom nedocházelo ke snížení celkového obsahu P450 prakticky v�bec. 	asový pr�b�h 

destrukce P450 vlivem NADPH byl u mikrosom� podobný jako v p�ípad� membrán 

P450 2E1-CPR avšak s tím rozdílem, že degradace byla v p�ípad� membrán výrazn�jší a 
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probíhala i bez p�ídavku NADPH. Tento rozdíl byl pravd�podobn� ovlivn�n i stabilitou 

samotného systému membrán. Tyto detailní experimenty op�t potvrdily nižší odolnost 

P450 v bakteriálních membránách v��i oxidativnímu stresu ve srovnání s mikrosomy. 

P�i dalším používání bakteriálních membrán pro studium vlastností P450 je tedy t�eba 

tuto skute�nost respektovat.  

Ze studovaných metabolit� benzenu zp�soboval BQ nejrozsáhlejší destrukci 

celkového P450 v mikrosomech inkubovaných bez NADPH i v jeho p�ítomnosti. 

Koncentra�ní závislost jeho p�sobení se podobala i ú�ink�m BQ na P450 2C9 

v membránách, kdy bez NADPH došlo k výrazné destrukci již v nejnižší použité 

koncentraci (0,1 mM), zatímco ve vyšších koncentracích již nebylo zvýšení destrukce 

výrazné. I v tomto p�ípad� však byly membrány významn� citliv�jší než mikrosomy 

(tém�� totální destrukce vlivem 1 mM BQ v membránách oproti 60 % destrukci v 

mikrosomech). Destruk�ní ú�inek HQ na celkový P450 v mikrosomech byl také mén� 

výrazný než na P450 2C9 v membránách a lišil se i pr�b�hem koncentra�ní závislosti. 

V membránách se projevil ú�inek HQ již u 0,1 mM HQ, zatímco v mikrosomech p�sobil 

destrukci až 0,5 mM HQ a ú�inek srovnatelný s BQ se objevil až u 1 mM HQ. C byl 

v obou systémech nejmén� destruktivní z testovaných látek, v membránách s P450 2C9 

p�sobil dokonce mírn� protektivn�. V obou systémech také platilo, že v p�ítomnosti 

NADPH byl destruk�ní ú�inek testovaných chinon� mén� výrazný než v jeho 

nep�ítomnosti. 

Výrazný rozdíl mezi ú�inkem chinon� v nep�ítomnosti a p�ítomnosti NADPH byl 

zaznamenán v p�ípad� membrán obsahujících pouze CPR, které byly sledovány za 

ú�elem zjišt�ní možných p�í�in výše zmín�né nestability membrán obsahujících P450 

spolu s CPR. CPR byla p�i inkubaci se samotným NADPH stabilní. B�hem inkubace HQ 
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i BQ v p�ítomnosti NADPH se projevil destruk�ní ú�inek obou látek, a to zejména v 

p�ípad� BQ. Zajímavým výsledkem ovšem byla úplná destrukce aktivity CPR 

exprimované v membránách p�i inkubaci s HQ nebo BQ bez NADPH, p�ítomnost 

NADPH tedy p�i inkubaci s chinony na aktivitu CPR p�sobila protektivn�. B�hem 

inkubace chinon� s membránami v nep�ítomnosti NADPH se pravd�podobn� uplatnil 

kovaletní mechanismus inaktivace, který je vzhledem k ostatním výsledk�m této studie 

velmi pravd�podobný hlavn� u BQ. V p�ípad� HQ mohla hrát roli jeho samovolná 

oxidace na BQ, která je v nep�ítomnosti NADPH významn�jší než v jeho p�ítomnosti 

[31]. Vzájemné p�em�ny HQ a BQ byly ovšem v rámci této práce i d�ív�jších studií [31] 

sledovány pouze ve vodném roztoku nebo v p�ítomnosti mikrosom�. Podrobn�jší 

studium t�chto p�em�n v p�ítomnosti membrán s CPR by mohlo být nám�tem pro další 

výzkum. Hlavním p�edm�tem zájmu v rámci této práce byly ovšem membránové 

systémy s obsahem P450 a proto detailn�jší studium nebylo provád�no. Nicmén�, 

porovnáním s  výsledky stanovení aktivit P450 v mikrosomech po inkubaci s HQ a BQ 

se zdá, že úplná inaktivace CPR vlivem t�chto látek probíhá pouze v membránách, 

nebo� v mikrosomech byla v nep�ítomnosti NADPH zachována aktivita MFO systému, 

jehož nedílnou sou�ástí je CPR. 

Na základ� výsledk� této práce se lidské P450 exprimované v membránách E. coli a 

izolované v podob� membrán nezdají být vhodné pro testování destruk�ního ú�inku 

xenobiotik na P450. Jejich využití pro metabolické studie, zejména pro identifikaci 

specifického P450 zodpov�dného za metabolismus xenobiotik však tímto záv�rem není 

zpochybn�no. 

Za ú�elem objasn�ní mechanismu pozorované destrukce P450 byly provedeny 

experimenty sledující vzájemné p�em�ny mezi BQ a HQ v prost�edí mikrosom�. 
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Zárove� byl sledován vliv t�chto látek na aktivity a hladiny významných P450 a tvorbu 

marker� oxidativního stresu (hydroxylových radikál�) v jaterních mikrosomech 

pokusných miniprasat. V rámci této práce byly sledovány aktivity P450 2E a 3A, nebo� 

markerové substráty a aktivity u t�chto miniprase�ích enzym� odpovídají jejich 

prot�jšk�m u lidí [23]. Pro ostatní z P450 p�ítomných v lidských játrech a 

identifikovaných také u miniprasat (nap�. 1A, 2A, 2C a 2D) markerové substráty a 

aktivity nekorelují tak dob�e. 

Úbytek celkového obsahu P450 vlivem samotného NADPH v jaterních mikrosomech 

miniprasat nekoreloval se snížením aktivit P450 2E a 3A. Na tomto úbytku se 

pravd�podobn� podílely ve v�tší mí�e jiné P450, které byly v��i p�sobení NADPH 

citliv�jší a tudíž p�isp�ly k celkovému snížení obsahu P450.  

Tvorba hydroxylových radikál� v mikrosomech inkubovaných 10 min s NADPH byla 

koncentra�n� závislá a korelovala s destrukcí P450. 	asový pr�b�h destrukce P450 

nazna�uje, že tvorba hydroxylových radikál� m�že hrát roli v destrukci P450 vlivem 

NADPH, p�estože v p�edchozích publikacích tyto dva efekty nekorelovaly [33]. Tento 

rozpor lze vysv�tlit tím, že v sou�asné práci byla ke stanovení tvorby hydroxylových 

radikál� použita metoda ESR, která je specifická a ve srovnání se spektrofotometrickým 

stanovením použitým ve zmín�né práci [33] i citliv�jší.  

P�i inkubacích s metabolity benzenu byla tvorba hydroxylových radikál� nejvíce 

stimulována HQ, zatímco BQ produkoval hydroxylové radikály na srovnatelné úrovni 

pouze v nízkých koncentracích. Obdobné p�sobení t�chto látek bylo již pozorováno p�i 

použití potkaních jaterních mikrosom� [31] a podporuje p�edpoklad, že tvorba ROS 

hraje roli v toxicit� HQ [67], [68]. C ve srovnání s kontrolními vzorky tvorbu 

hydroxylových radikál� významn� nestimuloval. Toto pozorování je v souladu 
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s publikovanými výsledky, ze kterých vyplývá, že tvorba ROS není pravd�podobn� 

hlavním mechanismem jeho genotoxicity [69]. 

P�i srovnání ú�inku BQ na aktivity jednotlivých P450 se ukázalo, že aktivita P450 2E 

byla citliv�jší v��i jeho p�sobení než aktivita 3A. Vzhledem k tomu, že aktivita P450 2E 

po 60 min inkubace s 0,1 mM BQ a NADPH byla vyšší než po 10 min inkubace, je 

možné spekulovat o povaze interakcí mezi BQ a P450 2E.  Tento výsledek nazna�uje, že 

tyto interakce jsou dynamické a reversibilní, alespo� u nízkých koncentrací BQ. Jak 

jsme ukázali, BQ byl velmi efektivn� p�em��ován na mén� destruktivní HQ a po 60 min 

inkubace jeho koncentrace v tomto vzorku byla jen 13 % koncentrace HQ. BQ také 

z�eteln� snižoval elektroforeticky stanovený obsah apoproteinu P450 2E i 3A. V p�ípad� 

P450 2E probíhala inaktivace rychleji než destrukce apoproteinu, což by mohlo 

znamenat, že BQ interaguje s molekulou tohoto enzymu více zp�soby. P�edpokládáme, 

že BQ atakuje p�ednostn� hem a s nižší afinitou se potom váže i na apoprotein. Ú�inek 

na apoprotein P450 3A odpovídal ú�inku na jeho aktivitu. P450 2E byl tedy inaktivován 

rychleji než 3A, ale ú�inek na jeho apoprotein byl pomalejší než tato inaktivace. 

Srovnání citlivosti aktivit P450 2E a 3A v��i HQ ukázalo, že p�evládající 

mechanismus ú�inku HQ se liší od BQ. To bylo potvrzeno i výsledky imunoblotingu, 

kde HQ na rozdíl od BQ nesnižoval obsah apoproteinu P450 2E nebo 3A. Srovnání 

destruk�ních ú�ink� HQ a BQ je v souladu s názorem, že u BQ p�evládá jako 

mechanismus toxicity kovalentní vazba na proteiny, zatímco toxické ú�inky HQ jsou 

pravd�podobn� zp�sobeny p�evážn� stimulací tvorby ROS [33], [67]. ROS jsou schopné 

navodit destrukci hemu P450 [60], což bylo také nejpravd�podobn�jším mechanismem 

destrukce P450 v inkubacích s HQ v našich experimentech. Jelikož se p�i vzájemných 

p�em�nách HQ a BQ tvo�í semichinonový radikál [70], m�že docházet i k aktivaci 
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kyslíku a tvorb� ROS [67]. Podle našich výsledk� p�ítomnost NADPH podporuje 

v prost�edí mikrosom� pr�b�h reduk�ních reakcí. P�esto však, vzhledem k p�ítomnosti 

oxidas, z�ejm� dochází k enzymaticky podmín�nému redoxnímu cyklu HQ, jehož 

oxidace probíhá pouze do stádia semichinonu a ne až na BQ. To vysv�tluje pro� 

NADPH s HQ tvo�ily významné množství hydroxylových radikál� a nazna�uje, že P450 

3A by mohl být citliv�jší v��i inaktivaci vlivem ROS než P450 2E. Nicmén�, destrukce 

P450 3A v p�ítomnosti samotného NADPH (bez HQ), kdy se tvo�ilo velké množství 

ROS, byla zanedbatelná. Možným vysv�tlením pro tento rozdíl v citlivosti P450 3A v��i 

oxidativnímu stresu stimulovanému pouze NADPH oproti stresu vznikajícímu vlivem 

HQ v p�ítomnosti NADPH m�že být práv� role pr�b�žn� vznikajícího semichinonového 

radikálu. Úlohu m�že hrát i �ist� kvantitativní hledisko, nebo� HQ stimuloval produkci 

ROS ješt� více oproti samotnému NADPH. 

Destruk�ní ú�inek reaktivních metabolit� benzenu na P450 byl pravd�podobn� 

zp�soben �áste�n� kovalentní vazbou BQ na protein a �áste�n� p�sobením ROS 

vznikajícími p�i vzájemných p�em�nách BQ a HQ nebo b�hem redoxního cyklu HQ. 

Toto schéma jejich p�sobení již bylo navrženo s použitím potkaních jaterních 

mikrosom� a spektrofotometrické metody m��ení oxidativního stresu [33]. Celková 

destrukce P450 vlivem BQ a HQ v miniprase�ích mikrosomech nedosáhla hodnot 

zaznamenaných u lidských mikrosom� [33]. Tento rozdíl m�že být p�ipsán bu� 

rozdílným vlastnostem jednotlivých enzym� vyplývajícím ze strukturálních odlišností 

nebo odlišným zastoupením t�chto enzym� v jaterní tkáni lidí a miniprasat. Odhadovaný 

pr�m�rný obsah P450 2E v játrech miniprasat použitých v této studii je nižší než u lidí 

[23], což m�že mít vliv na celkový rozsah destrukce P450 vlivem metabolit� benzenu. 

Je také d�ležité p�ipomenout, že lidská populace je mnohem více heterogenní vzhledem 
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k obsahu a aktivitám jednotlivých P450 než jakýkoli laboratorn� využívaný modelový 

druh. Také u námi použitého druhu miniprasat byla interindividuální variabilita aktivit 

hlavních P450 relativn� malá [23]. Co se tý�e obsahu a vlastností jednotlivých P450, 

jako jsou nap�. polymorfismy, indukce nebo inhibice P450, mohou tedy miniprasata 

odpovídat pouze ur�ité �ásti lidské populace. 

Dalším významným cílem této práce bylo vytvo�ení dostupného in vitro modelového 

systému vhodného k testování látek potenciáln� prosp�šných pro zmírn�ní nežádoucích 

ú�ink� anthracyklinových cytostatik. Závažným nežádoucím ú�inkem limitujícím 

terapeutické využití této skupiny cytostatik je jejich akutní i chronická kardiotoxicita. Za 

významný mechanismus vzniku kardiotoxicity anthracyklin� je považována nadm�rná 

produkce ROS, jako potenciáln� prosp�šné látky jsou proto testovány mj. flavonoidy, 

které mají antioxida�ní i jiné potenciáln� prosp�šné ú�inky [71]. Jako zástupce 

anthracyklin� byl pro tuto studii vybrán DOX. Mechanismus jeho interakcí s enzymy 

obsaženými v  miniprase�ích jaterních mikrosomech byl studován analogicky 

s jednoduchými chinony BQ a HQ, p�i�emž cílem této �ásti studie bylo otestovat 

možnost použití jaterních mikrosom� miniprasat jako modelového systému k testování 

vlivu polyfenolických antioxidant� na tvorbu ROS stimulovanou DOX. 

DOX p�sobil destrukci celkového P450 v jaterních mikrosomech miniprasete 

v závislosti na koncentraci, zatímco aktivity P450 2E a 3A neovliv�oval. Zárove� ve 

stejném rozmezí koncentrací stimuloval tvorbu hydroxylových radikál� v závislosti na 

koncentraci. Jeho ú�inky v testovaném rozmezí koncentrací tudíž p�ipomínaly p�sobení 

samotného NADPH. Na rozdíl od HQ, DOX (analogicky s NADPH) v koncentracích, ve 

kterých stimuloval tvorbu hydroxylových radikál�, neovliv�oval aktivity P450 2E a 3A. 

Je pravd�podobné, že ú�inky DOX byly zprost�edkovány stejnými mechanismy jako 
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ú�inky NADPH, tedy produkcí ROS. P�edpokládáme, že v použitém systému s jaterními 

mikrosomy miniprasete docházelo k jednoelektronové redukci pomocí CPR na 

semichinon DOX a následné aktivaci kyslíku s tvorbou superoxidového radikálu a 

hydroxylových radikál�. Ionty železa schopné katalyzovat produkci hydroxylových 

radikál� [43] mohly pocházet z poškozeného hemu P450. Jelikož semichinon DOX 

velice rychle reaguje s kyslíkem za tvorby superoxidu, jeho stanovení pomocí ESR 

vyžaduje speciální za�ízení umož�ující udržet naprosto anaerobní podmínky po celou 

dobu m��ení vzorku pomocí stálého proudu argonu. V podmínkách našeho m��ení (bez 

možnosti uchovat vzorek pod argonem i b�hem m��ení) se poda�ilo detekovat 

semichinon DOX až v relativn� vysoké, klinicky in vivo nedosažitelné, koncentraci 

DOX (300 µM). Superoxidové radikály je však možné stanovit v aerobním prost�edí po 

adukci s DMPO, což se v námi použitém systému s membránami CPR a NADPH 

potvrdilo. Prokázali jsme tedy nep�ímo, že CPR redukuje DOX a tím spouští celou 

kaskádu redukce kyslíku a tvorby ROS. Jelikož spektrum superoxidu se p�ekrývá se 

spektrem hydroxylových radikál� a je p�íliš složité na to, aby ho bylo možné 

kvantitativn� vyhodnotit, zvolili jsme pro kvantitativní analýzu spektrum hydroxylových 

radikál�, které jsou kone�ným reaktivním agens celé této kaskády. Jako modelový 

systém byly pro toto hodnocení použity mikrosomy, nebo� oproti membránám s CPR 

p�edstavují komplexn�jší systém obsahující oxida�ní i reduk�ní enzymy a lépe simulují 

situaci in vivo. Ve spektrech hydroxylových radikál� získaných ze vzork� s mikrosomy 

nebyly žádné interferující signály a také proto byl tento systém vhodn�jší pro 

kvantitativní analýzu. 
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Ve vyšších koncentracích DOX (30 µM a vyšší) docházelo k destrukci P450 i 

v inkubacích bez NADPH. Pravd�podobn� se zde uplatnil neenzymatický mechanismus, 

nebo� ROS mohou být tvo�eny i následkem p�ímé reakce DOX s ionty železa. DOX 

p�edává jeden elektron Fe3+ za tvorby Fe2+, které následn� m�že redukovat molekulární 

kyslík [41], [43]. V p�ítomnosti NADPH však byla zaznamenána tvorba ROS i destrukce 

P450 v nižších koncentracích, které více odpovídají klinicky dosahovaným 

koncentracím (7,5-10 µM, [36]). Považujeme proto tvorbu ROS, v souladu s literaturou, 

za významný mechanismus toxicity DOX.  

Polyfenolické antioxidanty testované v rámci této práce byly vybrány z po�etné 

skupiny flavonoid� na základ� své schopnosti inhibovat peroxidaci lipid� v systému 

s potkaními jaterními mikrosomy a NADPH [72]. Z testovaných flavonoid� byl 

pozorován významný inhibi�ní ú�inek na tvorbu hydroxylových radikál� stimulovanou 

DOX v mikrosomech u fisetinu, kaempferolu a myricetinu, avšak pouze v nejvyšší 

použité koncentraci (100 µM). Tato koncentrace je in vivo pomocí nutri�ní intervence 

prakticky nedosažitelná [73].   

Námi použitý modelový systém s jaterními mikrosomy a 30 µM DOX lze, vzhledem 

k toxicit� DOX, považovat pouze za screeningový, nebo� se liší od situace in vivo 

koncentrací DOX i cílovou tkání toxicity DOX. Nicmén� pro odhad interakcí mezi DOX 

a polyfenolickými látkami, zejména z hlediska schopnosti vychytávání ROS, se tento 

systém zdá vhodným. Další validace pomocí studia vztah� mezi strukturou a ú�inkem 

sledovaných látek je ú�elná. Fisetin, kaempferol a myricetin lze doporu�it k dalšímu 

studiu v jiných modelových systémech jako potenciáln� prosp�šné pro zmírn�ní 

nežádoucích ú�ink� doxorubicinu. 
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Cílem této práce bylo prozkoumat možnost využití bakteriálních systém� exprimujících 

lidský monooxygenázový systém pro studium interakcí mezi látkami s motivem chinonu 

ve struktu�e a cytochromy P450 a následn� aplikovat získané znalosti na vývoj 

modelového systému pro testování vedlejších ú�ink� anthracyklinových cytostatik. 

Na základ� analýzy získaných výsledk� a s využitím publikované v�decké literatury, lze 

uzav�ít: 

 
1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriích Escherichia coli a izolované jako 

bakteriální membrány p�edstavují užite�ný nástroj pro studium metabolismu 

xenobiotik exprimovaným  enzymem, ale nejsou p�íliš vhodné pro studium 

oxidativního stresu a destruk�ního p�sobení xenobiotik na cytochromy P450.  

Díky limitované dostupnosti lidské jaterní tkán� je t�eba využívat alternativní 

modelové systémy a modelové zví�ecí druhy pro studium interakcí 

biotransforma�ních enzym� s xenobiotiky. Vzhledem k tomu, že u nejb�žn�jšího 

laboratorního druhu, potkana, nejsou bez chemické indukce p�ítomny aktivity 

nejvýznamn�jších lidských cytochrom� P450, informace získané s použitím 

miniprasat jako modelového druhu mohou být velmi p�ínosné. Z tohoto d�vodu byly 

k dalším experiment�m využity miniprase�í jaterní mikrosomy. 

 

2) Experimenty s miniprase�ími mikrosomy ukázaly, že mechanismy bun��né toxicity 

hydrochinonu (produkce hydroxylových radikál�) a benzochinonu (kovalentní vazba 

na makromolekuly) se u miniprasat a lidí neliší. Navrhujeme proto jaterní mikrosomy 

miniprasat jako vhodný in vitro modelový systém pro testování oxidativního stresu a 

molekulární toxicity indukované látkami obsahujícími ve své struktu�e chinon. 
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Výhodou tohoto systému je pom�rn� �asov� nenáro�ná p�íprava a lepší dostupnost 

v porovnání se systémy používajícími modelové bun��né linie nebo primokultury. 

 

3) P�i interakci miniprase�ích mikrosom� s doxorubicinem docházelo k aktivaci 

doxorubicinu s následnou zvýšenou tvorbou hydroxylových radikál�. Za aktivaci 

doxorubicinu byla pravd�podobn� zodpov�dná NADPH:cytochrom P450 reduktáza. 

 Studie vlivu polyfenol� na toxicitu doxorubicinu v systému s jaterními mikrosomy 

miniprasat ukázala, že tento modelový systém umož�uje jejich interakce s 

doxorubicinem studovat a mohl by sloužit pro ú�ely primárního screeningu 

biologických, zejména antioxida�ních, vlastností t�chto látek. Jako vhodní kandidáti 

pro tyto studie se zdají být fisetin, kaempferol a myricetin 
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