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Kapitola 1

Teoreticky uvod



1.1 Biotransformace a biotransformacni enzymy

1.1.1 Xenobiotika a jejich osud v organismu

Biotransformace je proces piremény cizorodych latek v Zivém organismu
napomahajici jejich eliminaci [1]. Cizorodé latky, se kterymi organismus pfichdzi do
styku, pfi¢emZ normdlné v ném nejsou piitomny a nemaji Zddnou fyziologickou tdlohu,
se nazyvaji xenobiotika [1] a mohou byt piirodniho nebo syntetického ptivodu.
Xenobiotika vstupujici do organismu mohou byt vyloucena v nezménéné form¢, mohou
projit neenzymatickou pifeménou anebo mohou byt metabolizovdna, tj. pfeménéna
enzymaticky. Metabolizovany jsou predevsSim latky, které by diky vysoké lipofilité
nemohly byt z organismu vylouc¢eny. Biotransformacni reakce tedy zpravidla smétuji ke
sniZzeni lipofility xenobiotik. Tento proces je vétSinou dvoufazovy, v prvni fazi se v
molekule vytvoii nebo odkryje vhodna funkéni skupina, v druhé fazi biotransformace je
tato funk¢ni skupina pouzita ke konjugaci s endogenni hydrofilni molekulou [2].

Biotransformac¢ni enzymy se vyvinuly pravdépodobné na ochranu organismii pied
xenobiotiky piirodniho, napft. rostlinného ptivodu a vyznacuji se nékterymi vlastnostmi,
které je odliSuji od enzyml endogenniho metabolismu. Jednd se zejména o nizkou
substratovou specifitu a dokonce i nizkou specifitu produktu (tj. mozZnost katalyzy
riznych reakci jednim enzymem). Déle jsou biotransformacni enzymy charakterizovany
afinitou k lipofilnim sloucenindm a vétSinou také nizkou kapacitou. Je pro né typické, ze

mohou byt xenobiotiky, véetné svych substratli, indukovany nebo inhibovany.



Ditsledky biotransformacnich reakci pro ucinky xenobiotika na organismus mohou
byt rozmanité, v nejjednodussim piipad¢, kdy zjednoho xenobiotika vznikd jeden

metabolit, existuji Ctyfi moznosti:

1) ani xenobiotikum ani metabolit nejsou biologicky aktivni
2) pouze xenobiotikum je biologicky aktivni
3) xenobiotikum i metabolit jsou biologicky aktivni

4) za biologickou aktivitu je zodpovédny vyhradné metabolit

Biologickou aktivitou se pfitom rozumi Zadouci i nezadouci ucinky, pfipadné
toxicita. Biotransformacni reakce tedy mohou mit charakter aktivacni nebo deaktivacni,
toxikacni nebo detoxikacni. Aktivita metabolitu se pfitom mulze vyrazné kvalitativné i
kvantitativné lisit od aktivity piivodniho xenobiotika. Studium biotransformace je proto
vyznamnou soucdsti farmakologického i toxikologického vyzkumu a vyvoje novych

1é¢iv.

1.1.2 Mikrosomalni monooxygenazovy systém

1.1.2.1 Cytochromy P450

Za nejvyznamngj$i nadrodinu  biotransformac¢nich enzymti prvni faze
biotransformace jsou povazovany hemthioldtové enzymy cytochromy P450 (P450, E.C.
1.14.14.1, [2]). Cytochromy P450 jsou termindlnimi oxiddzami tzv. mikrosomélniho

monooxygendzového systému, ktery predstavuje nejvyznamnéjSi enzymaticky systém



prvni faze biotransformace. Je téZ oznaCovan jako systém oxiddz a oxygenaz se
smiSenou funkci (mixed function oxidases — MFO system). Zakladnimi slozkami MFO
systému jsou flavinovy enzym NADPH:cytochrom P450 reduktiza (CPR, E.C.
1.6.2.4,), cytochrom P450 a membranové lipidy. Subceluldirné¢ je MFO systém
lokalizovan pfevdazné v membrané¢ endoplazmatického retikula (v tzv. mikrosomalni
frakci) v orgdnech exponovanych xenobiotikiim (jatra, plice, ledviny, gastrointestinalni
trakt) a v mensi mife v mitochondrialni membrane.

Cytochromy P450 byly nalezeny ve vSech studovanych prokaryotickych i
eukaryotickych organismech [3]. Krom¢ metabolismu xenobiotik se podili i na
endogennich procesech jako napf. metabolismu eikosanoidl, biosyntéze cholesterolu a
Zlucovych kyselin, syntéze a metabolismu steroidii nebo syntéze a degradaci biogennich
aminu [2].

Systematickd nomenklatura cytochromi P450 je zalozena na shodé
aminokyselinovych sekvenci. Cytochromy P450 se d¢li na rodiny oznacované Ciselné
(sekvencni homologie >40%) a na podrodiny znacené pismeny (sekvencni
homologie >60%) [4]. Jednotlivé enzymy ndlezici do podrodin maji opét Ciselné
oznaceni, piikladem vysledného pojmenovani enzymu tedy muze byt 2E1, 3A4 apod.

s\ s

Celkem bylo k 7. zaii 2007 identifikovdno u Zivych organismt 7703 rtznych sekvenci
cytochromit P450 ndlezicich do 866 rodin, z toho u Zivoc¢ichti 2740 sekvenci z 109
rodin [5]. U savct se nachédzeji cytochromy P450 z 18 rodin [2]. Lidsky genom obsahuje
geny 57 cytochromit P450 (s 58 pseudogeny), z nichZ 15 se ucastni biotransformace

xenobiotik, 29 se podili na metabolismu endogennich substrati a u 13 neni substrat

znamy [6].



Jako monooxygendzy se oznacuji enzymy katalyzujici zpravidla oxidace, pii kterych
je do molekuly substratu zaveden jeden atom kysliku, nejCastéji ve formé hydroxylové
skupiny. Monooxygendzova reakce je také nejtypictéjSi reakci katalyzovanou
cytochromy P450. V pribéhu reakce dochazi k aktivaci molekuldrniho kysliku postupné
dvéma elektrony, jejichz donorem je CPR. Jeden atom kysliku je potom zabudovan do
molekuly substratu a druhy je redukovan na vodu. Priibéh monooxygenazové reakce lze
tedy vyjadfit ndasledujici rovnici, kde RH znaci substrdt a ROH hydroxylovany

produkt [7]:

RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP*

Oxygenacni reakce katalyzované cytochromy P450 zahrnuji napt. C-hydroxylace,
oxygenace heteroatomu nebo tvorbu epoxidu. Z dalSich oxida¢nich reakci se muze
jednat o oxidativni Sté€peni esterti, dearylaci, aromatickou dehalogenaci a dalsi reakce.
V mnoha piipadech jsou zdanlivé neobvyklé produkty diisledkem zmén v usporddani
molekuly, ke kterym dochdzi samovolné aZ po uvolnéni z vazby na cytochrom P450 [8].

Kromé monooxygendzové aktivity mohou cytochromy P450 ptlisobit i jinymi
mechanismy. Jsou schopny katalyzovat nékteré redukcni reakce, pokud elektrony
poskytnuté CPR nejsou vyuzity k aktivaci kysliku, ale redukuji piimo substrat [8].
Dalsim reakénim mechanismem cytochromti P450 je peroxidasova aktivita. V tomto
ptipad¢ neni tfeba CPR jako donor elektrontl, protoZe neprobiha aktivace molekuldarniho
kysliku. Zdrojem atomu kysliku je organicky peroxid nebo peroxid vodiku a vysledkem
je hydroxylovany substrdt stejné jako v piipad¢é typického monooxygenazového

mechanismu. Cytochromy P450 mohou vSak peroxid vodiku a jiné reaktivni formy



kysliku (reactive oxygen species - ROS) také produkovat a to pii interakci se substratem,
ktery ma sice afinitu k danému cytochromu P450, ale obtizn¢ se hydroxyluje. V tom
piipad¢ dojde k aktivaci kysliku, ale uz ne k jeho zabudovani do molekuly substratu a
aktivni forma kysliku je uvolnéna do okoli. Nékteré cytochromy P450 generuji ROS

diky své NADPH - oxidasové aktivité i v nepfitomnosti substratu [9].

1.1.2.2 NADPH:cytochrom P450 reduktdza

NADPH:cytochrom P450 reduktiza je membranovy enzym Kkatalyzujici pfenos
elektronti z NADPH na cytochromy P450 [10], [11]. Dalsimi fyziologickymi akceptory
elektronti od CPR jsou napi. mikrosomélni hem oxygendza nebo cytochrom bs, mezi
nefyziologické patii napf. cytochrom c, ktery je vyuZivan laboratorné pro stanoveni
aktivity CPR [12]. Aminokyselinové sekvence CPR z riznych organismil vykazuji velmi
vysokou podobnost, coz svéd¢i o vyznamu tohoto enzymu v pribehu evoluce [10].

CPR je jeden z méla savCich enzyml obsahujicich jako prostetické skupiny dva
flaviny, FAD i FMN, v jednom polypeptidovém fetézci [11], pficemz FAD funguje jako
akceptor elektronového paru ve formé hydridového iontu z NADPH a FMN piedava
elektrony jednotlivé cytochromu P450. CPR funguje jako dé€li¢ elektronového paru na
zdklad¢ stabilizace semichinonovych forem obou flavinl (tj. forem redukovanych
jednim elektronem) [11]. CPR muze byt celkem redukovana ¢tyimi elektrony, béhem
katalytického cyklu se fyziologicky pohybuje mezi stavy, kdy je redukovéna jednim az
ttemi elektrony [13]. Pfenos elektroni mezi flaviny CPR je zndzornén na Obr. 1, tento

pfenos je pfimy bez zapojeni aminokyselinovych zbytku.



MADPH P450kep P450kep
FMNH __\ g FMNH g FMNH, FMNH FMNH., 2 ) FMNH
FAD ‘\ FADH, FADH FADH 4P FAD FAD

1e MADP* Je Je PAS0qx, 2e 2e PA505x 1e

Obr. 1 Pfenos elektronii mezi flaviny CPR (www.uky.edu/Pharmacy/ps/Porter/CPR_enzymology.htm)

Vysokd selektivita CPR k NADPH je zpusobena pfitomnosti pozitivné nabitych
aminokyselinovych zbytkil ve vazebném misté pro koenzym, které interaguji s negativné
nabitou fosfatovou skupinou v poloze 2’ ribosy odliSujici NADPH od NADH [10].

CPR s cytochromem P450 tvoii diky iontovym a hydrofobnim interakcim funkéni
komplex 1:1 [10], [14]. Presto je vSak obsah CPR v dané tkdni né€kolikandsobn¢ mensi
nez obsah cytochromli P450, napt. v jatrech se pomér CPR k cytochromiim P450
pohybuje mezi 1:10 a 1:20 [14]. Na vazbu konkrétniho cytochromu P450 a CPR ma
pravdépodobné vliv navdzani substridtu na tento cytochrom P450, vyznam mohou mit

také interakce mezi riznymi cytochromy P450 [14].




1.2 Metody studia biotransformace

1.2.1 In vitro systémy pro studium biotransformace

Biotransformacni studie in vitro jsou nezbytnou soucésti toxikologického vyzkumu i
vyvoje novych 1éCiv, nebot’ umoZziuji vyznamnou mérou snizit pocet testli na lidskych

vV s

slozitosti systému rozliSujeme nasledujici in vitro systémy pro studium biotransformace:

1.2.1.1 Purifikované enzymy a rekonstituované systémy

Jednotlivé biotransformacni enzymy mohou byt izolovany ztkdni zvoleného
modelového laboratorniho zvitete nebo lidského materidlu nebo mohou byt k purifikaci
pouzity rekombinantni lidské enzymy exprimované v mikroorganismech, napf.
v bakteriich Escherichia coli. Cytosolarni, tj. rozpustné enzymy je mozné pouZit
v purifikované form¢, membrianové enzymy je nutné rekonstituovat ve fosfolipidové
dvojvrstve. V piipadé cytochromti P450 musi mit rekonstituovany systém k vytvoteni
funkéniho MFO systému tii slozky: cytochrom P450, CPR a fosfolipidovou frakci.

Pouziti purifikovanych enzymt pii studiu metabolismu umoZznuje ziskdni detailnich
informaci o vlastnostech daného enzymu pii interakci se studovanou latkou a o jejich

metabolitech tvofenych timto enzymem.



1.2.1.2 Membrdnové frakce obsahujict lidské rekombinantni enzymy

Rekombinantni lidské biotransformacni enzymy exprimované v bakteridlnich buiikach
mohou byt pouZity ke studiu biotransformace také ve form¢ izolovanych bakteridlnich
membran, enzymy exprimované v eukaryotickych (napt. hmyzich) buiikich potom ve
form¢ mikrosomit (viz déle). Napiiklad membrany Escherichia coli  ptedstavuji
pomérné levny a dobie reprodukovatelny systém pro expresi lidskych cytochroma P450,
pficemz tyto enzymy si zachovavaji katalytické kinetické parametry i inhibi¢ni
vlastnosti srovnatelné s lidskymi jaternimi mikrosomy pfi pouziti jednotlivych enzymi i
jejich smési [15].

Stejné jako u purifikovanych enzymu tyto systémy poskytuji informace o metabolismu
studované latky definovanym enzymem, jejich vyhodou je pfitom nizké cena a snadn&jsi
a rychlejsi pfiprava s mensimi ztratami enzymové aktivity béhem izolace [16]. Lze je
také vyuzit pro studium vlivu polymorfismu cytochromii P450 na jejich aktivitu
(komer¢né dostupné je napf. stanoveni genotypu P450 2C9 —[17]) nebo pro studium
lékovych interakci podminénych danym cytochromem P450.

Nevyhodou membranovych systémi mohou byt pfimési nedefinovanych hostitelskych
(napt. bakteridlnich ¢i hmyzich) enzymt. Nejednd se vSak zpravidla o enzymy

metabolizujici xenobiotika, projevi se proto jen pii studiu urcitych typt reakei.

1.2.1.3 Jaterni mikrosomy

Mikrosomy jsou fragmenty endoplazmatického retikula ziskané 2z dané tkané

homogenizaci a  diferencni  centrifugaci [18], [19]. Vzhledem k obsahu
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biotransformacnich enzymt a vyznamu jater pfi metabolismu cizorodych latek se pro
studium biotransformace vétSinou pouzivaji jaterni mikrosomy.

Mikrosomy ptedstavuji cenny zdroj vétSiny enzymu prvni faze biotransformace a
neékterych enzymt druhé faze [20] a mohou tudiZz pomoci identifikovat metabolity
studované latky tvofené Sirokym spektrem jaternich enzymu. S pouzitim mikrosomti Ize
studovat i kinetiku metabolismu ¢i moznou inhibici biotransformacnich enzymt danym
xenobiotikem [20].

Mikrosomy poskytuji spise kvalitativni nez kvantitativni odhad skute¢ného metabolismu
latky v organismu, protoze jsou oproti jaterni tkdni obohaceny o biotransformacni
enzymy, koncentrace a dostupnost substratu se mohou liSit od situace in vivo a neni
piitomnd kompetice s jinymi enzymy [17], [20]. Dalsi nevyhodou lidskych jaternich
mikrosoml miiZe byt v urcitych typech studii vysoka interindividudlni variabilita obsahu
a aktivity jednotlivych cytochromu P450, jindy mohou byt lidské jaterni mikrosomy
naopak vyuzity ke studiu této variability [17], [20]. Pro ziskani reprezentativniho
smésného vzorku lidskych mikrosoml je tfeba pouzit tkan od vice nez dvaceti
darcii [20], coZ muiZe v praxi predstavovat problém. V neposledni ftad¢ je tedy
nevyhodou pouziti lidskych jaternich mikrosomt jejich hor$i dostupnost pro vétSinu

laboratofi.

1.2.1.4 Cytosolicka frakce

Pfi izolaci mikrosomi Ize ziskat také cytosolickou frakci bunék dané tkané. Jaterni
cytosolickd frakce obsahuje rozpustné enzymy, mezi které patii enzymy ucastnici se

prvni 1 druhé faze biotransformace.
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1.2.1.5 89 frakce

Jaterni S9 frakce se ziskdvd po centrifugaci tkdn¢ pii 9000g. Tato frakce obsahuje
enzymy prvni i druhé faze biotransformace, umoznuje ndsledné plisobeni
mikrosomdlnich i cytosolickych enzyml a tim ziskdni kompletnéjsi predstavy o
metabolickém profilu studované latky. Nevyhodou pouzivani S9 frakce pro studium
biotransformace je celkové nizsi enzymaticka aktivita a tudiz mensi pravdépodobnost,
Ze budou detekovany minoritni metabolity dané latky [17], [20]. SO frakce se pouziva

jako metabolicky aktivacni systém napf. v kombinaci s Amesovym testem [21] pro

detekci mutagenniho potencidlu xenobiotik a jejich metaboliti.

1.2.1.6 Hepatocyty

Primdrni hepatocyty

Pouziti lidskych priméarnich hepatocytii mize ptinést cenné informace o metabolismu
xenobiotika u Clovéka, nebot’ vysledky ziskané v tomto systému velmi dobfe koreluji se
situaci in vivo. Primdrni hepatocyty jsou pouzitelné pro experimenty pouze po dobu
n¢kolika hodin, coZ velmi sniZuje jejich dostupnost. Po delsi dobu je Ize uchovavat ve

zmrazeném stavu.

Kultura hepatocytii
Vyhodou hepatocytl v kultufe oproti primdrnim hepatocytiim je jejich pouZitelnost po
delsi dobu. Stejn¢ jako u primérnich hepatocytli tento systém zahrnuje i vliv difuze a

transportu xenobiotika na jeho metabolismus. Po nékolik dni si hepatocyty v kultute
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zachovavaji i funk¢ni regulacni mechanismy umoZziujici napf. sledovat snizeni nebo
zvySeni aktivity biotransformacnich enzymt vlivem xenobiotik [20]. Nevyhodou
systému je postupnd ztrata vlastnosti specifickych pro jaterni tkan, napf. exprese

cytochromii P450.

Nevyhodou pouziti obou zminénych typti hepatocytii miize byt absence jinych typt
jaternich bunék, které mohou byt dualezité napt. jako zdroj kofaktorti pro nckteré
reakce [17]. Dal§imi nevyhodami tohoto modelu je obtiznd a Casové ndrocnd izolace
Casto spojend s poskozenim urcitého procenta hepatocyti a také jiz zminénd

interindividudlni variabilita v obsahu a aktivité biotransformacnich enzym?.

1.2.1.7 Jaterni bunécné linie

Lidské jaterni bunécné linie jsou obvykle odvozeny od primarnich tumori jaterniho
parenchymu vyskytujicich se u pacientii s chronickou hepatitidou nebo cirhézou jater.
Jejich vyhodou oproti primarnim hepatocytiim je snadnéjsi kultivace, vzhledem k méné

diferencovanému charakteru bunék a nizké expresi enzymii prvni i druhé féze

biotransformace vsak patii k mén¢ pouzivanym modelovym in vitro systémam [17].

1.2.1.8 Transgenni bunécné linie

Biotransformacni reakce zvoleného biotransformacniho enzymu lze sledovat také pii
jeho expresi v transgennich bunécnych liniich. Tento systém Ize vyuzit k preparativnim

ucelim pro stanoveni struktury metaboliti nebo napi. k posouzeni potencidlnich
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lékovych interakci na metabolické trovni [20]. Nevyhodou tohoto systému je jeho

vysoka cena.

1.2.1.9 Jaterni rezy

V jaternich fezech zlstdva zachovéna lobularni struktura a bunécénd diverzita, déle tento
model umoznuje posoudit vliv vzijemnych mezibunéénych interakci a zachovava i
transportni mechanismy pro xenobiotika. Tento model také umoznuje sledovat indukci
biotransformacnich enzymii vlivem xenobiotik, pfi¢emZ obsah cytochromi P450 se
s Casem sniZuje méné vyrazn¢ neZz v piipadé hepatocytti [20]. Pro reprodukovatelné
vysledky je tieba zajistit produkci fezu o stejné velikosti s vysokou piesnosti s pouZitim
specidlnich zatfizeni. Nevyhodou oproti hepatocytliim je omezeny prinik média do nitra
fezu a snizend dostupnost substrdtu pro biotransformac¢ni enzymy. Dal$i nevyhodou je
nemoznost uchovdvani ve zmrazeném stavu a nedostupnost jaternich fezi za

komer¢nich podminek [17].

1.2.1.10 Perfundovand jdtra

Izolovana perfundovana jatra jsou povaZovéna za nejveérnéjsi napodobeni situace in vivo,
jejich pouziti jako in vitro modelu méd vSak fadu nevyhod. Hlavnim omezenim je
nedostupnost lidskych jater pro tento typ experimentu, ddle nizkd reprodukovatelnost
vysledkil, omezend Zivotnost jater a narocnost provedeni experimentl. Perfundovana
jatra zvitecich modell se proto pouZzivaji zejména v piipadech, kdy je vyZadovan sbér a

analyza zluci [17].
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Je ziejmé, Ze kazdy model pro studium metabolismu xeniobiotik in vitro ma vyhody i
nevyhody a jeho vybér je tieba zvazit s ohledem na konkrétni studovany problém.
Obecné¢ se pro odhad metabolismu cizorodych latek u ¢lovéka upiednostiuji systémy
vyuzivajici lidské biotransformacni enzymy, nebot’ existuji znacné mezidruhové rozdily
v obsahu jednotlivych cytochromu P450, jejich aktivit¢ i regulaci [22]. Vzhledem
k nizké dostupnosti lidské jaterni tkané se jednd vétSinou o rekombinantni enzymy. Pro
studium dalSich dopadi interakce xenobiotik s biotransformaénimi enzymy, napf. pro
studium tvorby oxidativniho stresu, je naopak vhodné vysledky ziskané na lidskych
rekombinantnich enzymech porovnat také s pouZzitim ,,nativnich* systémt, tedy systému
obsahujicich biotransformac¢ni enzymy spolecné s dalsimi enzymy endogenniho
metabolismu a simulujicich tak Iépe situaci in vivo. V téchto ptipadech se jedna vétSinou
o tkané ¢i subcelularni frakce ziskané z vhodnych zvitecich modelt.

Vyuziti zvitecich modell je také nutné pro biotransformacni studie in vivo, které
zpravidla nésleduji po testech in vitro v procesu testovani bezpecnosti xenobiotik a

jejich schvalovani pro pouziti u lidi [17].

1.2.2 Miniprasata

V jaternich mikrosomech miniprasat byly nalezeny cytochromy P450 s aktivitami
odpovidajicimi nejdulezit¢jsim lidskym cytochromim [23], [24], [25]. Ve srovnéni
s nejpouzivangjSim modelovym zvifecim druhem, potkanem, je zejména vyznamny

minipraseci cytochrom P450 3A29, ktery odpovidd aktivitou a indukénimi vlastnostmi

lidskému cytochromu P450 3A4 zodpovédnému za metabolismus 50% 1éCivych latek na
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trhu [26]. Déle byly v jaternich mikrosomech miniprasat nalezeny aktivity typické pro
lidské cytochromy 2A6, 2D6, 2E1 a 2C9 [24]. Miniprasata jsou proto navrhovana jako
vhodnéjsi zviteci model pro studium lidské biotransformace nez napiiklad bézné

pouzivany potkan.
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1.3 Toxicita chinona

1.3.1 Reaktivni metabolity benzenu

Chronickd expozice benzenu ma za nasledek zvySené riziko zdvaznych poruch
krvetvorby jako jsou napf. aplastickd anémie nebo akutni myeloidni leukémie [27], [28].
Benzen je pfitom hematotoxicky i pfi koncentracich nizSich nez 1 ppm [29]. Klicova
role v toxicité benzenu je pfipisovdna jeho metabolismu [28], [30], (Obr.2). Mezi
reaktivni metabolity benzenu zodpoveédné za jeho toxické ucinky patii 1,4-hydrochinon
(HQ) a jeho oxidovand forma 1,4-benzochinon (BQ), pficemz za jejich mozné

mechanismy tuc¢inku je povazovano jak kovalentni tak i oxidativni poSkozeni DNA a

proteinti [27], [30].
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Obr.2 Schématické znazornéni metabolismu a toxicity benzenu a jeho metaboliti [31]
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U benzenu i jeho reaktivnich metabolith HQ a BQ byly pozorovéiny také negativni
ucinky na cytochromy P450. Expozice benzenu snizovala obsah cytochromii P450 u
potkanil in vivo [32], HQ a BQ zptsobovaly destrukci cytochromi P450 v potkannich i
lidskych jaternich mikrosomech in vitro [33]. Destrukce cytochromt P450 vlivem HQ a
BQ muze mit nasledky pro organismus, nebot’ in vivo ovliviiuje toxicitu a uc¢inky
xenobiotik. U mysi zbavenych aktivity veSkerych jaternich cytochromti P450 se
projevily zmény metabolismu lipidii a cholesterolu a jejich schopnost metabolizovat
vybrand xenobiotika byla zdvazné porusena [34]. Ddle mlze byt poskozeni cytochromil
P450 v zavislosti na jeho mechanismu také povazovano za obecny marker poskozeni
bilkovin vlivem metabolitli benzenu. Jednim z cili piedklddané prace bylo tento
mechanismus popsat a ptipadné zobecnit.

P450 jsou rozdiln¢ citlivé viici toxickému plsobeni metaboliti benzenu i vici pisobeni
oxidativniho stresu [33], potkan neni vhodnym modelovym druhem pro studium téchto
interakci. Lidskd jaterni tkan je ale pro mnoho laboratofi jen omezen¢ dostupnd a je tedy
tteba hledat vhodny modelovy systém pro studium udlohy biotransformacnich enzymu
v toxicité¢ metabolitli benzenu a chinonli obecné. V ramci této prace byly pouzity dva in
vitro ptistupy, a to vyuziti rekombinantnich lidskych cytochroma P450 v bakteridlnich

membrandch a experimenty s vyuZzitim jaternich mikrosomii miniprasat.
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1.3.2 Anthracyklinova cytostatika

Anthracykliny patii mezi nejucinnéjs$i a o oH T‘)
nejpouzivangjsi cytostatika v terapii CCH,OH
~N
solidnich nadorti i leukémif [35], [36]. Vadei P OH
molekulou této skupiny latek je cytostatikum H

doxorubicin (DOX, obr. 3). Hlavnimi CH,
mechanismy dcinku anthracyklinii  jsou HO
interkalace do molekul DNA a inhibice Obr3 Struktura doxorubicing
topoisomerazy II [37], [38], [39].

Interkalacni mechanismus je umoznén plandrni strukturou molekuly anthracyklinu a
spoc¢iva ve vmezefeni molekuly mezi dva sousedni nukleotidové pary a naruSeni funkce
a replikace DNA. Topoisomeréza II (E.C. 5.99.1.3) je jednim z enzymi podilejicich se
na replikaci DNA, jejim tkolem je sniZovani torzniho napéti vznikajiciho pti rozplétani
vldken DNA pomoci helikdzy. Je tedy enzymem nezbytnym pro funkci DNA.
V piitomnosti DOX  se vytvaii a stabilizuje komplex mezi DOX, DNA a
topoisomerazou II a prerusi se tak katalyticky cyklus tohoto enzymu [38].

jejich terapeutické davky, je jejich akutni a chronicka kardiotoxicita. Klinickym nilezem
jsou arytmie a kongestivni srde¢ni selhdni [40], [36]. Za moZné pfiCiny kardiotoxicity
DOX je povazovédna fada mechanismil v¢éetné ovlivnéni homeostazy Zeleza, produkce
ROS a apoptézy [36], [41], [42], pfiCemZ klinicky obraz je pravdépodobné vysledkem

komplexnich interakci vSech téchto procesi. VéEtSina autord se vSak shoduje, Ze
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produkce ROS by mohla byt spoustécim mechanismem vedoucim Kk ostatnim
zminovanym zméndm, a to zejména v akutni fazi kardiotoxicity [36].

Za pfticinu specifické toxicity DOX vuci srdecni tkdni je povaZovan niz$i obsah
antioxida¢nich enzymu v této tkani oproti jinym, afinita DOX k fosfolipidu kardiolipinu
nachédzejicimu se ve vnitini mitochondridlni membrané kardiomyocytli a pifitomnost
specifické NADH dehydrogendzy schopné aktivovat DOX na vnéjs$i strané této
membrany [43], [44], [45].

Iniciacni reakci pro produkci ROS je jednoelektronova redukce DOX na odpovidajici
semichinonovy radikdl (SQ, obr. 4). Tato reakce muze byt katalyzovdna ftadou
intracelularnich enzymi, napt. cytosolickou xantin oxidazou (EC 1.17.3.2), CPR nebo
mitochondridlni NADH dehydrogenazou (EC 1.6.99.3) [36], [44]. Dalsim krokem je
aktivace molekuldrniho kysliku reakci se SQ za tvorby superoxidového radikdlu a
nasledn¢ peroxidu vodiku (Obr. 4), ktery v pfitomnosti iontd Zeleza tvofi velmi
reaktivni hydroxylové radikdly [42], [46]. ZvySend tvorba téchto ROS v piitomnosti
DOX muze mit za nasledek poskozeni bunéénych makromolekul (napi. mitochondridlni
DNA - [44]), iniciaci peroxidace lipidi nebo zvySené uvoliovani Zeleza z ferritinu a

ovlivnéni homeostazy zeleza [36] a je tak vyznamnym mechanismem toxicity DOX.

O Q-
e 0, o o
> —"\‘ OZ' — HZO2 —» +«OH
o o DOX
DOX Semichinon
DOX (SQ)

Obr.4 Tvorba reaktivnich forem kysliku vlivem doxrubicinu
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1.4 Polyfenolické antioxidanty

V lidské potravé je obsazeno Siroké spektrum polyfenolickych latek rostlinného
puvodu s antioxida¢nimi vlastnostmi. Pravdépodobné nejpocetnéjsi strukturni skupinou
mezi nimi jsou flavonoidy (Obr. 5). Flavonoidy se vyskytuji v ovoci, zelening, ¢aji nebo
napf. ¢erveném vin€¢ a je jim pfipisovdna fada vlastnosti prospéSnych pro lidsky
organismus. Mezi popisované ucinky flavonoidii v organismu patii antioxidacni,

antivirotické, antikarcinogenni nebo protizanétlivé ucinky [47].

Flavanon Flavonol
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 pouzitych piirozenych flavonoidi
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Mnohé flavonoidy jsou cheldtory Zeleza, coz spolu s jejich antioxidacnim piisobenim
predurcuje tyto latky jako latky potencidlné piiznivé pro zmirnéni neZadoucich uc¢inkt
anthracyklinovych cytostatik.

S cilem vystupniovat piiznivé ucinky ptirozenych flavonoidd jsou syntetizovany a
v riznych modelech testovany jejich strukturdlné piibuzné analogy. Tyto latky patii do
riznych tiid flavonoida a d€li se na aurony, chalkony, flavony, flavonoly, chromony a
isoflavony. V ramci této prace byl testovan synteticky analog flavonoidii 4-hydroxy-6-

methoxyauron (Obr. 6).

Obr. 6 Struktura 4-hydroxy-6-methoxyauronu
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Kapitola 2

Cil prace
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Cilem této prace bylo:

1) Pfipravit modelovy system s lidskymi biotransforma¢nimi enzymy exprimovanymi v
bakteridlnich membrdnidch a porovnat vlastnosti tohoto systému s jaternimi
mikrosomy pokusnych miniprasat. Zhodnotit mozné vyuziti t€chto dvou systému pro
testovani interakci latek se strukturnim motivem chinont s biotransformacnimi
enzymy. Dil¢im cilem bylo také porovnat odolnost jednotlivych enzymiti P450 vici

pusobeni modelovych xenobiotik (metabolity benzenu).

2) Popsat molekuldrni mechanismus moznych toxickych nasledk interakci

jednoduchych chinonti s biotransforma¢nimi enzymy.

3) Popsat mozZnosti pouZiti jaternich mikrosomt miniprasat jako modelového systému k

testovani nezadoucich ucinka anthracyklina
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Kapitola 3

Materialy a metody
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3.1 Materialy

3.1.1 Chemikalie

Vsechny pouZité chemikélie byly v analytické kvalit¢.
Od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR) byly ziskdny nésledujici chemikalie:

ampicilin, KH,PO4, K;HPO,4, NaCl, FeCl;, ZnCl,, CoCl,, Na,MoQ,, CaCl,, CuCl,,
H;BOs, thiamin, (NH4),SO4, MgCl,, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG), 2-
amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris), sachardza, ethylendiamintetraoctova
kyselina (EDTA), (CH3zCOO),Mg, dithiothreitol (DTT), isopropanol, lysozym,
leupeptin, aprotinin, bestatin, fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF), KCl, B-nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat, redukovand forma (NADPH), glukézo-6-fosfat, B-nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat, oxidovana forma (NADP), gluk6zo-6-fosfiat dehydrogendza,
1,4-benzochinon (BQ), 1,4-hydrochinon (HQ), katechol (C), 2-thiobarbiturova kyselina,
trichloroctova kyselina, 1,1,3,3-tetramethoxypropan, 5,5 -dimethyl-1-pyrrolin-N-oxid
(DMPO), aktivni uhli, 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin 1-oxyl (TEMPOL),
chlorzoxazon (CLZ), testosteron (TES), 6PB-hydroxytestosteron, fenacetin, H3POy,
Na,COs, Zelatina, Pyronin Y, Tween 20, 4-chloro-1-naftol, H,O,, hydrochlorid DOX,

kvercetin, fisetin a morin.

Dalsi chemikalie:
SOC médium bylo ziskdno od firmy Life Technologies Ltd. (Paisley, Velka Britanie),

LB base od firmy Gibco BRL byla doddna firmou KRD (Praha, CR). Agar, Na;S,;0,,
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glycin, laurylsulfat sodny (SDS), kaempferol a myricetin byly ziskdny od firmy Fluka
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Svycarsko) a trypton, kvasniény extrakt a
pepton od firmy Oxoid Ltd.(Basingstoke, Hampshire, Velkd Britanie). Glycerol byl od
firmy Penta (Chrudim, CR), HCI, CH3COOH a ethylacetat od firmy Lachema (Lach-Ner
s.r.0, Neratovice, CR). Oxid uhelnaty a argon 5.6 (99,9996%) byly dodany firmou Linde
Gas a.s. (Praha, CR), ddle byly pouZity Supersignal West Pico chemiluminiscenéni
substrit a BCA Protein assay od Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL, USA).
Cytochrom ¢, methanol LiChrosolv a CH,Cl, byly ziskdny od firmy Merck s.r.o
(Ri¢any, CR), akrylamid, bis-akrylamid, B-merkaptoethanol, persiran amonny a
N,N,N'.N'- tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) od firmy Serva Electrophoresis GmbH
(Heidelberg, Némecko). Bromfenolovd modf byla od firmy BioRad (Hercules, CA,
USA), 6-hydroxychlorzoxazon byl syntetizovan ve Vyzkumném dustavu farmacie a
biochemie (Praha, CR). Eriodictyol byl laskavé darovan Dr. Yune-Fang Ueng (National
Research Institute of Chinese Medicine, Taipei, Taiwan). 4-hydroxy-6-methoxyauron
byl synthetizovdn v laboratofi Dr. Ahcene Boumendjela (Départment de
Pharmacochimie Moléculaire, Faculte de Pharmacie de Grenoble, Meylan, France).

HQ a C byly pfed pouZzitim purifikovdny rekrystalizaci, BQ byl purifikovan
sublimaci. Ethylacetdt byl pied pouZitim purifikovan destilaci. DMPO byl purifikovin
pomoci aktivniho uhli podle doporuc¢eni firmy Bruker BioSpin GmbH
(Rheinstetten/Karlsruhe, Némecko) a uchovdvéan v alikvotech v atmosféfe argonu pfii

-20°C.
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3.1.2 Biologicky material

Buniky Escherichia coli DHSa byly ziskany od firmy Life Technologies Ltd. a byly
uchovavany pii —80 °C. Plasmidy pro expresi lidskych rekombinatnich P450 a CPR byly
ziskany 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 polyklondlni protildtky proti témto P450 byly ziskdny jako dar od F. P.
Guengeriche. Kozi anti-krali¢i IgG navdzany na kfenovou peroxiddzu (Goat anti-rabbit

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

3.1.3 Dal$i materialy

Pro pfenos proteint pfi provedeni imunoblotingu byla pouZita membriana Hybond-P

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

3.1.4 Zvirata

V experimentech byla pouZzita jaterni tkdnl dvou samcli brnénské bilé variety
Goettingenskych miniprasat odchovanych ve Vyzkumném ustavu veterindrni mediciny
v Brng, CR. Pouziti jedinci byli 6 mésich staif a vazili 22-31 kg. Zvifata byla krmena

standardni dietou pro prasata (Al) smichanou s chlebem. Nebyla provddéna indukce
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zadnych forem cytochromt P450. Zvitata byla usmrcena zabijeci pistoli, jaterni tkan

byla odebrana z medidlniho laloku a uchovana pii —80°C aZ do izolace mikrosom1.

3.1.5 Pristroje

Parni sterilizator OT 032, Niive (Ankara, Turecko)

Milli-Q destilaéni jednotka pro produkci ultradisté vody, Millipore s.r.o (Praha, CR)

Predvazky FY-300, A&D Company Ltd. (Tokyo, Japonsko)

Analytické digitadlni vahy BBC model, Boeco (Hamburg, Némecko)

Inkubétor TCH 100, Laboratorni pfistroje (Praha, CR)

Vodni lazen Elpan shaker type 357, Labora (Praha, CR)

Inkubétor s orbitdlnim tfepanim, Gallenkamp (Loughborough, Leicestershire, Velka
Britanie)

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

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

Ultrazvukovy homogenizator 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)

Vodni ldzen Tempette Junior TE-8J, Techne Inc. (Burlington, NJ, USA)

ESR spektrometr Bruker Elexsys E540 X band, Bruker BioSpin GmbH
(Rheinstetten/Karlsruhe, Némecko)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P, Bandelin electronic GmbH (Berlin, Némecko)

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

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

Trepacka JK MS1, IKA Werke GmbH (Staufen, Némecko)

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

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

Sestava Miniblotter (BioRad, Hercules, CA, USA)

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

Fotoaparat Lumix DMC-FXO01, Panasonic Czech republic s.r.o (Praha, CR)

3.1.6 Slozeni roztokt

K ptipravé vSech roztokl byla pouzita ultracista voda.

LB médium

LB agar

KPi pro TB

TB expresni médium

TE (roztok stopovych
prvkl)

2xTES

Luria-Bertani base nafedénd podle ndvodu vyrobce,
sterilizovano autokldvovanim, ampicilin (10mg/100ml,
sterilizovan membranovou filtraci)

LB médium, 1,5% agar, ampicilin (10mg/100ml, sterilizovan
membranovou filtraci, pfidan po ochlazeni)

11,5¢ KH,PO, a 64,5¢ K,HPO,/500ml

6g tryptonu, 12g kvasni¢ného extraktu (yeast extract), 1g
peptonu, 200 ul 2,5M NaCl, 2 ml glycerolu, 50 ml KPi pro
TB/500ml média, sterilizovano autoklavovanim, ampicilin
(50mg/500ml, sterilizovan membranovou filtraci, pfiddn po
ochlazeni)

2,7¢ FeCl;.6H,0, 0,131g ZnCl,, 0,2g CoCl,.6H,O, 0,2g
Na,Mo004.2H,0, 0,075g CaCl,, 0,1g CuCl,, 0,05g H;BO3, 10ml
koncentrované HC1/100ml, sterilizovano autoklavovanim

100 mM Tris acetdt, 500 mM sacharéza, 0,5 mM EDTA, pH
upraveno na 7,6 pomoci CH;COOH
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KPi pH 7,4 KH,PO,4 a K;HPO,4 v poméru 2:8 v poZzadované koncentraci, pH
upraveno na 7,4

sonikac¢ni pufr 100 mM KPi pH 7.4, 6 mM (CH3COO),Mg, 20% glycerol,
0,1 mM DTT (ptidano té€sné pred pouzitim)

PMSF 100 mM PMSF v isopropanolu

KCI-Tris 150 mM KCl, 50 mM Tris, pH upraveno HCl na 7,7 pti 25°C

NADPH-GS 50 mM MgCl,, 25 mM glukézo-6-fosfit, 2,5 mM NADP,
3,5U/ml gluk6zo-6-fosfat dehydrogendza

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

Barvici roztok s 2,5 mM 4-chloro-1-naftol, 20% methanol,

4-chloro-1-naftolem 15 mM H>,O, v PBS
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3.2 Ptiprava membréanovych systémi obsahujicich lidské rekombinantni

cytochromy P450

Exprese bicistronickych systému obsahujicich lidské P450 1A2, 1B1, 2A6, 2E1, 2C9
a 3A4 spolu s CPR nebo monocistronického pouze s CPR a izolace bakteridlnich

membrén byly provedeny jiZ popsanou a zavedenou metodikou podle [48] a [49].

3.2.1 Exprese lidskvych cytochromu P450 v bakteriich Escherichia coli

Buiky E. coli DHS5o byly transformovdny plasmidy pomoci tepelného Soku,
inkubovédny nejprve 1 hodinu pii 37 °C v S.0.C médiu (900 ul média/ 100 ul bun¢k) a
potom na LB agaru pii 37 °C 12-16 hodin. Vybrané kolonie byly pfeneseny do LB
média a inkubovany cca 7-8 hodin za tfepani pii 37 °C v objemu 1 ml. Poté byla
zaockovana stfedn€objemova kultura a byla kultivovana pfes noc za tfepani pii 37 °C
v 50 ml LB média.

Tato kultura byla zaockovana do velkoobjemové expresni kultury v poméru 1:100, tj.
5 ml kultury do 500 ml TB expresniho média a byla kultivovana 4-6 hodin pii 37 °C a
ttepani 250 ot/min. Po této dobé kultura jiz dostateCné narostla pro zahdjeni exprese
proteinli. Na kazdych 500 ml expresni kultury byly pfiddny ndsledujici roztoky
sterilizované jako mix membranovou filtraci: 125 pl roztoku TE, 0,5 ml 1 M roztoku
thiaminu, 125 ul 0,2 M FeCls, 0,5 ml 2,5 M (NH4)2SO4, 0,5 ml 1 M MgCl,. Na kazdych
500 ml expresni kultury bylo dale ptiddano 0,5 ml 1 M sterilniho IPTG a kultura byla

inkubovéna 40 hodin pii 32 °C a tiepani 150 ot/min.
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3.2.2 Izolace bakteridlnich membran

Po 40 hodindch byla velkoobjemova expresni kultura pievedena do predvazenych
centrifugacnich nadob (11) a odstfedéna 10 min pii 5000g a teploté 4 °C. Nadale byl
biologicky materidl po celou dobu piipravy piechovavan na ledu. Po odliti supernatantu
byla zjisténa hmotnost bun¢k a bylo pfiddno 15 ml vychlazeného roztoku 2x TES/g
bunék. Za Setrného michédni bylo pifiddno 50 mg Cerstvé rozpusténého lysozymu na
250 ml suspenze bunék a nasledné¢ bylo pomalu pfilito mnoZstvi vychlazené vody
rovnajici se puvodnimu objemu 2x TES. Bunky byly inkubovany 30 min na ledu,
odstiedény 10 min pii 5000g a supernatant byl odstranén. Sféroplasty v peleté¢ byly
Setrn¢ resuspendovany v sonikacnim pufru s Cerstvé pfidanym DTT (2 ml pufru/g
puvodni hmotnosti bun¢k).

Do suspenze sféroplastii bylo na kazdych 50 ml pfiddano 45 pl roztoku leupeptinu
(1 mg/ml), 65 ul roztoku aprotininu (27 U/ml), 12 ul roztoku bestatinu (1 mg/ml) a
0,45 ml 100 mM PMSF. Suspenze byla sonikovana tfikrat po 20 s, béhem sonikace byla
uchovdvana na ledu se soli. Suspenze byla odstfedéna 20 min pii 10 000g, supernatant
byl odebrian a odstfedén 90 min pii 180 000g. Pelety byly resuspendovany v 50 mM
KPi 7,4/ 20% glycerolu v polovicnim objemu oproti ptvodni suspenzi sféroplasti.
Suspenze membran byla uchovavana v 0,5 —1 ml alikvotech pii —80°C.

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

stanovena fotometrickym sledovanim rychlosti redukce cytochromu c [12]. Ke stanoveni
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mnoZstvi proteinu byl pouZzit zkuSebni kit zaloZeny na reakci proteinu s BCA od firmy

Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, USA.
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3.3 Ptiprava jaternich mikrosomi miniprasat

Jaterni mikrosomy miniprasat (ddle jen mikrosomy) byly ptfipraveny podle [19]. Jatra
miniprasat byla homogenizovdna na ledu v KCI-Tris pufru a materidl byl dale
uchovavan na ledu. Homogenat byl odstfedén 20 min pii 9000g a 4 °C. Poté byl odebran
supernatant bez horni vrstvy tuku (S9 frakce) a odsttedén 90 min pii 105 000g. Peleta
byla opatrné resuspendovana, aby nedoslo k jejimu znecisténi glykogenem (pruhledna
vrstva, kterd se peletuje jako prvni). K resuspendaci byl pouZzit KCI-Tris pufr a suspenze
byla opét odsttedéna 60 min pfi 105 000g. Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovdana v 50 mM KPi 7,4/ 20 % glycerolu. Suspenze mikrosomt byla
uchovdviana v 0,5 — 1 ml alikvotech pii —80°C. V pribéhu zpracovavani této prace byly
postupné ze stejné jaterni tkdné pripraveny dva prepardty mikrosoml oznacené jako

MP1 a MP2.
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3.4 Stanoveni destrukce cytochromit P450 a CPR v bakteridlnich

membranovych systémech

3.4.1 Testovani stability bakteridlnich membran pfi inkubaci s NADPH

Inkubacni smés o celkovém objemu 2 ml pro testovani stability bakteridlnich
membrdn obsahovala vybrané membrany v mnoZstvi 500 pmol P450 v 50 mM KPi
pH 7,4 bud’ bez NADPH nebo s 0,1 mM ¢i 0,5 mM NADPH. Smési byly pfipravovany
na ledu a reakce byly zahdjeny pfiddnim poZadovaného mnozstvi NADPH generujiciho
systému (NADPH-GS). U kontrolnich vzorka neobsahujicich NADPH byla inkubace
zahdjena premisténim do inkubdtoru o teploté 37 °C. Vzorky byly inkubovany 60 min
pii 37 °C v uzavienych zkumavkach za tiepani a za nepfistupu svétla. Po skonceni
inkubace byl ve vzorcich okamzité spektrofotometricky stanoven obsah P450 dle [50]. U
membran P450 2E1-CPR byla déle stanovena kinetika destrukce P450 (doba inkubace 0,
10, 30 a 60 min), u membran P450 2C9-CPR byl stanovena zavislost destrukce P450 na

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

3.4.2 Stanoveni destrukce P450 2C9 vlivem metabolitti benzenu

Inkubacni smés o celkovém objemu 2 ml obsahovala membriany P450 2C9-CPR
v mnozstvi odpovidajicim 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a testovanou latku
(Cerstveé rozpusténé BQ, HQ nebo C) v pozadované koncentraci (0, 0,1, 0,5 nebo 1 mM)

v pritomnosti ¢i bez 0,5 mM NADPH pifidaného jako NADPH-GS. Vzorky byly
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inkubovdny a ddle zpracovany stejnym zptisobem jako bylo popsdno v predchozi

kapitole.

3.4.3 Stanoveni destrukce CPR vlivem NADPH a metaboliti benzenu

Inkubacéni smés o celkovém objemu 2 ml obsahovala membrany CPR v mnozstvi
odpovidajicim 500 pmol CPR, 50 mM KPi pH7,4 a testovanou latku (Cerstve
rozpusténé 0,5 mM BQ, HQ nebo C) v pfitomnosti ¢i bez 0,5 mM NADPH piidaného
jako NADPH-GS. Vzorky byly inkubovany 60 min pti 37 °C a okamzité po skonceni

inkubace byla stanovena aktivita CPR podle [12].
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3.5 Stanoveni destrukce cytochromi P450 a vzniku oxidativniho stresu
vlivem piisobeni metabolitii benzenu v jaternich mikrosomech

miniprasat

3.5.1 Stanoveni destrukce P450 vlivem pusobeni NADPH a metaboliti benzenu

v jaternich mikrosomech miniprasat

Inkubacéni smé&s pro testovani vlivu NADPH o celkovém objemu 2 ml obsahovala
mikrosomy MP1 v mnoZstvi odpovidajicim 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a 0,
0,1, 0,25, 0,5 nebo 1 mM NADPH ptidaného jako NADPH-GS. Smés pro testovani
vlivu metaboliti benzenu obsahovala navic testovanou latku (Cerstvé rozpusténé BQ,
HQ nebo C) v pozadované koncentraci (0, 0,1, 0,5 nebo 1 mM) v ptitomnosti ¢i absenci
0,5 mM NADPH. Reakce byly zahdjeny pridanim pozadovaného mnoZzstvi NADPH-GS.
Ve vzorcich bez NADPH byly reakce zahdjeny premisténim do inkubdtoru o teploté
37°C. Vzorky byly inkubovdny 10, 30 nebo 60 min pifi 37 °C v uzavienych
zkumavkach za tfepani a za nepfistupu svétla. Po skonceni inkubace byl ve vzorcich

okam?zité spektrofotometricky stanoven obsah P450 dle [50].

3.5.2 Stanoveni vzdjemnych pfemén benzochinonu a hydrochinonu

Vzorky byly pfipraveny stejnym zpisobem jako pro stanoveni destrukce P450
(kapitola 3.5.1.) v celkovém objemu 0,5 ml a inkubovany 10 nebo 60 min v temnu pii

37 °C za tfepéani. Po extrakci do ethylacetatu byla zméfena UV spektra a koncentrace
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BQ a HQ byly stanoveny z kalibra¢ni pfimky sestavené podle absorpci pii vinové délce

absorp¢niho maxima (252 nm pro BQ a 295 nm pro HQ).

3.5.3 Stanoveni aktivit cytochromu P450

Vzorky pro stanoveni aktivit P450 a imunobloting byly pfipravovany
v centrifuganich zkumavkach 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 poZadované koncentraci
v pritomnosti nebo bez 0,5 mM NADPH pfidaného jako NADPH-GS. Dadle byly
pfipraveny vzorky pro posouzeni vlivu rtznych koncentraci NADPH (0, 0,1, 0,5 a
1 mM) bez obsahu testovanych metabolitli benzenu. Vzorky byly inkubovany 10 nebo
60 min pfi 37 °C za tfepani a ndsledné centrifugovdany 60 min pii 14 000g pii 5 °C
(podle [33]). Pelety obsahujici mikrosomy byly resuspendovany v 50 mM KPi pH 7,4 a
pouzity pro stanoveni 6-hydroxylace CLZ podle [51]. Inkubac¢ni smés pro toto stanoveni
o celkovém objemu 0,25 ml obsahovala 0,5 mM CLZ, 50 mM KPi pH 7.4, 0,5 mM
NADPH piidaného jako NADPH-GS a mikrosomy v mnoZstvi odpovidajicim 50 pmol
celkového P450/vzorek. Doba inkubace byla 30 min pii 37 °C za tiepani. Jako vnitini
standard byl pouzit fenacetin (2,5 nmol/vzorek), analyza byla provedena metodou HPLC
s UV detekci pfi vinové délce 287 nm. Jako mobilni faze byl pouzit 56 % roztok
methanolu ve vodé (m/m) Koncentrace metabolitu byla spoctena z kalibracni pfimky
sestavené z hodnot naméfenych u standard 6-hydroxychlorzoxazonu (0, 125, 250, 500
a 1000 pmol/vzorek), které byly inkubovdny a déle zpracovédvany stejné jako ostatni

vzorky.
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6B-hydroxylace TES byla stanovena podle [52] ve vzorcich popsanych v pfedchozim
odstavci.. Inkubacni smés pro toto stanoveni o celkovém objemu 0,25 ml obsahovala
0,1 mM TES, 50 mM KPi pH 74, 0,5 mM NADPH pfidaného jako NADPH-GS a
mikrosomy v mnoZzstvi odpovidajicim 50 pmol celkového P450. Doba inkubace byla
30min pfi 37°C za tfepani. Jako vnitini standard byl pouzit fenacetin
(2,5 nmol/vzorek), analyza byla provedena metodou HPLC s UV detekci pfi vinové
délce 254 nm. Jako mobilni faze byl pouzit 60 % roztok methanolu ve vodé (m/m).
Koncentrace metabolitu byla vypoctena z kalibra¢ni pifimky sestavené z hodnot
naméfenych u standardd  6B-hydroxytestosteronu (0, 500, 1000, 2000 a
4000 pmol/vzorek), které byly inkubovany a ddle zpracovdvany stejn¢ jako ostatni
vzorky.

K vyhodnoceni vysledkit HPLC analyz byl pouzit software Clarity v2.2 (Data Apex,

Praha, CR).

3.5.4 Elektroforéza a imunobloting

Elektroforéza mikrosomélnich proteini v SDS-polyakrylamidovém gelu byla
provedena podle [53] ve vzorcich popsanych v prvnim odstavci kapitoly 3.5.3. Pro
separaci byl pouzit 10 % akrylamidovy gel, vzorky byly nandSeny v mnoZstvi 20 ug
proteinu/ fddek. Imunobloting byl proveden podle [54] za pouZiti purifikovanych
lidskych P450 2E1 a 3A4 (1 pmol/ fadek) jako standardii.Jako blokovaci roztok byla
pouzita 3 % Zelatina v PBS, bloty byly déle inkubovany 2h pii 37 °C s primérni

protilatkou proti lidskému P450 2E1 nebo 3A4 (50 pug IgG/10 ml PBS/Tween). Jako
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sekundarni protilatka byla pouzita IgG-HRP v fedéni 1:1000 v PBS/Tween a byla
inkubovéna s blotem 45 min pfi pokojové teploté. V piipadé P450 2E byl k visualizaci
pouzit barvici roztok s 4-chloro-1-naftolem, u P450 3A byla pouzita chemiluminiscencni
detekce (Supersignal West Pico chemiluminiscen¢ni substrét, Pierce Biotechnology Inc.,
Rockford, IL, USA). Vysledky byly zaznamendny pomoci digitdlniho fotoaparitu a

CDD kamery.

3.5.5 Stanoveni tvorby hydroxylovych radikali pomoci elektronové spinové rezonance

ESR

Inkubacéni smési pro stanoveni hydroxylovych radikali o celkovém objemu 300 pl
obsahovaly mikrosomy MP1 v mnozstvi odpovidajicim 250 pmol P450/ml, 50 mM KPi,
NADPH-GS v pozadované koncentraci, 400 mM DMPO a ptipadné HQ nebo BQ
v ruznych koncentracich. Vzorky byly inkubovdny 10 min pii 37 °C bez tfepani
v tmavych zkumavkach. Po skonfeni inkubace byl kazdy vzorek pteveden do ploché
kyvety zktemicitého skla a bylo zméfeno jeho ESR spektrum. Spektrum bylo
zaznamendno jako prvni derivace a bylo tvofeno souctem 30 scant s celkovym Casem
méfeni 5 min. Nastaveni pro méfeni bylo ndsledujici: mikrovinna frekvence, 9,76 GHz;
stted méfeného pole, 3480 G; rozsah meéfeného pole, 200 G; rozliSeni, 1024 bodi;
casova konstanta, 1,28 ms; modula¢ni frekvence, 100 kHz; modulacni amplituda, 1 G;
nastaveni zesileni pfijimace, 60 dB; konverzni ¢as, 10,24 ms; mikrovinny vykon, 2 mW.
Pro kvantifikaci naméfeného spektra byla hodnota jeho druhého integrdlu porovnina

s hodnotou druhého integralu spektra roztoku stabilniho radikdlu TEMPOLu ziskaného
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za identickych podminek v den meéfeni. Integrace ESR spekter byla provadéna
pomoci softwaru Microcal Origin, version 3.5 (Microcal Software, Inc., Northampton,
MA, USA). Koncentrace hydroxylovych radikal potom byla vypoctena z kalibracni
piimky, pfiCemZz presnd koncentrace roztoku TEMPOLu byla stanovena

spektrofotometricky podle doporuceni firmy Bruker BioSpin GmbH.
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3.6 Destrukce cytochromil P450 a vznik oxidativniho stresu vlivem
plsobeni doxorubicinu v jaternich mikrosomech miniprasat, ovlivnéni

toxicity fenolickymi antioxidanty

3.6.1 Stanoveni destrukce P450 vlivem pusobeni doxorubicinu v jaternich mikrosomech

miniprasat

Inkubacéni smés o celkovém objemu 2 ml obsahovala mikrosomy MP2 v mnoZstvi
odpovidajicim 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM KPi pH 7,4 a DOX v riznych koncentracich
(0, 5, 10, 15, 30, 50 uM) v ptitomnosti nebo bez 0,5 mM NADPH ptidaného jako
NADPH-GS. Vzorky byly inkubovany 60 min pti 37 °C a déle zpracovéany jak bylo

popsano v kapitole 3.5.1.

3.6.2 Stanoveni aktivit a mnozstvi proteinu cytochromu P450

Vzorky pro stanoveni aktivit P450 a imunobloting o celkovém objemu 1,5 ml
obsahovaly mikrosomy MP2 v mnozstvi odpovidajicim 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM KPi
pH 7,4, DOX v rtznych koncentracich (0, 5, 15, 30, 50 uM) v ptitomnosti nebo bez
0,5mM NADPH ptidaného jako NADPH-GS. Stanoveni 6-hydroxylace CLZ, 6-
hydroxylace TES, elektroforéza a imunobloting pak byly provedeny stejnym zpisobem

jako ve vzorcich s metabolity benzenu (kapitoly 3.5.5 a 3.5.6).

43



3.6.3 Stanoveni tvorby semichinonu doxorubicinu a superoxidovych radikali pomoci

ESR

Inkubacni smési pro stanoveni semichinonu DOX o celkovém objemu 300 ul
obsahovaly bakteridlni membrény obsahujici CPR v mnoZstvi odpovidajicim 100 nebo
300 pmol CPR/ml nebo mikrosomy MP2 v mnoZstvi odpovidajicim 0,5 mg proteinu/ml,
50 mM KPi, DOX v riiznych koncentracich (0, 30, 100, 300 uM) a 1 mM NADPH
pfidané jako NADPH-GS. Jednotlivé roztoky i inkubacni smés byly probubldany
argonem a inkubovéany za nepfistupu svétla a vzduchu 10 min pii 37 °C. Po skonceni
inkubace byl kazdy vzorek pfeveden pomoci injekéni stiikacky za nepfistupu vzduchu
do ploché kyvety pro ESR, ze které byl pfedem rovnéZ pomoci argonu odstranén
vzduch. ESR spektrum bylo zaznamendno jako prvni derivace a bylo tvofeno souctem
30 scanu s celkovym casem méfeni 10 min. Nastaveni pro méfeni bylo nasledujici:
mikrovlnné frekvence, 9,76 GHz; stied méfeného pole, 3480 G; rozsah méteného pole,
200 G; rozliseni, 1024 bodu; ¢asova konstanta, 1,28 ms; modulaéni frekvence, 100 kHz;
modulacni amplituda, 1 G; nastaveni zesileni pfijimace, 60 dB; konverzni Ccas,
20,48 ms; mikrovinny vykon, 25 mW.

Inkubacéni smési pro stanoveni superoxidovych radikéli o celkovém objemu 300 pl
obsahovaly bakteridlni membrany s CPR v mnozZstvi odpovidajicim 100 pmol CPR/ml,
50 mM KPi, 400 mM DMPO, DOX v raznych koncentracich (0, 30, 50 uM) a 0,5 mM
NADPH pfidané jako NADPH-GS. Vzorky byly inkuboviny a méfeny stejnym
zpusobem jako bylo popsdno v kapitole 3.5.4 s vyjimkou nastaveni mikrovinného

vykonu, ktery byl 25 mW.
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3.6.4 Stanoveni tvorby hydroxylovych radikalti pomoci ESR

Inkubacéni smési pro stanoveni hydroxylovych radikali o celkovém objemu 300 pl
obsahovaly mikrosomy MP2 v mnoZstvi odpovidajicim 0,5 mg proteinu/ml, 50 mM
KPi, 400 mM DMPO, DOX v riznych koncentracich (0, 5, 10, 15, 30, 50 uM) a 0,5 mM
NADPH pfidané jako NADPH-GS. Vzorky byly inkuboviny a méfeny stejnym
zpusobem jako pfi stanoveni superoxidovych radikali (kapitola 3.6.2).

Vliv polyfenolickych antioxidanti kvercetinu, myricetinu, fisetinu, morinu,
kaempferolu, eriodictyolu a syntetického 4-hydroxy-6-methoxyauronu na tvorbu
hydroxylovych radikdli vlivem DOX byl stanovovdn ve vzorcich s 30 uM DOX.
Testované latky (30, 50 a 100 uM) byly pfiddavany jako methanolické roztoky, pficemz
koncentrace methanolu ve vzorku nepfesdhla 1 %. Do kontrolnich vzorka byl ptiddn

misto roztoku antioxidantu pouze methanol.

3.7 Statistické zpracovani dat

Vsechny vysledky kromé stanoveni ESR jsou vyjddieny jako primér tii méfeni
+ smérodatnd odchylka, kterd byla vypocitidna v softwaru Microsoft Excel. Vysledky
meéteni ESR jsou vyjadieny jako priimér Sesti méfeni = smérodatnd odchylka. K analyze
statistickych rozdili mezi skupinami byl pouZzit oboustranny Studentlv t-test a k analyze

vyznamnosti koncentracnich a ¢asovych zavislosti byl pouzit statisticky test ANOVA.
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Kapitola 4

Vysledky
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4.1 Piiprava membranovych systému obsahujicich lidské rekombinantni

cytochromy P450 a jaternich mikrosom miniprasat

Pro planované experimenty byly pfipraveny dva typy biologickych preparati:

1) bakteridlni membrany E. coli s vysokym obsahem CPR a vybranych lidskych P450,

které byly fizen¢ exprimovany pomoci bicistronickych vektort a

2) jaterni mikrosomy z pokusnych miniprasat.

Obsah P450, CPR a celkovy obsah proteinu ve vyslednych preparatech bakteridlnich

membran a dvou prepardtech jaternich mikrosomil miniprasat oznacenych jako MP1 a

MP?2 jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab.1 Vysledky preparaci bakterialnich membran a jaternich mikrosomu miniprasat

Exprimované | Obsah P450 | Obsah CPR | Obsah proteinu | nmol P450/ Pomeér
enzymy [nmol/ml] [nmol/ml] [mg/ml] mg proteinu | 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 12,60 0,42 17,62 0,72 30,13
MP1

Mikrosomy 7,85 0,27 25,71 0,31 29,41
MP2
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4.2 Stanoveni destrukce cytochromli P450 v bakteridlnich membranovych

systémech

4.2.1 Testovani stability bakteridlnich membran pfi inkubaci s NADPH

Pred pouzitim bakteridlnich membran jako modelového systému v pldnovanych
experimentech pro studium interakci xenobiotik s lidskymi P450 byla testovédna jejich
integrita a stabilita pfi inkubaci.

Stabilita lidskych P450 1A2, 2A6, 2C9, 2E1 a 3A4 exprimovanych spole¢né s CPR v
bakteridlnich membranach byla hodnocena po Sedesatiminutové inkubaci bez NADPH
anebo v pfitomnosti 0,1 mM nebo 0,5 mM NADPH P450 (Obr. 7). Jednotlivé P450 se

svou stabilitou za téchto podminek velmi liSily. Pfi inkubaci bez NADPH byl

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -

30% -

Obsah P450 po inkubaci

20% -

10% -

0% -
2C9 2E1 3A4 2A6 1A2

Obr. 7 Stabilita lidskych P450 v bakterialnich membranach p¥i inkubaci s NADPH

Membrany obsahujici P450 a CPR byly inkubovany 60 min bez NADPH (=), s 0,1 mM NADPH (m) nebo
s 0,5 mM NADPH ( ). Obsah P450 po inkubaci je vyjadien jako podil vici obsahu P450 ve vzorku bez
inkubace.
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Obr. 8 Kinetika destrukce lidského P450 2E1 v bakterialnich membranach vlivem NADPH
Membrany obsahujici P450 2E1-CPR byly inkubovény 10, 30 nebo 60 min bez NADPH (m), s 0,1 mM
NADPH (¢) nebo s 0,5 mM NADPH (e).

nejstabiln€jSi P450 2C9 a ostatni testované enzymy nasledovaly v pofadi
2A6>2E1>3A4>1A2. Pii inkubaci s 0,1 mM NADPH byl nejstabilnéj$i z testovanych
enzymi opét P450 2C9. Pfitomnost 0,5 mM NADPH, coz je koncentrace bé&Zné
pouZzivand v pokusech in vitro, vsak jiz u vSech testovanych enzymu zptsobila degradaci
vice nez 60 % P450. Vliv NADPH byl nejvyraznéj$i u P450 2A6, kde po inkubaci s
0,5 mM NADPH jiz nebyl nativni enzym detekovan viibec.

Déle byl stanoven c¢asovy prubéh destrukce P450 2E1 vlivem NADPH (Obr. 8),
nebot’ tento P450 hraje dileZitou roli v aktivaci benzenu a membrany P450 2E1-CPR tak
byly nejzajimavéjSim modelem pro dalsi studium interakei s jeho metabolity. Destrukce
P450 2E1 byla koncentracné i casové zdavisld, 0,5 mM NADPH zptlisobovalo statisticky
vyznamnou destrukci P450(P=0,017) jiZ po 10 min inkubace.

Lidska CPR v bakteridlnich membranach bez exprese P450 (monocistronicky vektor)

byla pii inkubaci s 0,5 mM NADPH stabilni (Obr. 9).
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Obr. 9 Stabilita lidské CPR v bakterialnich membranach pfi inkubaci s NADPH a metabolity
benzenu

Membrany obsahujici CPR byly inkubovany 60 min bez NADPH (m) nebo s 0,5 mM NADPH (m) s
pridavkem metabolit benzenu tak, jak je uvedeno v grafu

Koncentra¢ni zdvislost destrukce P450 v nejstabilngjSim systému P450 2C9-CPR na
koncentraci NADPH pii inkubaci 60 min je zobrazena na Obr. 10. Statisticky
vyznamnou destrukci P450 2C9 zptsobila jiZz nejnizsi pouzitd koncentrace NADPH, t;.

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

Obr. 10 Destrukce lidského P450 2C9 v bakterialnich membranach vlivem NADPH
Membrany obsahujici P450 2C9-CPR byly inkubovany 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 metaboliti benzenu

Vv s

Nejstabilnéjsi bakteridlni systém — P450 2C9-CPR - byl pouzit ke sledovéani vlivu
metabolitl benzenu na obsah P450 2C9.

HQ i BQ v nepfitomnosti NADPH (Obr. 11A) zptsobovaly statisticky vyznamnou
destrukci P450 2C9 jiz v nejnizsi testované koncentraci, tj. 0,1 mM (P=0,0025 pro BQ,
P=0,0083 pro HQ), C nemél negativni tc¢inek na obsah P450 2C9. V ptitomnosti
0,5 mM NADPH (Obr. 11B) se uc¢inek C, HQ a BQ neprojevil tak vyrazné. Vyznamnou
destrukci zpisobil pouze 1 mM BQ (P=0,004). Celkové tedy nebylo mozné piispévek

metabolitd benzenu k destrukci P450 2C9 odlisit od ucinkd samotného NADPH.

4.2.3 Destrukce CPR vlivem metabolitd benzenu

Inkubace membran obsahujicich CPR bez P450 s C neukédzala vyznamny tucinek C na
aktivitu CPR (Obr. 9). HQ i BQ v nepfitomnosti NADPH poskodily CPR mnohem
vyrazngji nez P450 v systému P450 2C9-CPR (Obr. 11). Pfi inkubaci s 0,5 mM NADPH
byl destruktivni uc¢inek na CPR vétsi u BQ nez u HQ (Obr. 9). Tato destrukce, na rozdil
od P450, byla vyznamn¢ vyssi nez destrukce samotnym NADPH, jehoz pfitomnost CPR

prakticky nepoSkodila.
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Obr. 11 Destrukce lidského P450 2C9 v bakterialnich membranach vlivem metabolitii benzenu
Membrany obsahujici P450 2C9-CPR byly inkubovany 60 min s C (¢), HQ (m) nebo BQ (A) v
nepiitomnosti NADPH (A) nebo s 0,5 mM NADPH (B).
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4.3 Stanoveni destrukce cytochroml P450 a vzniku oxidativniho stresu
vlivem piisobeni metabolitii benzenu v jaternich mikrosomech

miniprasat

Pro pifimé porovnéani vysledkii experimenti v bakteridlnich systémech se situaci v
jaternich mikrosomech a nédsledné studium oxidativniho stresu byly vybrdny preparaty
mikrosomtl z jater pokusnych miniprasat, které obsahuji P450 s vlastnostmi podobnymi

lidskym P450.

4.3.1 Destrukce P450 vlivem pusobeni NADPH a metaboliti benzenu v jaternich

mikrosomech miniprasat

NADPH zptisobovalo statisticky vyznamnou destrukci P450 po 60 min inkubace jiz

v nejniZsi pouzité koncentraci, tj. 0,1 mM (Obr. 12, P<0,001). 0,5 mM NADPH potom

500
400
300
200

100

Obsah P450 [pmol/vzorek]

0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace NADPH [pmol/ml]
Obr. 12 Destrukce P450 v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem NADPH
Mikrosomy MP1 byly inkubovdny 60 min bez NADPH a s 0,1 , 0,25, 0,5 nebo 1 mM NADPH
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Obr. 13 Kinetika destrukce P450 v miniprasecich mikrosomech MP1 vlivem NADPH
Mikrosomy MP1 byly inkubovany 10, 30 nebo 60 min bez NADPH (m), s 0,1 mM NADPH (¢) nebo s
0,5 mM NADPH (e).

zpusobilo vyznamnou destrukci P450 jiZz po 10 min inkubace (Obr. 13, P=0,048).
Z 0br. 13 je patrné, Ze Casovy pribeh destrukce se pro 0,1 mM a 0,5 mM NADPH lisil,
ale po 60 min inkubace jiZ nebyl mezi t€émito dvéma koncentracemi vyznamny rozdil.
Srovnani destrukéniho ptisobeni HQ, BQ a C ukazuje, Ze v inkubacich bez NADPH
byl nejucinnéjsi BQ (Obr. 14A), piicemZz rozdil byl nejvyraznéjsi pii nizkych
koncentracich. HQ pisobil destrukci P450 v zdvislosti na koncentraci, zatimco nejmens{
poskozeni zpiisoboval C. V pritomnosti NADPH nebyl udcinek testovanych latek
vyznamny ve srovndni s u¢inkem samotného NADPH, ale byla pozorovdna vyznamné

veétsi destrukee vlivem BQ oproti HQ (P=0,043, Obr. 14B).
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Obr. 14 Destrukce P450 v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem metabolitii benzenu

(A) Mikrosomy MP1 byly inkubovany 60 min s C (¢), HQ (m) nebo BQ ( A) v nepfitomnosti NADPH.
(B) Mikrosomy MP1 byly inkubovany 60 min s 1 mM C, HQ nebo BQ v nepfitomnosti (m) nebo
pfitomnosti (m) 0,5 mM NADPH.

4.3.2 Vzajemné premény benzochinonu a hydrochinonu v inkubacich s jaternimi

mikrosomy miniprasat

Za tucelem studia moZznych mechanismii destrukce P450 metabolity benzenu bylo
provedeno sledovani vzajemnych pfemén BQ a HQ v prostfedi mikrosomt MP1 bez i za

piitomnosti NADPH.
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V inkubacich s BQ pfitomnost NADPH velmi podporovala jeho redukci na HQ,
redukce vSak v mensi mife probihala i v neptfitomnosti NADPH (Obr. 15). Koncentrace
HQ ve vzorcich bez NADPH dosdhla po 60 min inkubace maximaln¢ 30 % pocatecni
koncentrace BQ, zatimco v piitomnosti NADPH mnozstvi BQ pfeménéného na HQ
piesdahlo 50 % puvodniho obsahu BQ ve vSech sledovanych koncentracich (v nejnizsi
0,1 mM dokonce bylo 80 % BQ zredukovano na HQ uz po 10 min inkubace).

V inkubacich s HQ se pfeménilo na BQ maximalné 5-10 % pivodné inkubovaného

HQ (vysledky nezobrazeny).
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Obr. 15 Vzajemné piemény BQ a HQ béhem inkubace s mikrosomy MP1

0,1 mM (¢), 0,5 mM (m) nebo 1 mM BQ (A) byl inkubovan s mikrosomy MP1 za nepfitomnosti (A) nebo
v ptitomnosti (B) 0,5 mM NADPH. PIné symboly zobrazuji koncentraci BQ a prazdné symboly zobrazuji
koncentraci HO.
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4.3.3 Vliv NADPH, hydrochinonu a benzochinonu na aktivity P450 2E a 3A v jaternich

mikrosomech miniprasat

Studium mechanismu destrukce P450 vlivem metaboliti benzenu dédle pokracovalo
analyzami poskozeni enzymatické aktivity a apoproteinu dvou P450, které maji u
miniprasat velmi podobné hladiny a aktivity jako u lidi.

Ptitomnost NADPH v koncentracich od 0,1 do 1 mM neovliviiovala enzymatickou
aktivitu P450 2E stanovenou jako 6-hydroxylaci CLZ ani P450 3A stanovenou jako 63-
hydroxylaci TES (vysledky nezobrazeny).

Jelikoz C v predchozich pokusech neptsobil vyznamnou destrukci P450, vliv na
aktivity P450 byl sledovan pouze u HQ a BQ. Vliv téchto litek na aktivity P450 2E a 3A
je shrnut v Tab. 2.

Inkubace s BQ ukézaly, ze aktivita P450 2E byla vaci jeho plsobeni vyrazné
citlivéjsi nez aktivita P450 3A. Aktivita P450 2E, na rozdil od P450 3A, vyznamné
klesla jiz po 10 min inkubace s nejniz8i koncentraci (0,1 mM) BQ bez NADPH. Na
destrukci vyznamného podilu aktivity P450 3A za stejnych podminek bylo zapotiebi
60 min inkubace s BQ. V ptfitomnosti NADPH sice aktivita P450 3A klesala v zavislosti
na koncentraci BQ jiZ po 10 min inkubaci, ale pouze nejvyssi pouZzitd koncentrace BQ
(1 mM) snizila aktivitu P450 3A srovnateln¢ se sniZzenim aktivity P450 2E. Celkové lze
konstatovat, ze aktivita P450 2E byla poskozovdna velmi rychle jiZ nejniZ$imi

koncentracemi BQ bez ohledu na piitomnost NADPH. Jedinou vyjimkou byla aktivita
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Tab.2 Aktivity P450 2E a 3A v mikrosomech MP1 po inkubaci s benzochinonem a

hydrochinonem
Koncentrace Aktivita P450 2E Aktivita P450 3A
chinonu [pmol/min/nmol P450] [pmol/min/nmol P450]
10 min 60 min 10 min 60 min
Bez 0.1 mM 190 £3 * 163 £ 167 * 588 + 165 87 £8 *
NADPH 0.5 mM 67 1% 57T+2% 652 £ 15 116 £ 8 *
BQ 1 mM 160 £ 3 * 1612 * 759 +£193 104 £2 *
0.1 mM 119 £45 * 473 + 124 672 £33 137 £2 %
0.5mM 0.5 mM 179 £ 152 * 8717 * 385 £ 152 167 £49 *
NADPH 1 mM 128 £ 96 * 136 £ 27 * 217 £ 83 * 189 £25 *
Bey 0.1 mM 70571 * 919 + 89 572 £ 127 730+ 72
NADPH 0.5 mM 688 £ 98 * 49 + 87 * 548 £ 50 542 £ 135
HQ 1 mM 307 £ 169 * 152 £ 96 * 391 £133 * 428 £ 77 *
0.1 mM 621 £120 * 977 £293 487 + 107 312 £ 110 *
0.5mM 0.5 mM 615+ 199 * 714 £102 * 449 £ 50 * 243 £ 130 *
NADPH 1 mM 650 £ 200 725 £ 27 * 431 £ 117 177 £91 *
Neinkubované mikrosomy 974 + 57 633 +23

Hodnoty, které se statisticky vyznamné 1isi od hodnoty neinkubovanych mikrosomd, jsou oznaceny hvézdickami

P450 2E po 60 min inkubace s 0,1 mM BQ za pfitomnosti NADPH, kterd byla vyssi

oproti 10 min inkubaci.

HQ vinkubacich bez NADPH ovliviioval aktivitu P4502E v zavislosti na

koncentraci, zatimco aktivita P450 3A zstala po 60 min inkubace s HQ v koncentracich

do 0,5 mM stabilni. V ptfitomnosti NADPH byla aktivita P450 2E mén¢ ovlivnéna nez

v jeho nepfitomnosti, zatimco aktivita P450 3A byla naopak vyraznéji ovlivnéna HQ za

Vv

piitomnosti NADPH. Bez NADPH pouze nejvyssi pouZzitd koncentrace HQ (1 mM)

zpusobila vyznamné sniZeni aktivity P450 3A (P=0,012), zatimco v piitomnosti

NADPH aktivita P450 3A klesala vlivem HQ rychleji a bez zavislosti na koncentraci.
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4.3.4 Vliv NADPH, hydrochinonu a benzochinonu na obsah proteinu P450 2E a 3A v

jaternich mikrosomech miniprasat

Mnozstvi P450 2E apoproteinu stanovené pomoci imunoblotingu bylo sniZeno ve
vzorcich inkubovanych s BQ bez NADPH (Obr. 16). NADPH ani HQ obsah P450 2E
vyznamn¢ neovlivnily.

Mnozstvi P450 3A apoproteinu bylo rovnéz nejvice snizeno v inkubacich s BQ a to

v zavislosti na koncentraci BQ. NADPH ani HQ obsah P450 3A vyznamn¢ neovlivnily.

4.3.5 Produkce hydroxylovych radikala vlivem pusobeni NADPH, katecholu,

benzochinonu a hydrochinonu v jaternich mikrosomech miniprasat

Jako dal$i moZzny mechanismus destrukce P450 byl sledovan vznik hydroxylovych
radikalt béhem inkubace mikrosomalnich preparatii s metabolity benzenu.

Na Obr. 17 je zobrazeno typické spektrum ESR zaznamenané po inkubaci mikrosomu
MP1 s NADPH (A), HQ s NADPH (B) a BQ s NADPH (C). Kvartetovd soustava
signali se stfedem na g=2,0041, pomérem intenzit 1:2:2:1 a Stépici konstantou
an=ap=14,71 G odpovidd aduktu hydroxylovych radikdla s DMPO (DMPO-"OH) [55].
Dile byl pozorovéan triplet se stfedem na g=2,0042 s pomérem intenzit 1:1:1 a Stépici
konstantou an=14,88 G a SestiCarové spektrum se stfedem na g=2,0039 s pomérem
intenzit 1:1:1:1:1:1 a Sté€picimi konstantami ax=15,85 G a ag=22,37 G (Obr. 16 B a C).
Tripletovy signdl mlze byt pfipisovan nitroxidovému radikdlu vzniklému z DMPO po

ataku neznamym radikdlem. Sestiarové spektrum pravdépodobné patiilo alkylovym
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nebo alkoxylovym radikdlim (DMPO-R/'OR), které mohou byt tvofeny z malych
fragment proteinti nebo aminokyselin [56].

Pfi inkubaci pouze s NADPH byla pozorovdna tvorba hydroxylovych radikalt
v zavislosti na koncentraci NADPH (Obr. 18, P<0,001). HQ stimuloval produkci
hydroxylovych radikdlti v pfitomnosti i nepfitomnosti NADPH (Obr. 19A, B) a byl
jedinou testovanou latkou, kterd méla vyznamny ucinek (P=0,034 pro 1 mM HQ). BQ
v pritomnosti NADPH nemé¢l statisticky vyznamny vliv na tvorbu hydroxylovych
radikala, i kdyZz bylo moZné pozorovat mirnou stimulaci u 0,1 mM BQ a naopak inhibici
pii vySSich koncentracich (Obr. 19B). C nezvySoval produkci hydroxylovych radikala
nad udroven samotného 0,5 mM NADPH. 1 mM C vykazoval obriceny efekt nez
samotné NADPH, tvorba hydroxylovych radikal byla totizZ vyssi v nepfitomnosti nez

v pritomnosti NADPH (Obr. 19A, B).
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Obr. 17 Typicka spektra ESR naméfena po inkubaci mikrosomii miniprase¢ich MP1 s
NADPH a metabolity benzenu v pritomnosti DMPO

Mikrosomy MP1 byly inkubovédny s | 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 pfitomnosti 400 mM DMPO. Signaly hydroxylovych radikala

jsou oznaceny hvézdi¢kami.

0,7

0,0 T T T

koncentrace OH radikalti [nmol/ml]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace NADPH [umol/ml]

Obr. 18 Tvorba hydroxylovych radikali v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem NADPH
Mikrosomy MP1 byly inkubovany s 0, 0,1, 0,25, 0,5 a | mM NADPH jak bylo popsédno v kapitole
3.5.5.
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Obr. 19 Tvorba hydroxylovych radikali v miniprase¢ich mikrosomech MP1 vlivem
metabolitii benzenu

Mikrosomy MP1 byly inkubovany s C (¢), HQ (m) nebo BQ (A) v nepiitomnosti NADPH (A)
nebo s 0,5 mM NADPH (B).
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4.4 Destrukce cytochrom P450 a vznik oxidativniho stresu vlivem
plusobeni doxorubicinu v jaternich mikrosomech miniprasat, jeho ovlivnéni

fenolickymi antioxidanty

Jaterni mikrosomy miniprasete byly dale vyuZzity jako modelovy systém neziddoucich
ucinkit klinicky vyznamnych liatek obsahujicich v molekule chinonicky motiv. Jako

zéstupce téchto latek bylo studovano anthracyklinové cytostatikum DOX.

4.4.1 Destrukce P450 vlivem pusobeni doxorubicinu v jaternich mikrosomech

miniprasat

DOX piisobil statisticky vyznamnou destrukci P450 v ptitomnosti (P=0,0002) i

neptitomnosti (P=0,0013) NADPH (Obr. 20).

obsah P450 [pmol/vzorek]

0 10 20 30 40 50 60
koncentrace DOX [nmol/ml]

Obr. 20 Destrukce P450 v miniprase¢ich mikrosomech MP2 vlivem doxorubicinu
Mikrosomy MP2 byly inkubovany 60 min s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 uM DOX v nepfitomnosti (m) 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 jaternich

mikrosomech miniprasat

Aktivity ani obsah proteinu P450 2E a 3A v mikrosomech MP2 nebyly vyznamné
ovlivnény inkubaci s DOX vrozmezi koncentraci 5-50 UM v nepiitomnosti ani

v pritomnosti NADPH (vysledky nezobrazeny).

4.4.3 Tvorba semichinonu doxorubicinu a superoxidovych radikalu

Tvorba semichinonového radikdlu a nasledna aktivace kysliku jsou povazoviny za
dalezity mechanismus toxicity DOX. V pfitomnosti DOX ve vyse uvedenych
modelovych systémech byla proto sledovana tvorba tif typi radikalii — semichinonového
vysledkem piimé reakce semichinonu s molekuldrnim kyslikem a tedy prvnimi
vznikajicimi kyslikovymi radikdly, a hydroxylovych radikald, které jsou kone¢nym
reaktivnim agens celé této kaskady.

Tvorba radikédlu semichinonu DOX byla sledovdna v bakteridlnich membranéch s
obsahem CPR a v jaternich mikrosomech miniprasat za anaerobnich podminek, pficemz
v mikrosomech inkubovanych s NADPH a DOX semichinon detekovédn nebyl. Nejnizsi
koncentrace DOX, pfi které byl semichinon detekovan v systému s membranami CPR,

DOX a NADPH, byla 300 uM. Spektrum ESR se signdlem semichinonu DOX je

zobrazeno na Obr. 21. Oproti tomu, jiZ v mnohem nizsi koncentraci DOX (30 uM), byl
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Obr. 21 Spektrum ESR se signalem semichinonu DOX
Membrany obsahujici CPR byly inkubovany s 300 uM DOX a | mM NADPH v anaerobnim prostied{
bez DMPO.

v systtmu s membranami CPR pozorovan vznik spektra sloZzeného z kvartetu
ndlezejictho hydroxylovym radikdlim a dalsiho spektra se stfedem na g=2,014 a
Stépicimi  konstantami an=14,4 G, ag()=11,8 G a ay(y)=1,72G (Obr. 22). Toto

spektrum odpovida aduktu superoxidovych radikalti s DMPO [57]. Ve vzorcich s CPR a

3400 3420 3440 3480 3480 3AR00 3R20
Magneticke pole [G]

Obr. 22 Spektrum ESR se signaly superoxidovych a hydroxylovych radikal

Membrany obsahujici CPR byly inkubovany s 30 uM DOX a 0,5 mM NADPH v aerobnim prostiedi
v piitomnosti 400 mM DMPO. Vysledné spetrum je slozeno ze signal hydroxylovych radikalt (x)
a superoxidovych radikal (e).
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NADPH bez DOX bylo zaznamendno pouze spektrum hydroxylovych radikéld. Jejich
koncentrace pfiblizné¢ odpovidala hodnotim naméfenym v systému s jaternimi

mikrosomy a NADPH (vysledky nezobrazeny).

4.4.4 Tvorba hvdroxylovych radikali vlivem doxorubicinu v jaternich mikrosomech

miniprasat

V systému s mikrosomy MP2, 0,5 mM NADPH a DOX byl detekovéan pouze kvartet
signalt odpovidajici aduktu DMPO-'OH. DOX stimuloval tvorbu hydroxylovych
radikdla v zdvislosti na koncentraci (P=0,002, Obr. 23). Ve stejném systému bez
NADPH nebyla zaznamendna vyznamnd tvorba hydroxylovych radikdli (vysledky

nezobrazeny).

1,5 4

1,0 -

0,0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

koncentrace OH radikalti [nmol/ml]

koncentrace doxorubicinu [nmol/ml]

Obr. 23 Tvorba hydroxylovych radikali v miniprase¢ich mikrosomech MP2 vlivem
doxorubicinu

Mikrosomy MP2 byly inkubovény s 0, 5, 10, 15, 30 a 50 uM DOX v ptitomnosti 0,5 mM NADPH.
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4.4.5 Vliv polyfenolickych antioxidantti na tvorbu hydroxylovvych radikald v systému

doxorubicinu a jaternich mikrosomu miniprasat

Pfirodni a syntetické polyfenoly byly pouzity ke sledovani antioxida¢ni aktivity vici
pusobeni DOX v modelovém systému miniprasec¢ich mikrosomt

Z testovanych polyfenolickych antioxidanta byl vyznamny inhibi¢ni t¢inek na tvorbu
hydroxylovych radikalt vlivem DOX zaznamendn u fisetinu, kaempferolu a myricetinu

v nejvyssi pouzité koncentraci (100 uM, Tab. 3)

Tab.3 Vliv fenolickych antioxidantii na tvorbu hydroxylovych radikali v mikrosomech MP2 s

30uM doxorubicinem a NADPH

Testované antioxidanty Koncentrace hydroxylovych radikalt [nmol/ml]

30 uM 50 uM 100 UM
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 vyznamné liS{ od kontroly jsou oznac¢eny hvézdi¢kami
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Kapitola 5

Diskuze
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Jednim z cilii pfedkladané prace byla ptiprava stabilniho membranového systému pro
pouziti k testovani destrukcnich Gc¢inkli xenobiotik na P450 a dlohy oxidativniho stresu
v tomto pusobeni. Stabilita izolovanych bakteridlnich membran s obsahem péti
vyznamnych lidskych P450 byla nejprve otestovdna inkubaci pii 37 °C bez piidavku
NADPH nebo v pfitomnosti raznych koncentraci NADPH. V tomto systému byly
zjistény velké rozdily ve stabilité mezi jednotlivymi preparaty P450. Nalezené rozdily
v nachylnosti jednotlivych lidskych rekombinantnich P450 k denaturaci vlivem tlaku ¢i
teploty byly jiz popsdny — [58], [59]) nebo specifickymi a zatim nedefinovanymi
vlastnostmi membranovych preparati. Pro ucely testovani destruk¢énich ucinka
xenobiotik na P450 vsSak nebyl Zadny z vyslednych preparati vhodny, nebot
v pritomnosti bézné laboratorné¢ pouzivané koncentrace NADPH (0,5 mM) témét
vSechny exprimované P450 (krom¢ P450 1A2) degradovaly béhem 60-ti minutové
inkubace z vice nez 70 %. V piipadé¢ P450 1A2 se projevil opacny ucinek vyssi
koncentrace NADPH neZ v pfipad¢ ostatnich preparétd, ptitomnost 0,5 mM NADPH
mela protektivni dc¢inek na obsah P450 béhem inkubace. Nicméné, vzhledem
k vysokému stupni degradace P450 pii inkubaci bez NADPH ani tento membranovy
preparat nebyl vhodny pro testovdni destrukénich ucinki xenobiotik. U vybranych
membran (P450 2E1) byl provéfen Casovy priabeh degradace P450. P450 2E1 byl takto
déle testovdn, nebot’ hraje dualeZitou roli v metabolismu benzenu a dalSich substriti o
nizké molekulové hmotnosti a byl povazovan za potencidlné nejzajimavéjsi pro
testovani interakci s BQ a HQ. AvSak Casovy pribeh destrukce P450 2E1 potvrdil, Ze

moZznost pouZziti téchto membran pro krat$i inkubacni Casy je rovnéZ omezend, nebot
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ptitomnost 0,5 mM NADPH zde pisobila velmi vyraznou destrukci P450 jiz po 10 min
inkubace.

Vyraznd destrukce P450 exprimovanych v membranovych systémech béhem
inkubace v pfitomnosti NADPH byla pravdépodobné zptsobena tzv. cyklem naprazdno
bez substratu (P450 futile cycle), béhem néhoz vznikaji ROS a ktery jiz byl popsan
v podminkdach in vitro v ptitomnosti NADPH u purifikovanych P450 i v mikrosomech
[60], [61]. Ijbytek celkového obsahu P450 v lidskych mikrosomech inkubovanych
s 1 mM NADPH byl 0-30 % [33]. Divodem, pro¢ se i¢inek NADPH projevil vyraznéji
pravé v membranovych systémech oproti mikrosomim, mutze byt vyS$i pomér
CPR : P450, ktery mtZe byt pii¢inou vyssiho hromadéni ROS [62], a zdroven
nepfitomnost ostatnich mikrosomélnich enzymt s antioxidacni funkci. Membranové
systémy piipravené v ramci této prace byly rovnéz pouZzity pro studium metabolismu
nové generace protinddorovych 1é¢iv ze skupiny taxant [63]. Membrany P450 3A4 po
30 min inkubaci s 1 mM NADPH a substratem t¢inn¢ metabolizovaly studované taxany.
Rovnéz P450 2A6 byl v nasi laboratofti jiz diive podrobné charakterizovan vcéetné studie
enzymové kinetiky i zdznamu substratovych spekter pomoci markerového substratu
kumarinu [49]. V pfitomnosti substrdtu, kdy neprobihal cyklus naprdzdno, byly tedy
P450 exprimované v membranovych systémech metabolicky aktivni, coz se potvrdilo i
pfi testovani aktivity vybranych P450 (P450 2E1) pomoci jejich markerovych substrata.
Vzhledem k nevyhovujicim vysledkiim testovani P450 2E1 systému (viz vyse) byl pro
studium mechanismu toxického pusobeni metaboliti benzenu, které bylo jednim
z hlavnich cila této prace, pouZit nejstabilnéjsi z mebranovych systému (P450 2C9). Pti
inkubaci studovanych liatek s membranami obsahujicimi P450 2C9 a CPR se projevil

vyrazny destruktivni u¢inek BQ a HQ zejména v neptitomnosti NADPH, coz odpovida
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diive sledovanému trendu s potkanimi i lidskymi mikrosomy [33], [64]. Pfitomnost
pouze 0,5 mM NADPH méla vyraznéjsi vliv na tbytek P450 nez pfitomnost metabolitti
benzenu a i tento vysledek rovnéz odpovidal nasim zkusenostem s potkanimi mikrosomy
[64].

Pro dalsi studium ucinkti metaboliti benzenu byly pouzity mikrosomy z jater
pokusnych miniprasat, jejichZz podobnost s lidskymi jaternimi mikrosomy v oblasti
hladin a aktivit jednotlivych P450 jiz byla prokdzana [23], [24]. Tyto mikrosomalni
preparaty jsou z téchto divodu a predev§im vzhledem k velmi omezené dostupnosti
lidskych jater doporuCovany jako vhodny modelovy systém pro studium lidské
biotransformace. Rozsah destrukce P450 vlivem NADPH v jaternich mikrosomech
miniprasat byl vétsi nez v pifipadé lidskych mikrosomi [33], béhem inkubace v
piitomnosti 1 mM NADPH degradovalo 49 % celkového P450. Jaterni P450 miniprasat
byly tedy citlivéjsi vic¢i plsobeni oxidativniho stresu generovaného cyklem P450
naprazdno. Piedpokldddme, Ze divodem tohoto rozdilu muiize byt nizs$i antioxidacni
kapacita jaternich mikrosomi miniprasat. PiestoZe jaterni P450 miniprasat byly jiz
pomérné detailn¢ charakterizovany, o obsahu ostatnich enzymu, které mohou hrét roli
v tvorbé oxidativniho stresu, neni v literatufe k dispozici dostatek informaci.
Z mikrosomadlnich enzymu by se mohlo jednat napt. o a-glutathion-S-transferdzu [65],
CPR nebo prostaglandin-H-syntdzu [66]. Miniprase¢i mikrosomy byly vSak pfi inkubaci
s NADPH vyznamné¢ stabilngj$i nez vSechny sledované bakteridlni systémy (kde se
destrukce jednotlivych P450 pohybovala mezi 60-80 %) a pfi inkubacich bez NADPH
potom nedochézelo ke sniZeni celkového obsahu P450 prakticky viibec. Casovy priibéh
destrukce P450 vlivem NADPH byl u mikrosoml podobny jako v piipadé membrin

P450 2E1-CPR avsak s tim rozdilem, Ze degradace byla v pfipadé membran vyraznéjsi a
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probihala i bez ptfidavku NADPH. Tento rozdil byl pravdépodobné ovlivnén i stabilitou
samotného systému membran. Tyto detailni experimenty opét potvrdily nizsi odolnost
P450 v bakteridlnich membrandch vic¢i oxidativnimu stresu ve srovnani s mikrosomy.
Pfi dal$im pouzivani bakteridlnich membran pro studium vlastnosti P450 je tedy tieba
tuto skute¢nost respektovat.

Ze studovanych metaboliti benzenu zptisoboval BQ nejrozsdhlejsi destrukci
celkového P450 v mikrosomech inkubovanych bez NADPH i vjeho pfitomnosti.
Koncentraéni zdvislost jeho plisobeni se podobala i dc¢inkim BQ na P4502C9
v membranach, kdy bez NADPH doslo k vyrazné destrukci jiz v nejniz$i pouZité
koncentraci (0,1 mM), zatimco ve vysSich koncentracich jiz nebylo zvyseni destrukce
vyrazné. I v tomto piipad¢ vSak byly membriany vyznamné citlivéjsi neZ mikrosomy
(témet totdlni destrukce vlivem 1 mM BQ v membranich oproti 60 % destrukci v
mikrosomech). Destruk¢ni uc¢inek HQ na celkovy P450 v mikrosomech byl také méné
vyrazny neZ na P450 2C9 v membranéch a lisil se i priibéhem koncentracni zavislosti.
V membranach se projevil u¢inek HQ jiz u 0,1 mM HQ, zatimco v mikrosomech ptisobil
destrukci az 0,5 mM HQ a tucinek srovnatelny s BQ se objevil az u 1 mM HQ. C byl
v obou systémech nejméné destruktivni z testovanych latek, v membrandch s P450 2C9
pusobil dokonce mirné protektivné. V obou systémech také platilo, Ze v pfitomnosti
NADPH byl destrukéni tucinek testovanych chinonit méné vyrazny neZ v jeho
nepiitomnosti.

Vyrazny rozdil mezi d€inkem chinonll v nepiitomnosti a piitomnosti NADPH byl
zaznamendn v pfipadé membran obsahujicich pouze CPR, které byly sledovany za
ucelem zjiSténi moznych pti€in vySe zminéné nestability membrin obsahujicich P450

spolu s CPR. CPR byla pfi inkubaci se samotnym NADPH stabilni. Béhem inkubace HQ
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i BQ v piitomnosti NADPH se projevil destruk¢ni u¢inek obou latek, a to zejména v
piipadé BQ. Zajimavym vysledkem ovSem byla tuplnd destrukce aktivity CPR
exprimované v membrdndch pfi inkubaci s HQ nebo BQ bez NADPH, piitomnost
NADPH tedy pfi inkubaci s chinony na aktivitu CPR pisobila protektivné. Béhem
inkubace chinoni s membranami v nepiitomnosti NADPH se pravdépodobné uplatnil
kovaletni mechanismus inaktivace, ktery je vzhledem k ostatnim vysledkiim této studie
velmi pravdépodobny hlavné u BQ. V piipadé¢ HQ mohla hrit roli jeho samovolna
oxidace na BQ, kterd je v nepifitomnosti NADPH vyznamnéjsi nez v jeho piitomnosti
sledovany pouze ve vodném roztoku nebo v pfitomnosti mikrosomii. Podrobné&jsi
studium téchto piemén v piitomnosti membran s CPR by mohlo byt ndmétem pro dalsi
vyzkum. Hlavnim predmétem zdjmu v rdmci této prace byly ovSem membrianové
systémy s obsahem P450 a proto detailn€jsi studium nebylo provadéno. Nicméné,
porovnanim s vysledky stanoveni aktivit P450 v mikrosomech po inkubaci s HQ a BQ
se zd4, Ze uplnd inaktivace CPR vlivem téchto latek probiha pouze v membréanach,
nebot’ v mikrosomech byla v nepfitomnosti NADPH zachovana aktivita MFO systému,
jehoz nedilnou soucasti je CPR.

Na zéklad¢ vysledki této prace se lidské P450 exprimované v membréanach E. coli a
izolované v podobé membran nezdaji byt vhodné pro testovdni destrukéniho ucinku
xenobiotik na P450. Jejich vyuZziti pro metabolické studie, zejména pro identifikaci
specifického P450 zodpovédného za metabolismus xenobiotik vSak timto zavérem neni
zpochybnéno.

Za ucelem objasnéni mechanismu pozorované destrukce P450 byly provedeny

experimenty sledujici vzdjemné piemény mezi BQ a HQ v prostfedi mikrosomd.
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Zaroven byl sledovan vliv téchto latek na aktivity a hladiny vyznamnych P450 a tvorbu
markert oxidativniho stresu (hydroxylovych radikdli) v jaternich mikrosomech
pokusnych miniprasat. V radmci této prace byly sledovany aktivity P450 2E a 3A, nebot’
markerové substraty a aktivity u téchto miniprase¢ich enzymt odpovidaji jejich
protéjskim u lidi [23]. Pro ostatni z P450 piitomnych v lidskych jatrech a
identifikovanych také u miniprasat (napt. 1A, 2A, 2C a 2D) markerové substrity a
aktivity nekoreluji tak dobfe.

Ubytek celkového obsahu P450 vlivem samotného NADPH v jaternich mikrosomech
miniprasat nekoreloval se snizenim aktivit P450 2E a 3A. Na tomto ubytku se
pravdépodobné podilely ve vétsi mite jiné P450, které byly viaci ptsobeni NADPH
citlivéjsi a tudiz prispely k celkovému snizeni obsahu P450.

Tvorba hydroxylovych radikala v mikrosomech inkubovanych 10 min s NADPH byla
koncentraéné zdvisld a korelovala s destrukci P450. Casovy pribéh destrukce P450
naznacuje, ze tvorba hydroxylovych radikali maze hrat roli v destrukci P450 vlivem
NADPH, piestoze v predchozich publikacich tyto dva efekty nekorelovaly [33]. Tento
rozpor lze vysvétlit tim, Ze v soucasné praci byla ke stanoveni tvorby hydroxylovych
radikdlt pouzita metoda ESR, ktera je specifickd a ve srovnani se spektrofotometrickym
stanovenim pouzitym ve zminéné praci [33] i citlivejsi.

Pfi inkubacich s metabolity benzenu byla tvorba hydroxylovych radikali nejvice
stimulovana HQ, zatimco BQ produkoval hydroxylové radikaly na srovnatelné trovni
pouze v nizkych koncentracich. Obdobné plisobeni téchto latek bylo jiZ pozorovéano pii
pouziti potkanich jaternich mikrosomut [31] a podporuje piedpoklad, Ze tvorba ROS
hraje roli v toxicit¢ HQ [67], [68]. C ve srovndni s kontrolnimi vzorky tvorbu

hydroxylovych radikdli vyznamné nestimuloval. Toto pozorovini je v souladu

75



s publikovanymi vysledky, ze kterych vyplyvd, ze tvorba ROS neni pravdépodobné
hlavnim mechanismem jeho genotoxicity [69].

Pti srovnani uc€inku BQ na aktivity jednotlivych P450 se ukazalo, ze aktivita P450 2E
byla citlivejsi viici jeho plisobeni nez aktivita 3A. Vzhledem k tomu, Ze aktivita P450 2E
po 60 min inkubace s 0,1 mM BQ a NADPH byla vyssi neZ po 10 min inkubace, je
mozné spekulovat o povaze interakci mezi BQ a P450 2E. Tento vysledek naznacuje, Ze
tyto interakce jsou dynamické a reversibilni, alespont u nizkych koncentraci BQ. Jak
jsme ukdzali, BQ byl velmi efektivné pfeménovan na méné destruktivni HQ a po 60 min
inkubace jeho koncentrace v tomto vzorku byla jen 13 % koncentrace HQ. BQ také
zieteln¢ snizoval elektroforeticky stanoveny obsah apoproteinu P450 2E i 3A. V piipadé
P450 2E probihala inaktivace rychleji nez destrukce apoproteinu, coZ by mohlo
znamenat, Ze BQ interaguje s molekulou tohoto enzymu vice zpusoby. Predpokladame,
7e BQ atakuje pfednostné hem a s niZ3{ afinitou se potom vaZe i na apoprotein. Uginek
na apoprotein P450 3A odpovidal Gc¢inku na jeho aktivitu. P450 2E byl tedy inaktivovan
rychleji nez 3A, ale ucinek na jeho apoprotein byl pomalejsi nez tato inaktivace.

Srovnani citlivosti aktivit P450 2E a 3A va¢i HQ ukéazalo, Ze pievladajici
mechanismus u¢inku HQ se 1isi od BQ. To bylo potvrzeno i vysledky imunoblotingu,
kde HQ na rozdil od BQ nesniZzoval obsah apoproteinu P450 2E nebo 3A. Srovnani
destruk¢énich ucinki HQ a BQ je vsouladu snizorem, Ze u BQ prevladd jako
mechanismus toxicity kovalentni vazba na proteiny, zatimco toxické ucinky HQ jsou
pravdépodobné zplisobeny prevazné stimulaci tvorby ROS [33], [67]. ROS jsou schopné
navodit destrukci hemu P450 [60], coZ bylo také nejpravdépodobnéj$im mechanismem

destrukce P450 v inkubacich s HQ v naSich experimentech. JelikoZ se pii vzdjemnych

preméndch HQ a BQ tvoii semichinonovy radikdl [70], miZe dochdzet i k aktivaci
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kysliku a tvorbé ROS [67]. Podle naSich vysledki ptfitomnost NADPH podporuje
v prostiedi mikrosomu pribéh redukénich reakci. Presto vSak, vzhledem k piitomnosti
oxidas, zfejm¢ dochdzi k enzymaticky podminénému redoxnimu cyklu HQ, jehoz
oxidace probihd pouze do stddia semichinonu a ne az na BQ. To vysvétluje proc¢
NADPH s HQ tvoftily vyznamné mnoZstvi hydroxylovych radikdlti a naznacuje, zZe P450
3A by mohl byt citlivéjsi vici inaktivaci vlivem ROS nez P450 2E. Nicméng¢, destrukce
P450 3A v ptitomnosti samotného NADPH (bez HQ), kdy se tvofilo velké mnoZstvi
ROS, byla zanedbatelnd. MoZnym vysvétlenim pro tento rozdil v citlivosti P450 3A vici
oxidativnimu stresu stimulovanému pouze NADPH oproti stresu vznikajicimu vlivem
HQ v ptitomnosti NADPH miiZe byt prave role pritbéZzné vznikajiciho semichinonového
radikalu. Ulohu muZe hrat i &ist& kvantitativni hledisko, nebot’ HQ stimuloval produkci
ROS jesté vice oproti samotnému NADPH.

Destrukéni dcinek reaktivnich metabolitii benzenu na P450 byl pravdépodobné
zpusoben c¢asteCné kovalentni vazbou BQ na protein a casteCné piisobenim ROS
vznikajicimi pfi vzdjemnych preménach BQ a HQ nebo béhem redoxniho cyklu HQ.
Toto schéma jejich ptlisobeni jiz bylo navrZzeno s pouZitim potkanich jaternich
mikrosoml a spektrofotometrické metody méfeni oxidativniho stresu [33]. Celkova
destrukce P450 vlivem BQ a HQ v minipraseCich mikrosomech nedosihla hodnot
zaznamenanych u lidskych mikrosomt [33]. Tento rozdil mize byt pfipsin bud
rozdilnym vlastnostem jednotlivych enzymi vyplyvajicim ze strukturdlnich odliSnosti
nebo odliSnym zastoupenim téchto enzymu v jaterni tkdni lidi a miniprasat. Odhadovany
primérny obsah P450 2E v jatrech miniprasat pouZitych v této studii je niZ$i nez u lidi
[23], coZz mliZe mit vliv na celkovy rozsah destrukce P450 vlivem metabolitli benzenu.

Je také dulezité ptipomenout, Ze lidska populace je mnohem vice heterogenni vzhledem
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k obsahu a aktivitdim jednotlivych P450 nez jakykoli laboratorné vyuZivany modelovy
druh. Také u nami pouzitého druhu miniprasat byla interindividudlni variabilita aktivit
hlavnich P450 relativné¢ maléd [23]. Co se tyCe obsahu a vlastnosti jednotlivych P450,
jako jsou napi. polymorfismy, indukce nebo inhibice P450, mohou tedy miniprasata
odpovidat pouze urcité ¢asti lidské populace.

Dal$im vyznamnym cilem této prace bylo vytvoifeni dostupného in vitro modelového
systému vhodného k testovani latek potencidln¢ prospésnych pro zmirnéni nezddoucich
ucinkit anthracyklinovych cytostatik. Zavaznym nezddoucim uc¢inkem limitujicim
terapeutické vyuziti této skupiny cytostatik je jejich akutni i chronicka kardiotoxicita. Za
vyznamny mechanismus vzniku kardiotoxicity anthracyklinii je povazovdna nadmérna
produkce ROS, jako potencidln¢ prospésné latky jsou proto testovany myj. flavonoidy,
které maji antioxidani i jiné potencidln¢ prospésné ucinky [71]. Jako zdastupce
anthracyklini byl pro tuto studii vybran DOX. Mechanismus jeho interakci s enzymy
obsazenymi v  minipraseCich jaternich mikrosomech byl studovan analogicky
s jednoduchymi chinony BQ a HQ, pficemz cilem této Casti studie bylo otestovat
moznost pouziti jaternich mikrosoma miniprasat jako modelového systému k testovani
vlivu polyfenolickych antioxidanti na tvorbu ROS stimulovanou DOX.

DOX pisobil destrukci celkového P450 v jaternich mikrosomech miniprasete
v zéavislosti na koncentraci, zatimco aktivity P450 2E a 3A neovlivioval. Ziroven ve
stejném rozmezi koncentraci stimuloval tvorbu hydroxylovych radikdli v zdvislosti na
koncentraci. Jeho t¢inky v testovaném rozmezi koncentraci tudiZ pfipominaly plisoben{
samotného NADPH. Na rozdil od HQ, DOX (analogicky s NADPH) v koncentracich, ve
kterych stimuloval tvorbu hydroxylovych radikélii, neovliviioval aktivity P450 2E a 3A.

Je pravdépodobné, Ze ucinky DOX byly zprostiedkovany stejnymi mechanismy jako

78



ucinky NADPH, tedy produkci ROS. Piedpoklddame, Ze v pouzitém systému s jaternimi
mikrosomy miniprasete dochédzelo k jednoelektronové redukci pomoci CPR na
semichinon DOX a ndsledné aktivaci kysliku s tvorbou superoxidového radikdlu a
hydroxylovych radikédld. Ionty Zeleza schopné katalyzovat produkci hydroxylovych
radikala [43] mohly pochédzet z poskozeného hemu P450. JelikoZ semichinon DOX
velice rychle reaguje s kyslikem za tvorby superoxidu, jeho stanoveni pomoci ESR
vyZzaduje specidlni zafizeni umoZziujici udrzet naprosto anaerobni podminky po celou
dobu méieni vzorku pomoci stdlého proudu argonu. V podminkich naseho méteni (bez
moznosti uchovat vzorek pod argonem i béhem méfeni) se podafilo detekovat
semichinon DOX aZ v relativné¢ vysoké, klinicky in vivo nedosazitelné, koncentraci
DOX (300 uM). Superoxidové radikdly je vSak mozné stanovit v aerobnim prostiedi po
adukci s DMPO, coZz se vndmi pouZitém systému s membridnami CPR a NADPH
potvrdilo. Prokézali jsme tedy nepiimo, Ze CPR redukuje DOX a tim spousti celou
kaskddu redukce kysliku a tvorby ROS. JelikoZ spektrum superoxidu se prekryva se
spektrem hydroxylovych radikdli a je pfili§ sloZité na to, aby ho bylo mozné
kvantitativné vyhodnotit, zvolili jsme pro kvantitativni analyzu spektrum hydroxylovych
radikdlli, které jsou konecnym reaktivnim agens celé této kaskady. Jako modelovy
systém byly pro toto hodnoceni pouZity mikrosomy, nebot’ oproti membranam s CPR
predstavuji komplexnéjsi systém obsahujici oxidac¢ni i redukcni enzymy a lépe simuluji
situaci in vivo. Ve spektrech hydroxylovych radikéli ziskanych ze vzorkli s mikrosomy
nebyly zadné interferujici signdly a také proto byl tento systém vhodné&jsi pro

kvantitativni analyzu.
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Ve vyssich koncentracich DOX (30 uM a vyssi) dochdzelo k destrukci P450 i
v inkubacich bez NADPH. Pravdépodobné se zde uplatnil neenzymaticky mechanismus,
nebot’ ROS mohou byt tvofeny i nasledkem piimé reakce DOX s ionty zZeleza. DOX
pfeddva jeden elektron Fe* za tvorby Fe®*, které nasledné miiZe redukovat molekuldrni
kyslik [41], [43]. V pfitomnosti NADPH vsak byla zaznamenana tvorba ROS 1 destrukce
P450 vnizSich koncentracich, které vice odpovidaji klinicky dosahovanym
koncentracim (7,5-10 uM, [36]). Povazujeme proto tvorbu ROS, v souladu s literaturou,
za vyznamny mechanismus toxicity DOX.

Polyfenolické antioxidanty testované v ramci této prace byly vybrany z pocetné
skupiny flavonoidii na zdklad¢ své schopnosti inhibovat peroxidaci lipidi v systému
s potkanimi jaternimi mikrosomy a NADPH [72]. Z testovanych flavonoidi byl
pozorovan vyznamny inhibi¢ni Gc¢inek na tvorbu hydroxylovych radikéli stimulovanou
DOX v mikrosomech u fisetinu, kaempferolu a myricetinu, avSak pouze v nejvyssi
pouzité koncentraci (100 uM). Tato koncentrace je in vivo pomoci nutri¢ni intervence
prakticky nedosaZzitelnd [73].

Némi pouzity modelovy systém s jaternimi mikrosomy a 30 uM DOX lze, vzhledem
k toxicit¢ DOX, povazovat pouze za screeningovy, nebot’ se liSi od situace in vivo
koncentraci DOX i cilovou tkani toxicity DOX. Nicméné pro odhad interakci mezi DOX
a polyfenolickymi latkami, zejména z hlediska schopnosti vychytdvani ROS, se tento
systém zda vhodnym. Dalsi validace pomoci studia vztaht mezi strukturou a uc¢inkem
sledovanych latek je ucelnd. Fisetin, kaempferol a myricetin Ize doporucit k dalsimu
studiu v jinych modelovych systémech jako potencidlné¢ prospé$né pro zmirnéni

nezadoucich ucinka doxorubicinu.
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Kapitola 6

ZAavery
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Cilem této prace bylo prozkoumat moznost vyuziti bakteridlnich systémi exprimujicich
lidsky monooxygendzovy systém pro studium interakci mezi latkami s motivem chinonu
ve struktufe a cytochromy P450 a nésledné aplikovat ziskané znalosti na vyvoj
modelového systému pro testovani vedlejSich Gcinkt anthracyklinovych cytostatik.

Na zdklad¢ analyzy ziskanych vysledkl a s vyuzitim publikované védecké literatury, Ize

uzavrit:

1) Lidské cytochromy P450 exprimované v bakteriich Escherichia coli a izolované jako
bakteridlni membrany pfedstavuji uZiteCny ndstroj pro studium metabolismu
xenobiotik exprimovanym  enzymem, ale nejsou pfili§ vhodné pro studium
oxidativniho stresu a destruk¢niho plisobeni xenobiotik na cytochromy P450.

Diky limitované dostupnosti lidské jaterni tkédné je tfeba vyuZivat alternativni
modelové systétmy a modelové zvifeci druhy pro studium interakci
biotransformacnich enzymil s xenobiotiky. Vzhledem k tomu, Ze u nejbéZnéjsiho
laboratorniho druhu, potkana, nejsou bez chemické indukce pfitomny aktivity
nejvyznamnéj$ich lidskych cytochromit P450, informace ziskané s pouZitim
miniprasat jako modelového druhu mohou byt velmi piinosné. Z tohoto diivodu byly

k dal$im experimentiim vyuZity minipraseci jaterni mikrosomy.

2) Experimenty s miniprase¢imi mikrosomy ukdzaly, Ze mechanismy bunécné toxicity
hydrochinonu (produkce hydroxylovych radikdl) a benzochinonu (kovalentni vazba
na makromolekuly) se u miniprasat a lidi neli$i. Navrhujeme proto jaterni mikrosomy
miniprasat jako vhodny in vitro modelovy systém pro testovani oxidativniho stresu a

molekuldrni toxicity indukované latkami obsahujicimi ve své struktufe chinon.
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Vyhodou tohoto systému je pomérné Casoveé nendrocnd piiprava a lepsi dostupnost

v porovnani se systémy pouzivajicimi modelové bunécné linie nebo primokultury.

3) Pii interakci miniprase¢ich mikrosoml s doxorubicinem dochédzelo k aktivaci
doxorubicinu s ndslednou zvySenou tvorbou hydroxylovych radikdlt. Za aktivaci
doxorubicinu byla pravdépodobné zodpovédna NADPH:cytochrom P450 reduktaza.
Studie vlivu polyfenolti na toxicitu doxorubicinu v systému s jaternimi mikrosomy
miniprasat ukdzala, Ze tento modelovy systém umoZiuje jejich interakce s
doxorubicinem studovat a mohl by slouzit pro ucely primarniho screeningu
biologickych, zejména antioxidacnich, vlastnosti téchto latek. Jako vhodni kandidati

pro tyto studie se zdaji byt fisetin, kaempferol a myricetin
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