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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Jitka Hlavacova
Skolitel: Prof. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.
Nézev diplomové price: Inhibiéni ucéinek anthokyanidini na jaterni

karbonylreduktasu

Karbonylreduktasa (CBR) je redukéni enzym, jenz hraje vyznamnou roli v prvni
fazi biotransformace endogennich i exogennich substratd. Podili se na detoxikaci mnoha
xenobiotik, mezi nimi i ddlezitych 1é¢iv. Rozdily v expresi a aktivité jaternich
biotransformacénich enzyma mohou ovlivnit efektivitu a bezpecnost 1é¢by. Cilem této
prace bylo porovnat aktivitu a expresi CBR u starych a mladych jedinct, stanovit
inhibi¢ni vliv vybranych anthokyanidinli na aktivitu CBR u lidi a potkanii a pro

U starych potkand byla zjisténa vyznamné vyssi aktivita CBR nez u mladych
potkant a také se u nich projevila vétsi interindividualni variabilita. Pfi méfeni aktivity
CBR u lidskych vzorki nebyly zjistény signifikantni rozdily v souvislosti s vékem.
Anthokyanidiny vykazovaly mirny az stfedné silny inhibi¢ni vliv na CBR. U lidi byl
enzym nejsilngji inhibovan delfinidinem (ICsp = 16 uM) a u potkant pelargonidinem
(ICsp = 23 uM). Delfinidin pusobil jako nekompetitivni inhibitor CBR, zatimco
u pelargonidinu byl zjiStén smiSeny typ inhibice CBR.



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Inhibitory effect of anthocyanidins on hepatic carbonyl

reductase

Carbonyl reductase (CBR) is a reducing enzyme that plays a significant role in the
first phase of biotransformation of both endogenous and exogenous substrates. It
participates in detoxification of many xenobiotics, among them important drugs.
Differences in expression and activity of hepatic biotransforming enzymes may affect
efficiency and safety of treatment. The aim of this work was to compare the activity and
expression of CBR in old and young individuals and to define an inhibitory effect of
selected anthocyanidins on the activity of CBR in humans and rats and to determine
a value of 1Csp and a type of inhibition for the strongest inhibitors.

Meaningly higher activity of CBR was detected in the senescent rats compared to
the young ones and the old rats also showed larger interindividual variability. No
significant age-related differences have been identified by measurement of activity CBR
in human samples. Anthocyanidins showed a mild to moderate inhibitory effect on
CBR. The enzyme was most strongly inhibited by delphinidin (ICsp = 16 uM) in
humans and by pelargonidin (ICsp = 23 uM) in rats. Delphinidin acted as
a non-competitive inhibitor of CBR, whereas the mixed type of inhibition of CBR was

determined for pelargonidin.



1. UVOD

Biotransformace je proces, pii kterém Vv organismu dochazi k chemické preméné
1é¢iv a dalsich xenobiotik S cilem zvysit jejich rozpustnost ve vodé a usnadnit jejich
eliminace z organismu (Nassar, 2010). Na tomto procesu se¢ podili mnoho
biotransformacnich enzymi, jejichz studium je zdsadni pro pochopeni mnoha
farmakologickych aspektti 1¢cby.

Biotransformacni enzymy zasadné ovliviiuji chovani a G¢inek lé¢iva v organismu.
Maji vliv na to, kolik 1é¢ivé latky se dostane do organismu i zda dosahne terapeutické
koncentrace v misté¢ ucinku. Pusobenim biotransformacénich enzyml vznikaji v téle
metabolity, které je nutné posoudit jak z hlediska jejich terapeutického efektu, tak
I Z pohledu pfipadného nezadouciho pisobeni. Pfi posuzovani 1ékovych interakci je pak
dilezité zhodnotit vztahy 1€¢iv a enzymu ve smyslu mozného inhibi¢niho ¢i indukéniho
pusobeni latek (Nassar, 2010).

Karbonylreduktasa je jednim zenzymu, které se podileji na prvni fazi
biotransformace karbonylovych slouc¢enin (Forrest and Gonzalez, 2000). Piestoze mezi
jeji substraty patii mnoho farmakologicky i toxikologicky diilezitych latek, studiu jejich
vlastnosti dosud nebylo vénovano tolik pozornosti jako napfiklad cytochromim P450.
Kromé vztahu karbonylreduktasy ke xenobiotikim by bylo jisté¢ pfinosné prozkoumat
blize 1 jeji roli ve fyziologickych dé&jich organismu a antioxidac¢nich procesech.

Tato prace byla zaméfena na studium zmén aktivity karbonylreduktasy
v souvislosti s vékem a dale na posouzeni inhibi¢niho vlivu anthokyanidint na aktivitu

karbonylreduktasy.

10



2. TEORETICKA CAST

2.1. Enzymy redukujici karbonylovou skupinu

Reduktasy karbonylové skupiny tvofi velmi rozmanitou skupinu enzymu patticich
do kategorie oxidoreduktas. Enzymy, které se podileji na metabolismu karbonylovych
sloucenin, mohou mit zna¢né rozdilnou lokalizaci, expresi, regulaci 1 substratovou
specifitu. Pfestoze jednotlivé reakéni mechanismy enzymu redukujicich karbonyl se do
jisté miry lisi, jako spolecny znak celé skupiny se ukazuje vysoky stupen jejich
plasticity, diky které vykazuji pomérné Sirokou substratovou toleranci (Oppermann,
2007). Konkrétni invitro studie dokladaji, ze nékteré ztéchto enzymu, napiiklad
hydrosteroidni dehydrogenasy 3a-HDS a 11B-HDS, u kterych byla dfive dobie
prozkoumana a definovéna jejich role v ramci endogenniho metabolismu, jsou schopné
redukovat i xenobiotické substraty (Matsunaga et al., 2006). Redukce karbonylové
skupiny hraje vyznamnou roli v prvni fazi metabolismu mnoha latek a Cinnost téchto
enzymu se tak uplatiuje jak pfi biosyntéze, tak i pfi intermediarnim metabolismu
a detoxikaci (Barski et al., 2008; Jin and Penning, 2007).

Slouceniny, jez ve své molekule obsahuji karbonylovou funkéni skupinu, a jsou
tedy potencidlnimi substraty reduktas karbonylu, tvofi rozmanité spektrum latek
patiicich jak mezi endogenni latky, tak mezi xenobiotika. Z chemického hlediska se
muze jednat o aldehydy, ketony, pfipadné cyklické chinony. Z télu vlastnich latek
muzeme mezi karbonylové slouCeniny zaradit napiiklad nékteré steroidni hormony,
mediatory (napf. eikosanoidy, prostaglandiny), biogenni aldehydy nebo produkty
lipidové peroxidace (Bauman et al., 2004; Hoffmann and Maser, 2007). Kromé toho se
lidsky organismus setkava 1 s mnoha cizorodymi slouceninami, jejichz soucasti je
karbonyl. Patfi mezi né néktera 1é¢iva, rostlinné latky nebo kontaminanty zivotniho
prostiedi.

Karbonylova funkéni skupina je casto kli¢ova pro biologickou aktivitu celé
molekuly. Napfiiklad ketonicka skupina v poloze 3 steroidniho hormonu je kli¢ova pro
vazbu na jeho specificky receptor (Oppermann, 2007). Pro endogenni substraty plati, Ze
redukce karbonylové skupiny je ¢astou soucdasti reverzibilniho oxidac¢né-redukéniho
procesu a stava se tak prostfedkem aktivace nebo inaktivace dilezitych signalnich

molekul, jako jsou napiiklad steroidy, prostaglandiny, retinoidy nebo biogenni aminy.
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Na druhou stranu pro exogenni substraty plati, ze redukci karbonylu v molekule dochazi
nejcasteji k nezvratné detoxikacéni reakci, kdy vysledny produkt snaze podléha nasledné
konjugaci a eliminaci z organismu (Malatkova et al., 2010). Enzymaticka konverze
karbonylu se tudiz stava klicovym mistem kontroly a regulace metabolismu mnohych
eubiotik i xenobiotik a blizsi studium fungovani téchto cest by v budoucnu mohlo
usnadnit védomé zasahy jak do endogennich procest, tak napiiklad do regulace
metabolizace 1é¢iv (Nobel et al., 2001; Oppermann, 2007; Wsol et al., 2007). Dalsi
dilezitou skute¢nosti je fakt, ze mnoho aldehydickych slou¢enin ptisobi v organismu
toxicky, a to pfedevsim diky vysoké reaktivit¢ karbonylové skupiny. Tyto reaktivni
karbonyly, vznikajici v pribéhu lipidové peroxidace nebo metabolizace potravy
a xenobiotickych chinonti, maji schopnost se kovalentné vazat na DNA i
aminokyseliny a tim modifikovat jejich funkce. Mohou také vyvolavat oxidativni stres,
jehoz produkty byly prokazany jako diilezity iniciacni faktor pfi rozvoji degenerativnich
chorob a rakovinného bujeni (Doorn and Petersen, 2002; Esterbauer et al., 1982; Lin et
al., 2005; Liu et al., 2003).

Metabolismus latek s karbonylovou funkéni skupinou probiha obecné pomoci
oxidacné-redukénich déja. Molekuly obsahujici ketonickou skupinu jsou redukovany na
odpovidajici hydroxyslouceniny, zatimco u aldehydi dochazi bud k oxidaci na
karboxylovou kyselinu pomoci aldehyd-dehydrogenas, nebo probéhne redukce za
vzniku primarniho alkoholu (Hoffmann and Maser, 2007). Redukce karbonylu je reakci
typickou pro metabolismus faze I, ktera tvorbou produkti s hydroxylovou funkéni
skupinou vede kinaktivaci a detoxikaci. Vzniklé alkoholy totiz snaze podléhaji
konjugaci s kyselinou UDP-glukuronovou nebo aktivnim sulfatem za pusobeni
pfislusnych transferas a vznikaji tak slouceniny, které jsou hydrofilnéjsi, a tedy snaze
eliminovatelné z organismu. Chinony jsou bud’ transformovany jednoelektronovou
redukci na semichinonové radikaly, nebo jsou pomoci pienosu dvou elektrona
redukovany ptimo na hydrochinony. Tyto molekuly jsou konjugovany pomoci enzymi
druhé faze metabolismu a nasledné exkretovany z organismu. U vétSiny chinond hrozi
také moznost reakce s molekularnim kyslikem a produkty této reakce podporuji vznik
reaktivnich forem kysliku (ROS), coz dale vede k lipidové peroxidaci nebo tvorbé

makromolekularnich produktii (Oppermann, 2007).
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Obrazek 1 - Metabolickd konverze aldehydit a ketonii
Aldehyd miize byt konvertovan aldehyd-dehydrogenasou (ALDH) na karboxylovou
kyselinu nebo karbonyl redukujicim enzymem (CR) na primarni alkohol. Keton je

redukovan CR na odpovidajici alkohol.
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Obrazek 2 - Metabolickd konverze chinonin, redoxni cyklovani

Chinon redukujici enzym (QR) konvertuje chinon na hydrochinon. Ten miize byt
konjugovan a exkretovan. Jednoelektronovou redukci chinonu vznikda semichinonovy
radikal. Oxidace hydrochinonu nebo semichinonového radikalu molekularnim kyslikem

(Oy) vede ke vzniku superoxidového anionu podporujiciho oxidativni stres.
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Klasifikace rozsahlé a rtiznorodé skupiny enzymu redukujicich karbonyl nebyla
vibec jednoducha. Jejich vyskyt je popisovan nejen u savcu, ale naptiklad i u rostlin
(Moummou et al., 2012), bakterii (Oppermann and Maser, 1996; Oppermann et al.,
1998; Zelinski and Kula, 1994), hmyzu (Oppermann et al., 1998) a jinych organismu.
Krom¢ toho se tyto enzymy nachazeji Vv riznych tkanich a i jejich intracelularni
distribuce vykazuje velkou variabilitu. Od sedmdesatych let 20. stoleti védci
purifikovali mnoho enzymu redukujicich karbonyl, které nasledné charakterizovali
pomoci substratové specifity a kinetickych konstant (Hoffmann and Maser, 2007).
Trvalo v§ak mnoho let, nez byla vytvoiena piesnd klasifikace a jednotlivym enzymtim
byl ptidélen unikatni EC kod podle mezinarodni nomenklatury.

Sohledem na dosud shromdzdéné védomosti o funkci a struktufe enzymu
redukujicich karbonyl byla vétSina téchto reduktas rozdélena do dvou velkych
proteinovych nadrodin. RozliSujeme tak nadrodinu aldo-keto-reduktas (AKR)
a dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (SDR) (Anzenbacher and Zanger, 2012).
Do skupiny AKR muzeme zafadit napiiklad aldehyd-reduktasu (EC 1.1.1.2) nebo
aldoso-reduktasu (EC 1.1.1.21), zatimco ruzné isoformy karbonylreduktas patii do
nadrodiny SDR  (Malatkova et al., 2010). Vyc¢lenéni obou skupin
NAD(P)H-dependentnich enzymi v rdmci kategorie oxidoreduktas probihalo postupné.
Samotny vyraz SDR byl poprvé pouzit vroce 1991 (Persson et al., 1991).
Nomenklaturou AKR se pak podrobné ve své praci zabyval napt. Jez, et al. (1997).

2.1.1. SDR nadrodina

SDR je jedna z nejpocetnéjsich nadrodin enzym, které vykazuji shodné strukturni
motivy a také pracuji pomoci podobnych mechanismi (Kavanagh et al., 2008). Pro
SDR je typické, Ze enzym je tvofen piiblizné 250-350 aminokyselinami a k jejich
fungovani neni potfeba kofaktor ve formé kovu (Persson et al., 1991). Jinak vsak u této
vyvojové velmi staré nadrodiny nachazime pomérné malou shodu ve strukturnich
sekvencich enzymt, a to vétSinou pouze 20-30 % (Kallberg et al., 2010). Piesto vSak
muzeme vysledovat jistou podobnost v architektuie téchto enzymu. Typickou strukturu
SDR tvofi naptiklad Rossmanntiv zahyb s B-skladanym listem obklopenym z kazdé

strany tfemi o-helixy (viz Obrazek 3) (Persson and Kallberg, 2013). Enzymy
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z nadrodiny SDR jsou pfitomny ve formé rozpustnych nebo membranové vazanych
proteinii ve vSech typech organismil, od jednoduchych prokaryot az po lidské tkané

(Hoffmann and Maser, 2007; Jornvall et al., 1999).

Obrazek 3 - Typicky strukturni prvek enzymit SDR

Typicka struktura SDR tzv. Rossmanniiv zahyb, ktery je tvoren p-skladanymi listy
uzavienymi tremi o-helixy z kazdé strany. Obrazek ukazuje model lidské kortikosteroid
11-p-dehydrogenasy. Koenzym je vyznacen fialovou barvou a casti aktivniho misto jsou

zvyrazneny modre.(Persson and Kallberg, 2013)

V roce 2009 byl z iniciativy nékolika odborniki navrZzen nomenklaturni systém,
zafazujici poloautomaticky jednotlivé ¢leny SDR do mnoha rodin a podrodin na zakladé
vytvoreni tzv. skrytych Markovovych modelt (Hidden Markov Models) (Persson et al.,
2009). Jednotlivym enzymUm byla pfifazena unikatni Cisla, ktera je jednoznacné
vymezuji.  Detailné se  této  nomenklatufe  vénuje  webova  strdnka
http://www.sdr-enzymes.org, kterd je pribézné aktualizovdana a dopliiovana o nové
identifikované c¢leny SDR (Malatkova et al., 2010). Podle nejnovéjSich poznatkl
(Persson and Kallberg, 2013) je nyni znamo pies 160 tisic proteinti z Uniprot databaze
(http://www.uniprot.org) fadicich se do SDR nadrodiny. Z toho kolem 75 % enzymd je
jiz zatazeno do n¢které z 464 ustanovenych rodin. Zatimco mnozstvi jednotlivych ¢lent
SDR se vyznamné rozSifuje kazdym rokem, pocet rodin jiz ziejmé moc neporoste.

V soucasnosti je rozliSovano 47 lidskych SDR rodin, které odpovidaji 75 rtznym
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genim. U vétSiny téchto enzymovych rodin nachdzime pouze jeden piislusny gen,
u nékterych vsak rozeznavame az 8 genti u jedné rodiny.

Mezi nejdalezitéjsi a zaroven nejlépe prozkoumané cleny SDR  patii
karbonylreduktasy (CBR). U c¢lovéka byla prokézana pfitomnost tii isoforem, a to
CBR1, CBR3 a CBR4. Zatimco CBR1 a CBR3 jsou podle nové nomenklatury fazeny
do podrodiny SDR21C, CBR4 lisici se od nich tetrametrickou strukturou a lokaci
v mitochondrialni matrix patii do podrodiny SDR45C (Malatkova et al., 2010; Persson
et al., 2009). S ohledem na hlavni témata této prace se nasledujici text bude blize

zabyvat CBR1.

2.2.CBR1

CBRI je lidsky monomerni enzym, ktery se vyskytuje v cytosolu mnoha tkéni.
Podle EC klasifikace mu bylo ptidéleno ¢islo EC 1.1.1.184, zatimco v Uniprot databazi
je oznaCovan kodem P16152 (“Carbonyl reductase [NADPH] 1 - Homo sapiens
(Human)”, “Databaze SDR enzymi”). Jedna z prvnich izolaci tohoto enzymu byla
provedena vroce 1973 zmozkové tkané, kdy vSak byl oznafovan jako
aldehyddehydrogenasa (Ris and von Wartburg, 1973). V roce 1981 Wermuth stejny
enzym purifikoval a blize charakterizoval. Vzhledem k riznorodosti spektra jeho
karbonylovych substratd navrhl nové oznaceni karbonylreduktasa (Wermuth, 1981).
CBR1 byla nejprve s ohledem na substratovou specifitu fazena mezi AKR. V roce 1988
Wermuth et al. zkoumali bliZze strukturu proteinu a urcili sekvence nukleotidd,
respektive sekvence aminokyselin. Zjistili, Ze se CBR1 sklada z 277 aminokyselin a jeji
relativni molekulova hmotnost je 30,375 (g/mol). Poté provedli porovnani proteinovych
sekvenci s primarni strukturou jinych AKR, coz vSak nevedlo k odhaleni Zadnych
signifikantnich homologii. Tento vyzkum naopak prokdzal korelaci mezi strukturou
CBRI1 a enzymi oznacovanych dnes jako SDR (Wermuth et al., 1988). V soucasnosti je
CBR1 ftazena mezi SDR a podle nové vytvorené¢ho systému nomenklatury této
nadrodiny nese oznaceni SDR21C1 (Persson et al., 2009).

V roce 1992 byla pouZzita metoda imunohistochemického barveni, s cilem ptesnéji
popsat lokalizaci CBR1 v rtznych tkanich. Vysledky prokazaly pfitomnost enzymu ve
vSech zkoumanych lidskych organech, avSak v riznych mnoZstvich. Nejvyssi

koncentrace byla nalezena v parenchymatickych burkach jater, v epitelialnich buikach
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zaludku a tenkého stfeva a dale naptiklad v epidermis. Mensi mnozstvi enzymu pak
bylo prokdzano napiiklad v dutiné ustni, jicnu, ledvinadch nebo kosternim svalstvu
(Wirth and Wermuth, 1992). Podle Withovy & Wermuthovy studie je tedy nejvice
CBR1 piitomno v organech, které piichazeji ¢asto do styku sexogennimi latkami
a podileji se na metabolizaci téchto latek. Tento zavér je v souladu s teorii, ze CBR1
patii mezi detoxikacni enzymy, chranici organismus pied reaktivnimi karbonylovymi
slouceninami. Na druhou stranu byla CBR1 nalezena i v tkénich, ve kterych primarné
neprobiha kontakt s xenobiotiky, coZ naznacuje ucCast tohoto enzymu také
v endogennim metabolismu (Wermuth et al., 1986; Wirth and Wermuth, 1992).
Zajimavosti CBRI1 je, Ze existuje in vivo ve tfech ruznych formach, které se 1isi
svymi isoelektrickymi body, avSak pfi zachovani skladby aminokyselin. Vykazuji pouze
drobné¢ strukturdlni modifikace, které vyznamnéji neovliviiuji funkce enzymu
(Wermuth, 1981). Existence téchto tii forem CBR1 byla n¢kolikrat dolozena. Napiiklad
Attala et al. (2000) je purifikoval z lidského jaterniho cytosolu metodou gelové filtrace,
iontové vymény a hydroxyapatitové a afinitni chromatografie. Pozd¢ji bylo objeveno,
ze odlisné formy CBRI1 jsou vysledkem kovalentni modifikace lysinovych zbytka
(Krook et al., 1993; Wermuth et al., 1993). Tato modifikace vznika na zakladé
autokatalytického procesu, pii kterém je vytvofena Schiffova baze sloucenim
g-aminoskupiny lysinu a 2-oxokarboxylové kyseliny, napiiklad pyruvatu nebo
2-oxoglutaratu. Redukci dvojné vazby pak vzniké kovalentni adukt. Takovato schopnost
autokatalytické modifikace nebyla zatim pozorovana u zadné jiné oxidoreduktasy

a zustava tak unikatni vlastnosti CBR1 (Sciotti et al., 2000).

2.2.1. Substraty CBR1

Nejlepsimi substraty CBR1 jsou chinony (napf. menadion, fenanthrenchinon
a tokoferolchinon), nasledovné pak ketoaldehydy (napt. fenylglyoxal), aromatické
aldehydy (napi. 4-nitrobenzaldehyd) a biogenni aldehydy (napt. indol-3-acetaldehyd)
(Wermuth, 1981). Menadion neboli vitamin K3 je Casto pouzivan jako modelovy
chinonovy substrat CBR1 (Hoffmann and Maser, 2007). Z hlediska farmakologie je
podstatné, ze dobrymi substraty CBR1 jsou také néktera 1éciva, napiiklad cytostatika
daunorubicin, doxorubicin a oracin nebo antipsychotikum haloperidol, diagnosticka

latka metyrapon, nesteroidni antiflogistikum loxoprofen a serotoninovy antagonista
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dolasetron (Forrest and Gonzalez, 2000; Gavelova et al., 2008; Kassner et al., 2008;
Malatkova et al., 2010; Ohara et al., 1995)

Prostaglandiny

Prostaglandiny (PG) byly jedny z prvnich endogennich slou¢enin, u nichz se
predpokladalo, ze CBRI1 je zapojena do jejich metabolizace. Bylo to v dobé¢, kdy jesté
nebyl enzymu pfifazen nazev karbonylreduktasa a napiiklad Lee a Levine (1974)
pouzivali oznaCeni prostaglandin-9-ketoreduktasa pravé podle jeho schopnosti
redukovat 9-ketoskupinu PGE; za vzniku PGF,,. T0, Ze se jedna o dva rtizné nazvy pro
identicky enzym, potvrdil az Schiber et al. v roce 1992 (Schieber et al., 1992).

Jista redukéni aktivita CBR1 byla prokazana i vaci PGE; a aduktu glutathionu
(GSH) na PGA;, zatimco samotny PGA; metabolizovan nebyl (Wermuth, 1981). Fakt,
ze ptitomnost GSH ve struktufe ¢ini z PG dobry substrat CBR1, mize byt vysvétlen
existenci vazného mista pro GSH v molekule CBRI, které se nachazi blizko
katalytického centra enzymu (Bateman et al., 2008).

Alternativnim nazvem pro CBR1 je také 15-hydroxyprostaglandin-dehydrogenasa,
coz koresponduje se schopnosti enzymu katalyzovat NADP-dependentni oxidaci
hydroxy skupiny na pozici 15 PG. To ve své podstat¢ vede k jejich inaktivaci
(Hoffmann and Maser, 2007).

Z téchto zavéru se usuzovalo, Ze CBR1 by mohla hrat dalezitou roli v metabolismu
PG. Diky mnoha rozmanitym funkcim, které PG zastavaji v rdmci fyziologickych d&ji,
by se tak CBR1 zasadné podilela na regulaci endogenniho metabolismu. Pozdé&jsi
vyzkumy vSak ukazaly, ze prostaglandiny a také steroidy jsou pouze slabymi substraty
pro CBRI1. Stanovené kinetické hodnoty, naptiklad nefyziologicky vysoka K,
naznacuji, Zze pfi nizkych koncentracich PG a steroidnich substrati v tkdnich se mize

CBR1 in vivo podilet na jejich metabolismu jen nevyznamné (Schieber et al., 1992).
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PGE, PGE,

Obrazek 4 - chemickd struktura prostagladninii, substdtiit CBR1

Isatin

Jsou v8ak znamé i jiné endogenni latky, které jsou na rozdil od prostaglandini
velmi dobrymi substraty CBR1. Jako pfiklad mizeme uvést isatin, ktery byl dokonce
oznacen za nejlepsi endogenni substrat tohoto enzymu. Hodnoty K, a Keax popisujici
vztah isatinu a CBR1 jsou srovnatelné s hodnotami, které plati pro vynikajici
xenobioticky substrat 9,10-fenanthrenchinon (Usami et al., 2001).

Isatin je télu vlastni oxidovany indol s nepravidelnou distribuci v mozku,
perifernich tkanich i télnich tekutinach savci. Ma rozmanité fyziologické funkce, které
ovlivituji metabolismus i chovani jedince. Jeho produkce se vyrazné zvySuje pfi stavech
spojenych se stresem organismu (Medvedev et al., 2007). V nizSich davkach pisobi
isatin in vivo anxiogenné, zatimco vyss$i davky vyvolavaji sedaci. Isatin inhibuje in vitro
monoamidooxidasu B. Byl také potvrzen jako antagonista atridlniho natriuretického
peptidu (ANP), coz Castecné vysvétluje jeho anxiogenni efekt (Medvedev et al., 2005).
Bylo totiz zjiSténo, Ze natriuretické peptidy a jejich receptory tvofi vyznamny
neuromodulacni systém uvnitt CNS, ktery reguluje nejen homeostazu tekutin, ale také
ovliviiuje emocni chovani. ANP inhibuje hypotalo-hypofyzalni-adrenalni systém
a v dusledku jeho ¢innosti klesa pocit uzkosti (Wiedemann et al., 2000).

CBR1 je hlavni reduktasou, ktera se podili na katabolismu isatinu. Usami et al.
prokazali, ze jeji redukéni schopnost je vyssi v porovnani s dal$imi lidskymi enzymy,
jako je NADPH-cytochrom-P450-reduktasa nebo reduktasy nadrodiny AKR. Redukci
vznika z isatinu metabolit 3-hydroxy-2-oxoindol, jehoz biologicka aktivita je vyrazné
niz§i. Zda se tedy, ze CBR1 by mohla hrat dilezitou regulac¢ni roli v metabolismu

isatinu a ovliviiovat tak nékteré fyziologické funkce organismu (Usami et al., 2001).
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Obrazek 5 - Chemicka struktura isatinu, endogenniho substrdtu CBR1

Chinony

Jak jiz bylo vy$e zminéno, chinony patii mezi nejlepsi substraty CBR1 (Wermuth
et al., 1986). Znamé jsou xenobiotické chinony, jez mohou tvofit toxické meziprodukty
a tim pfedstavovat riziko pro lidsky organismus (Bolton et al., 2000). Existuji v§ak také
endogenni molekuly, které maji charakter chinont a pfedstavuji tak vhodné substraty
pro CBR1. Jsou to slouceniny, jez hraji dilezité role v riznych biologickych procesech,
pfedevSim pak funguji jako oxido-redukéni kofaktory. Jako ptiklad mizeme uvést
ubichinony (koenzymy Q), jez jsou soucasti dychaciho fetézce, tokoferolchinon
(vitamin E), ktery zfejmé& chrani lipidy biologickych membran pied lipidovou
peroxidaci, nebo jiz zminovany menadion (vitamin K3) (Hoffmann and Maser, 2007).

BéZny pojem vitamin K oznacuje skupinu nékolika strukturné podobnych
2-methyl-1,4-naftochinonti. Patfi sem fylochinon (vitamin Kj), menachinon (vitamin
K2) a menadion (vitamin K3) (Lamson and Plaza, 2003). Menadion, jak jiz bylo feceno,
je snadno redukovan CBR1 na menadiol, na druhou stranu fylochinon, jenz je hlavnim
zdrojem vitaminu K v potravé, neni zfejmé substratem CBR1 (Wermuth et al., 1986).
Menadion neni povaZovan za pfirodni vitamin K, ale za jeho synteticky analog, ktery
funguje jako provitamin (Lamson and Plaza, 2003). Manadion byl Thijssenem et al.
(2006) oznacen také za meziprodukt pfi transformaci fylochinonu v organismu na jeho
metabolit menachinon-4. Menadiol, ktery vznik4d dvouelektronovou redukci, je sndze
konjugovatelny a na rozdil od semichinonovych radikall, jez vznikaji pti pfenosu pouze
jednoho elektronu, vétsSinou nezptisobuje oxidativni stres (Parry et al., 2009). CBR1 by
tedy mohla mit jisty vliv na metabolismus vitaminu K, protoze je schopna redukovat jak

synteticky menadion, tak ten, ktery vznika jako meziprodukt v organismu.
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Obrazek 6 - Chemické struktury endogennich chinoni — A) ubichinon,
B) a-tokoferolchinon, C) menadion

CBR1 vroli detoxikaéniho enzymu se podili na prvni fazi biotransformace
xenobiotickych chinonti. Ma schopnost redukovat pfedev§im benzo- a naftochinony
s kratkymi substituenty a ortho-chinony odvozené od polycyklickych aromatickych
hydrokarbonti (Jarabak et al., 1998). V organismu vykazuji chinony nebezpecné
cytotoxické a karcinogenni efekty, které mohou byt zpisobeny riznymi mechanismy.
Chinony maji naptiklad schopnost alkylovat celularni proteiny a DNA. Nékteré z nich
také mohou tvofit slouceniny s redoxni aktivitou, jez zpiisobuji oxidativni stres (Bolton
et al., 2000). CBRI1 iniciuje dvouelektronovou redukci chinonti, jez by mohla chranit
buiiky pted poskozenim. Bylo vSak zji$téno, Ze hydrochinon, ktery je produktem této
redukce, podléha autooxidaci a podnécuje tak redoxni cyklovani (viz. Obrazek 2,
kapitola 2.1). Proto je protektivni role CBRI1 c¢astecné zavisla na cCinnosti
superoxid-dismutasy, jez se podili na metabolizaci téchto reaktivnich molekul

(Oppermann, 2007).
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2.3. Anthokyany a anthokyanidiny

Anthokyany jsou ve vod¢ rozpustné pigmenty hojné se vyskytujici ve
vakuolach rostlinnych bunék. Svou strukturou se fadi mezi flavonoidy, rozmanitou tiidu
sekundarnich metabolitl, kterou tvoii aromatické latky odvozené od fenolu
a malonyl-koenzymu A (Xu and Howard, 2012). Anthokyany jsou povazovany za
rozSifeni v rostlinné fisi. Jejich vyznam zvySuje také skuteCnost, ze se Casto stavaji
soucasti stravy ¢lovéka, a mohou mit proto pfimy vliv na lidsky organismus (Markakis,
1982). Obsahuji ve svych molekulach konjugované vazby, které umoznuji absorpci
svétla s vinovou délkou kolem 500 nm. Tento jev zpiisobuje jejich zbarveni v riiznych
odstinech od svétle Cervené, ptes fialovou az k modré. Anthokyany tak davaji typickou

barvu mnoha druhiim ovoce a zeleniny nebo tieba ¢ervenému vinu ¢i podzimnimu listi

stromd (He et al., 2012; Wang and Stoner, 2008).

2.3.1. Chemicka struktura
Anthokyany jsou z chemického hlediska glykosidy, jejichz aglykon se nazyva
anthokyanidin a je tvofen tfemi vzajemné propojenymi aromatickymi kruhy (viz.

Obrazek 7).

Obrazek 7 - Zakladni struktura anthokyanidinu

Rizné aglykony se mezi sebou lisi substituci téchto kruhti, a to pfedev§im poctem
apolohou fenolickych skupin. Do dneSniho dne bylo identifikovano 635 rtiznych
anthokyanti. VétSina z nich vSak vychazi ze struktury Sesti zakladnich aglykont, které

se lisi pouze obménami cukernych zbytku a jejich acylaci (He and Giusti, 2010). Mezi
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nejbeéznéjsi anthokyanidiny, které byly téz vybrany k pouziti v rdmci experimentalni

Casti této prace, patii pelargonidin, delfinidin, malvinidin a cyanidin (viz. Obrazek 8).

Obrdzek 8 - Struktury vybranych anthokyanidinii
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Sacharidovou slozku antokyani tvofi nejcastéji monosacharid navazany
O-glykosidickou vazbou v poloze 3. Mezi nejbéZznéjsi cukerné zbytky patii glukosa,
galaktosa, rhamnosa, xylosa a arabinosa (Wang and Stoner, 2008). Glykosidicka ¢ast
anthokynli byva Casto jeSt¢ acylovana aromatickymi nebo alifatickymi organickymi
kyselinami. V kyselém roztoku se anthokyany nachazeji ve formé¢ kladné nabité
molekuly, ¢imz se odliSuji od ostatnich flavonoidu. Jejich stabilita a barevnost se méni
v zavislosti na pH, teploté a ptitomnosti komplexnich prvka (Markakis, 1982; Wrolstad
et al., 2005).

2.3.2. Pozitivni ptisobeni anthokyanu na lidské zdravi

Anthokyany jako barviva jsou obsaZzeny v mnoha druzich ovoce a zeleniny, jez se
stavaji béznou soucasti lidské stravy. Jako piiklady muzeme uvést naptiklad jablka,
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hrozny, Cerny rybiz, ¢ervené zeli ¢i cibuli. Jako slozky potravy ziskavaji anthokyany
potencial ovliviiovat lidské télo a zdravi (Augusti et al., 2009; Kowalczyk et al., 2003;
Wang and Stoner, 2008). Vyznam této role je podpofen faktem, Ze podle studie z roku
2008 je denni piijem anthokyanti ve Spojenych statech americkych piiblizn¢ 200 mg na
¢lovéka, coz predstavuje zhruba 9krat vysSi mnozstvi nez u ostatnich flavonoida
vyskytujicich se v potravé (Wang and Stoner, 2008).

Flavonoidy, a mezi nimi i anthokyany, jsou jiz desitky let podrobné zkoumany pro
své ptriznivé GCinky na lidsky organismus. Dilezité jsou zejména jejich antioxidacni
ucinky, které by mohly ptedurcovat roli flavonoidii v prevenci riznych nemoci
spojenych s oxidativnim stresem (Bowen-Forbes et al., 2010; Vamanu and Nita, 2013).
Antioxidacni plsobeni anthokyant je vysledkem ptfedev§im chemické struktury, ktera
jim umoznuje reagovat s riznymi aktivnimi latkami v lidském téle. Jako urcujici prvek
byla zjisténa ptitomnost hydroxylové skupiny v poloze 3" na kruhu C, kterd mimo jiné
umoznuje vytvafeni chelatu s prvky kovi, jako je naptiklad Zelezo nebo méd. Pro
antioxidacni aktivitu je dalezita i substituce v polohach 3 a 4 na kruhu B nebo vazba
aromatickych hydroxykyselin na cukerné zbytky (Seeram and Nair, 2002). Dulezitost
anthokyanti jako antioxidant dokazuje také studie, kterda u této skupiny flavonoidl
potvrdila vyS$i antioxida¢ni aktivitu neZ u obecné znamych antioxidanti, jako je
tokoferol, kyselina askorbova nebo karoten (Kowalczyk et al., 2003).

Bylo zjisténo, Ze konzumace anthokyani pfispiva k prevenci kardiovaskularnich
chorob. Jejich antioxida¢ni aktivita a schopnost vychytavat volné radikaly vede ke
snizeni mnozstvi LDL (low-density lipoprotein) cCastic a niz§i agregaci krevnich
desticek (Reed, 2002). Polyfenoly obecné mohou také ovliviiovat uvoliovani oxidu
Andriantsitohaina, 2005). Anthokyany maji schopnost snizovat ukladani cholesterolu
V cévach, a tedy redukovat riziko vzniku ateroskler6zy, coz ve svém disledku vede
k jejich protektivnimu puisobeni v ramei kardiovaskularniho systému (Kowalczyk et al.,
2003; Reed, 2002).

Velkd pozornost je také zaméfena na zkoumani potencidlniho protirakovinného
pusobeni flavonoidnich latek. Béhem in vitro studii byly prokazany protinadorové
vlastnosti anthokyant, jako naptiklad schopnost snizovat proliferaci bunék (Meyers et
al., 2003; Zhang et al., 2005) a angiogenezi (Bagchi et al., 2004) nebo indukovat
apoptozu (Shih et al., 2005) a diferenciaci bun¢k (Fimognari et al., 2004). Ptestoze

mnoho experimentalnich studii jasné¢ demonstrovalo antineoplastické plisobeni
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anthokyanti, epidemiologické studie zatim nepotvrdily, Ze by konzumace téchto latek
snizovala u ¢loveka riziko rakoviny. Je tedy zatim nejisté, jestli anthokyany v in vivo

koncentracich pisobi v lidském organismu protinadorové (Wang and Stoner, 2008).

2.3.3. Anthokyany a biotransformacni enzymy

Cetné diikazy o pozitivnim ptisobeni anthokyant na lidské zdravi vedly k tomu, Ze
se tyto slouCeniny zacaly hojné uzivat pii vyrob¢ rtiznych potravnich doplika. Jako
dopliiky stravy se vétSinou pouzivaji koncentrované extrakty s vysokym obsahem
ucinnych latek, a proto pfi jejich pravidelném uzivani mize denni davka anthokyant
znaéné prevysit piijem z bézné potravy (Rodeiro et al., 2008). Piestoze jsou anthokyany
z toxikologického hlediska obecné povazované za velmi bezpecné latky (Bagchi et al.,
2004; Nabae et al., 2008), jsou ¢im dal Casté&ji zkoumany i mozné nepiiznivé efekty,
které by vétsi davky anthokyan mohly vykazovat v organismu.

Pozornost je vénovana piedevSim vlivu anthokyand a dalSich flavonoidi na
enzymy metabolizujici xenobiotika a dal$im interakcim, jez by mohly ve své podstaté
ovlivitlovat farmakokinetiku ¢i farmakodynamiku 1é¢iv (Rodriguez-Fragoso et al.,
ovliviiovat enzymy prvni a druhé faze biotransformace a také nékteré proteinové
transportéry 1é¢iv (Dreiseitel et al., 2008; Kimura et al., 2010; Kitagawa, 2006; Rodeiro
et al., 2008; Rodriguez-Fragoso et al., 2011; Sand et al., 2010).

Enzymy I. faze

Bylo zjisténo, Ze anthokyany a dal$i polyfenolické latky mohou pifimo inhibovat
enzymy prvni faze biotransformace nebo ovlivnit jejich expresi zasahem do regulaéni
kaskady. Vyzkumy se zaméfuji predev§Sim na ovlivnéni isoforem cytochromu P450
(CYP), které maji nejveétsi podil na metabolizaci xenobiotik (Rodriguez-Fragoso et al.,
2011).

Studiu inhibi¢niho potencidlu anthokyanti, anthokyanidint a jejich metaboliti se
vénovala napiiklad Dreiseitel et al. (2008). Zjeji prace vyplyva, Ze anthokyany
I anthokyanidiny jsou pouze slabymi inhibitory CYP3A4 v porovnani s jinymi
polyfenolickymi latkami (napi. furanokumariny, resveratrolem nebo epikatechin
gallatem) (Dreiseitel et al., 2008). Také dalsi isoforma CYP2C19, jez se podili na

metabolizaci 1éCiv, je ovlivnéna anthokyany jen v malé mife, pficemz farmakologicky
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vyznamnéj$i interakce jsou nepravdépodobné (Sand et al., 2010). Podobné zavéry
tykajici se ovlivnéni lidské CYP2C9 anthokyany pfinesla i in vitro studie Kimury et al.
(2010).

Pro zkoumani mozného ovlivnéni enzymu prvni faze metabolismu in vivo byly
zatim spiSe nez jednotlivé polyfenoly pouzivany smési vice fytochemickych latek ve
formé ovocnych dzust. Bylo zjisténo, Zze signifikantni inhibi¢ni efekt na
biotransformacni enzymy ma, krom¢ bézn¢ zminovaného grapefruitového dzusu, také
piti dzusu brusinkového ¢i dzusu z ¢erné maliny nebo granatového jablka (Hidaka et al.,
2005; Kim et al., 2006; Ngo et al., 2009). Piedpoklada se, ze na tomto ucinku se jistou
mérou podileji i anthokyany, které jsou obsazeny v téchto napojich v relativn¢ vysokych

koncentracich.

Enzymy I1. faze

Ve druhé fazi biotransformace dochéazi ke konjugaci xenobiotik s endogennimi
molekulami, coz vede ke vzniku hydrofilngjSich, snaze eliminovatelnych produkti.
Flavonoidy obecné¢ jsou znamé jako induktory exprese enzymi druhé faze.
Nejpodrobnéjsi  informace  zatim  pfinesly  studie o  indukci  exprese
UDP-glukuronosyltransferasy (UGT) a glutathion—S—transferasy (GST). Za vyssi
transkripci genlt GST je zodpovédny piedev§im tzv. antioxidacni a elektrofilni
responsni element (ARE/EpRE), k jehoZ aktivaci dochézi v jadie po expozici nékterymi
flavonoidy (Kong et al., 2001; Owuor and Kong, 2002; Xu et al., 2005). Tento zptsob
indukce GST byl piedpokladan i ve studii zkoumajici extrakt z brambor rodu Ipomoea
batatas, ktery  obsahoval cyanidin-3-O-glucosid, malvidin-3-O-glucosid,
pelargonidin-3-O-glucosid a dalsi anthokyany. Po ¢tyitydenni aplikaci tohoto extraktu
vzrostla signifikantné aktivita GST v potkanich jaternich bunikach (Hwang et al., 2011).

Na druhou stranu je potvrzeno, ze nékteré flavonoidy plisobi jako kompetitivni
nebo nekompetitivni inhibitory enzymu druhé faze (Bousova et al., 2012; Hayeshi et al.,
2007; Moon et al., 2006). Na testovani konkrétnich anthokyand a athokyanidini se
prozatim moc studii nezamétilo. Schopnost smési anthokyant snizit aktivitu GST byla
zjisténa napiiklad Srivastavou et al. (2007). V nasi laboratofi bylo testovano ptsobeni
jednotlivych anthokyanidini na GST a UGT. GST byla inhibovana jen velmi malo,
zatimco na UGT pusobily anthokyanidiny jako stfedné silné kompetitivni inhibitory

(Szotakova et al., 2013).
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2.4. Flavonoidy jako inhibitory CBR1

Z hlediska této prace je podstatné, ze u nékterych flavonoidi byla potvrzena
schopnost inhibovat CBR1. Napiiklad Carlquist et al. (2008) zkoumali miru inhibice
CBR1 pro 11 riiznych flavonoidnich struktur, mezi nimi napf. rutin, quercitrin nebo
quercetin. U rutinu, nejsilngj$iho inhibitoru s ICso 2,1 uM, byl studovan typ inhibice
CBR1 a byl uren typ smiSeny. Jind studie ukazala, Ze semi-synteticky
7-monohydroxyethylrutosid a 7,3",4'-trihydroxyethylrutosid jsou dal§imi flavonoidy, jez
inhibuji CBR1 (Gonzalez-Covarrubias et al., 2008).

Oba tyto vyzkumy se zabyvaly piedev§im hodnocenim flavonoidi jako
potencidlnich kardioprotektivnich latek. CBR1 je totiz jako hlavni biotransformacni
enzym doxorubicinu (DOX) a daunorubicinu (DAU) zodpovédna za vznik
kardiotoxickych metaboliti téchto anthracyklinovych chemoterapeutik. Doxorubicinol,
ktery vznikd redukci DOX, mé schopnost akumulovat se v srdecni tkani a pfispivat tak
k chronické kardiotoxicité terapie DOX. U pacientd, 1éCenych témito latkami, se pak
muze vyvinout kardiomyopatie, coz zna¢né limituje praktické vyuziti 1é¢iva (Hrdina et

al., 2000; Olson et al., 1988).

Doxorubicin Doxorubicinol

IH
< HCH,OH

OH

Obrazek 9 - Chemicka struktura doxorubicinu a jeho kardiotoxického metabolitu
doxorubicinolu, ktery vznikda redukci karbonylové skupiny pomoci CBR (Wang et al., 2001)

Jednim z mozZnych zplisobll, jak omezit tyto nezddouci uCinky, se ukazala byt
inhibice CBR1, ktera omezila vznik toxickych metabolitii, alkoholi doxorubicinolu
nebo daunorubicinolu (Hiisken et al., 1995). Flavonoidy byly shledany moznymi
kandidaty na kardioprotektiva pii 1écbé DOX a DAU (Gonzalez-Covarrubias et al.,
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2008). Mezi nimi predevsim 7-monohydroxyethylrutosid, u néhoz byl in vitro i in vivo
prokazan vyznamny protektivni efekt a u kterého také ispésné probéhla prvni faze
klinického testovani (Bast et al., 2007). Neni vSak jest¢ zcela objasnéno, jakym
zpusobem souvisi schopnost flavonoidu inhibovat CBRI1 s jeho potencidlem pro
ochranu pted kardiotoxicitou. Podle Kaiserové et al. neni totiz u¢innost inhibice CBR1
zasadnim parametrem pro kardioprotektivni plisobeni flavonoidu. Stejné tak nebyla
nalezena korelace mezi mirou kardioprotekce a antioxidacnimi schopnostmi (Kaiserova
etal., 2007).

Potencial anthokyanii a anthokyanidinii jako inhibitori CBR1 nebyl dosud
flavonoidd a byvaji také castou soucdsti lidské stravy. Proto bylo jednim z cili této

préace posoudit inhibi¢ni efekt vybranych anthokyanidinti na aktivitu CBR1.
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3. CiL PRACE

Cilem ptedlozené prace bylo:

1)

2)

3)

4)

Sledovat aktivitu a expresi CBR v jaternim cytosolu starych a mladych
potkanti, zhodnotit zavislost aktivity tohoto enzymu na véku potkana
Sledovat aktivitu CBR Vjaternim cytosolu mladych a starych lidi
a zhodnotit zavislost aktivity enzymu na véku ¢loveéka.

Testovat inhibi¢ni ucinky vybranych anthokyanidinii na aktivitu CBR
Vv lidském a potkannim jaternim cytosolu.

v

Pro nejsilngjsi inhibitor CBR ur¢it ICsq a typ inhibice
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a chemikalie

Anthokyanidiny — pelargonidin, delfinidin, malvinidin a cyanidin — Extrasynthese
(Lyon, Francie)

BSA (bovine serum albumin) — Fluka (Praha, Ceska republika)

Menadion, DMSO (dimethylsulfoxid), set pro stanoveni bilkovin s BCA (bicinchonic

acid), chemikalie pro elektroforézu — Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

NADPH — Merck (Praha, Ceska republika)

Molekulovy standard Precision Plus Protein™ All Blue Standards, netu¢né suSené

mléko pro western bloting — Bio-Rad (Hercules, Kalifornie, USA)

Primarni protilatka (Goat polyclonal anti-CBR1), sekundéarni protilatka (Rabbit

polyclonal anti-goat 1gG) konjugovana s alkalickou fosfatasou, protilatka proti 3-aktinu

(Mouse monoclonal anti-B-actin) — Abcam (Cambridge, Velka Britanie)

Chemiluminiscenéni substrat DuoLux — Vector Laboratories Inc. (USA)

Vyvojka, ustalova¢ — Foma (Ceska republika)

Nitrocelul6zova membrana 0,45 um — Bio-Rad (Hercules, Kalifornie, USA)

Fotograficky film CL-XPosure — Thermo Fisher Scientific

Bé&Zné chemikalie Cistoty p.a.

4.2. Pomiicky a pristroje

Pomiicky:

Aparatura na elektroforézu Mini Protean 111 system — Bio-Rad (Hercules, USA)

Kadinky, automatické pipety, sterilni pipetovaci Spi¢ky, mikrotitraéni desticka,
multikanalova pipeta, Petriho misky, mikrozkumavky, centrifugacni kyvety, odmérné
banky, nadoba na led, nerezové misky, blotovaci kazeta, blotovaci vana, houbicka na
blotovani, silny filtraéni papir, konické plastové zkumavky, uzaviratelna kazeta,

pinzeta, pinzeta na film, stopky, rukavice, nlizky, vazenka, navazovaci kopistka
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Pristroje:

Spektrofluorimetr LS 50B — Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, USA)
Ctecka absorbance Microplate Reader, model 550 — Bio-Rad
Elektroforeticka transferni cela Mini Trans-Blot — Bio-Rad

Analytické vahy — Sartorius

Homogenizator Potter-Elvehjem

Termomixer — Eppendorf

Centrifuga, rotor #3335 — Heraeus

Ultracentrifuga — Beckman coulter

Hlubokomrazici box — Jouan - Thermo Scientific

4.3. Biologicky material

K experimentim byli vyuziti potkani (samci) kmene Wistar. Zvitfata byla chovana
ve fakultnim vivariu za standardnich podminek. Pro ucely této prace byla vybrana
skupina Sesti mladych Sestitydennich potkanti a skupina Sesti starych potkant ve véku
21 mésict. Potkani byli usmrceni dekapitaci v celkové anestesii. Po vykrveni byla
vyjmuta jatra, zamrazena na -80 °C a v hlubokomrazicim boxu uchovana pro dalsi
zpracovani.

Vzorky lidskych jater byly ziskdny z Transplanta¢niho centra Fakultni nemocnice

v Hradci Kralové od darct, jejichz jatra nebyla vhodna k transplantaci.

4.4. Priprava subcelularnich frakei

Pro testovani exprese a aktivity CBR byly pouzity vzorky cytosolu z jaterni tkan¢
lidi a potkanti. Pro zisk cytosolu bylo nutné nejprve mechanicky rozrusit jaterni bunky
pomoci homogenizace a poté postupné centrifugovat. Diky tomuto procesu doslo
k oddé€leni organel a dalSich nerozpustnych slozek cytoplazmy.

Jatra byla mirn¢ rozmrazena, rozvazena asi po 5 g do malych chlazenych misticek

a ntizkami nastfithana na mensi kousky. Jaterni tkan byla postupné vkladdna do 30ml
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homogenizatoru, kam bylo vzdy pfilito 15 ml 0,1M Na-fosfatového pufru pH 7,4
a nasledné byla provedena homogenizace. Homogenat byl ptelit do centrifugacni kyvety
a pist 1 homogenizator byly vyplachnuty jesté 15 ml pufru, ktery byl poté nalit do
kyvety.

Pak byly kyvety s homogenizatem vlozeny do centrifugy (Heraeus, rotor #3335)
a probéhla prvni centrifugace (5000 g, 20 min, 4 °C). Pti ni doslo k oddéleni potrhanych
bunécnych membran, vaziva, cév a jader, které¢ zlstaly v sedimentu.

Poté byl supernatant z 1. centrifugace ptelit do ¢istych kyvet a vzorky byly pomoci
stejného piistroje znovu zcentrifugovany (20000 g, 60 min, 4 °C). Probéhlo usazeni
sedimentu s obsahem mitochondrii.

Pro zisk cytosolu byl supernatant ziskany druhou centrifugaci slit do kyvet pro
ultracentrifugu Beckman. Kyvety byly vloZeny do vychlazeného rotoru a byla spusSténa
centrifuga (105000 g, 65 min, 4 °C). Tato tieti centrifugace vedla k zisku cytosolu
V podob¢ supernatantu, ktery byl odebran a za stdlého michéni pomoci pipety rozdélen
po Iml do mikrozkumavek, které byly zamrazeny na -80°C a uchovany

v hlubokomrazicim boxu pro dal$i pouziti.

4.5. Stanoveni bilkovin v cytosolické frakci

Pro vypocet specifické enzymové aktivity CBR jednotlivych vzorkd bylo nutné
stanovit pfesny obsah bilkovin v pouzitém cytosolu. Za timto ucelem byla pouZita
metoda, kterd vyuziva skuteCnosti, ze proteiny reaguji v alkalickém prostieni
s m&d’natymi kationty. Méd’ poté pfechdzi na jednomocné ionty a vytvari v prostiedi
blizkém pH 10 stabilni modrofialovy komplex s BCA (kyselina bicinchoninova).
Jelikoz intenzita zbarveni je pfimo imérnd mnozstvi bilkoviny ve vzorku, d4 se toto
mnozstvi jednoduse stanovit pomoci zméfeni absorbance a porovnanim s kalibracni
kiivkou.

K vytvotfeni kalibracni kiivky byl pouZit vychozi roztok hovéziho sérového
albuminu (BSA), ktery byl nafedén na pozadované koncentrace podle nasledujici
tabulky (Tabulka 1).

32



Tabulka 1 - Piehled koncentraci roztokii BSA pro sestaveni kalibracéni kifivky

Koncentrace roztok 1% BSA destilovana voda
1 0pg/ml 0 ug 500 pg
2 200 pg/ml 10 pg 490 ug
3 400 pg/ml 20 ng 480 ng
4 600 pg/ml 30 ug 470 pg
5 800 pg/ml 40 ug 460 pg
6 1000 pg/ml 50 ng 450 pg

Poté byly ptipraveny k nanaseni jednotlivé vzorky. Cytosol z jaterniho homogenatu
potkanu a lidi byl vzdy nafedén 20krat za pouziti destilované vody. Byla provedena dvé
nezavisla fedéni a z kazdého fedéni byly pfipraveny 4 vzorky k méteni.

Na mikrotitraéni desti¢ku bylo naneseno 10 pl roztoki bilkoviny z kalibraéni fady
a také 10 ul z kazdého ziedéného vzorku cytosolu. Pro ziskani slepého vzorku byla do
jamky misto bilkoviny napipetovéana destilovana voda. Poté bylo do vsech téchto jamek
pomoci multikanalové pipety vpraveno 200 pul pracovniho roztoku C. Smés v jamkéach
byla dobfe promichédna a poté se nechala inkubovat pii 37 °C 30 minut.

Pomoci ¢tecky (Biorad, Microplate Reader, model 550) byla zméfena absorbance
vzorkll v jamkéach pfi 562 nm proti destilované vodé. Od jednotlivych vzorkti byl
odecten pramér slepych vzorkll. Za pomoci kalibracni kiivky, kterd znazornuje zavislost
absorbance na koncentraci bilkoviny, bylo stanoveno mnoZstvi bilkoviny v kazdém

vzorku.

4.6. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu a imunodetekce proteini

Jednim z ukold této prace bylo sledovat expresi CBR ve vzorcich cytosolu. Za
timto Ucelem byla provedena elektroforéza v polyakrylamidovém  gelu
s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) jakoZto metoda vhodna k separaci bilkovin na
zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. SDS zde totiz plsobi jako pomérné silny
anionaktivni detergent, ktery po navazani na bilkoviny vyrovnava rozdily v jejich
nabojich, a pfi samotné elektroforéze pak pohyb bilkovin zévisi pouze na jejich
molekulové hmotnosti. Poté, co byly timto zplisobem separovany jednotlivé bilkoviny,
byly dale pomoci blotovani pfeneseny z gelu na nitrocelulé6zovou membranu. Aby mohl

byt detekovan zkoumany enzym, provedla se inkubace membrany nejprve s primarni
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specifickou protilatkou proti CBR. Sekundarni protilatka, kterd byla dale navazana na
primarni, byla konjugovana s alkalickou fosfatasou, enzymem, jenz dokdze
chemiluminiscen¢ni substrat pfeménit na nestabilni produkt stabilizujici se vyzarenim
urcitého kvanta svétla. Tento svételny jev byl zaznamenan piiloZenim vhodného filmu

(CL-XPosure film, Thermo Fisher Scientific).

4.6.1. Priprava roztoki

Nejprve byly piipraveny vSechny zasobni a pracovni roztoky nasledujicim

zptisobem.

Zasobni roztoky:
e 4M HCI - Do 150 ml redestilované vody bylo pfilito 88 ml koncentrované HCI1

a doplnéno vodou do 250 ml.

e Zasobni roztok AA + bis AA — Bylo navazeno 30 g akrylamidu (AA) a 0,8 g
bis-akrylamidu (bisAA). Ob¢ latky byly rozpustény v malém mnozstvi

redestilované vody a mnozstvi bylo doplnéno na 100 ml.

e 15M Tris-HCI pufr, pH88 - Bylo navazeno 18,59 Trisu
(tris(hydroxymethyl)aminometan) a poté se ptidalo 75 ml redestilované vody
a pomoci michani bylo vSe rozpusténo. Na pH-metru se za pouziti 4M HCI

upravilo pH a nasledné byl roztok doplnén v odmérné bance na 100 ml.

e 10% SDS - Bylo navazeno 10 g dodecylsulfatu sodného (SDS). Toto mnozstvi

bylo rozpusténo v 80 ml redestilované vody a doplnéno do 100 ml.

e 0,5% bromfenolova modf (BPB) — Bylo navazeno 50 mg BPB a ptidano 10 ml

redestilované vody.

e Koncentrovany elektrodovy pufr — Bylo navazeno 72 g glycinu, 159 Trisu

a5 g SDS a poté se vSe rozpustilo v 900 ml redestilované vody. Bylo upraveno
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pH na 8,3 postupnym piidavanim 4M HCI. Poté byl roztok doplnén do 1000 ml

a zamrazen.

Zasobni vzorkovy pufr — 1,3 ml redestilované vody bylo smichano s 1,0 ml
0,5M Trisu-HCI pufru pH 6,8 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10%SDS a 0,6 ml
0,5% BFB

Isobutanol nasyceny vodou — Cisty isobutanol byl smichan s redestilovanou

vodou. V horni oddélené vrstvé kapaliny zlstal isobutanol nasyceny vodou.

Blotovaci pufr — Bylo navazeno 6,069 Trisu (25 mM), 28,89 glycinu
(192 mM) a vSe bylo rozpusténo piiblizné¢ v 500 ml redestilované vody. Poté

bylo pfidano 400 ml methanolu a roztok byl doplnén do 2000 ml.

0,1M Tris pufr, pH 8,0 — Bylo navazeno 12,11 g Trisu a toto mnozstvi bylo
rozpusténo v 800 ml redestilované vody. Pomoci 4M HCI bylo upraveno pH na

8,0 a redestilovanou vodou doplnéno do 1000 ml.

TBST - 8,77 g NaCl bylo rozpusténo v cca 300 ml redestilované vody, bylo
ptidano 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M Tris pufru; pH 8,0 a vSe bylo doplnéno
v bance do 1000 ml.

TBS — 2,19 g NaCl bylo rozpusténo v cca 100 ml redestilované vody, dale bylo
ptidano 25 ml 0,1M Tris pufru; pH 8,0 a roztok byl doplnén na mnozstvi

250 ml.

AP (alkalicka fosfataza) pufr — Bylo navazeno 6,069 Trisu a 508 ml
redestilované vody. Bylo upraveno pH na 9,5 pomoci 4M HCI.
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Pracovni roztoky:

10% APS — 20 mg persiranu amonného bylo rozpusténo v 200 ul redestilované

vody. Tento roztok byl pfipraven tésné pied pouzitim.

e Separacni gel 10% (rozpis na 2 gely Siroké 1,5 mm) — K ptipravé byly pouzity

piipravené zasobni roztoky. V kadince bylo smichéano:

6,4 ml redestilované vody

5,0 ml pufru 1,5M Tris-HCI pH 8,8
0,2 ml 10% SDS

8,4 ml roztoku AA + bis AA

Tésné pred nalévanim gelii bylo ke smési pro iniciaci polymerace gelu ptidano:

116 pl roztoku APS
8 ul TEMEDu (tetramethylendiamin)

o Zaostiovaci gel 4% (rozpis na 2 gely Siroké 1,5mm) — Gel byl

pfipraven tésné pied pouzitim. Chemikalie byly smichany podle schématu:
6,25 ml redestilované vody,
2,5 ml pufru 0,5M Tris-HCI pH 6,8

0,1 ml 10% SDS a
1 ml roztoku AA + bisAA

Pro zahajeni polymerace bylo pfidano:

100 pl roztoku APS
10 ul TEMEDu

o Elektrodovy pufr — 70 ml zasobniho elektrodového pufru bylo v den

potieby smichano s 280 ml redestilované vody.
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e Vzorkovy pufr — K 1425 ul zasobniho vzorkového pufru bylo piidano
7,5 ul 2-merkaptoethanolu.

4.6.2. Priprava gelu

Pfi procesu separace proteint byla vyuzivana aparatura Mini Protean Il system
(Bio-Rad). Nejprve byl piipraven stojanek pro nalévani gelu. Skla, skla se spacery,
spony a hieben na tvorbu jamek do gelu byly nejprve peclivé umyty a oplachnuty
lihomethanolem. Suché skla, jedno sklo tenké a druhé se spacerem, byla po pfilozeni
k sob&é upevnéna sponami. Spojena skla pak byla postavena na gumovou podlozku
V nalévacim stojanku.

Podle vyse uvedeného postupu byl pfipraven roztok na separacni gel a po lehkém
promichani byl pomoci pipety nalit mezi skla do vysky asi 4,5 cm od spodniho okraje
skla. Gel byl ihned pfevrstven asi 200 pl isobutanolu, ktery vyrovnal okraj gelu
a zabranil jeho popraskani.

Spodni gel se nechal polymerovat asi 45 minut a poté byl isobutanol slit, gel byl
proplachnut redestilovanou vodou a vysuSen filtraCnim papirem. Poté byl namichan
roztok na zaostfovaci gel a pipetou byl nanesen na spodni gel az po okraj skel. Hned po
naliti gelu se opatrné¢ mezi skla zasunul hieben a takto pfipravené gely se nechaly
polymerovat ptes noc Vv lednici. Aby gely nevyschly, byly zabaleny pied ulozenim do

lednice do potravinaiské folie.

4.6.3. Elektroforéza

Druhy den byly nejprve piipraveny vzorky cytosolu pro elektroforetické déleni.
Vzdy 20 pl vzorku bylo v mikrozkumavkéch smichano s 10 pl vzorkového pufru a pét
minut byly v§echny vzorky zahtivany v termobloku na 99 °C.

Poté byly z gelid opatrné odstranény hiebeny a vzniklé jamky byly proplachnuty
destilovanou vodou. Byl pfipraven stojanek na elektroforézu a vnitini ¢asti slouzici jako
tésnéni byly potfeny vazelinou. Skla s gely byla pfitlaéena z obou stran K tésnéni a vse
bylo zasunuto do vné&jsi €asti stojanku na elektroforézu a pfipevnéno sponami.

Stojanek byl vlozen do vani¢ky a do horniho elektrodového prostoru byl nalit
elektrodovy pufr tak, aby byl ponofen cely gel. Po zkontrolovani toho, Ze pufr
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nepodtéka, byl nalit i do spodniho prostoru. Celkové bylo pouzito asi 350 ml
elektrodového pufru. Potom bylo pomoci nanaseciho bloku a pipety naneseno do kazdé
jamky 10 pul vzorku. Do krajnich jamek byl napipetovan molekulovy standard
(Precision Plus Protein™ All Blue Standards, Bio-Rad).

Cela vanicka byla poté ponofena do ledové lazn¢, ptiklopena vickem a pfipojena
ke zdroji napéti. Konstantni napéti bylo nastaveno na 100 V a zdroj napéti byl spustén.
Poté, co vzorky doputovaly k za¢atku separac¢niho gelu, bylo napéti zvySeno na 200 V.

Byl hlidan vizualni prabéh elektroforézy a zdroj napéti byl zastaven ve chvili, kdy
¢elo dobéhlo na spodni okraj gelu a tim doslo k separaci nami sledovanych bilkovin.
Poté byl slit elektrodovy pufr, vyndana skla s gely a tato skla byla od sebe pomoci
klinku oddélena. Gely byly odfiznuty od spacert a také byl oddélen fidsi zaostfovaci gel
a odfiznut pravy horni roh gelu jako oznaceni prvniho nanesen¢ho vzorku. Poté byly

gely ihned pouzity k blotovani.

4.6.4. Blotovani

Byla pfipravena nerezovd miska s blotovacim pufrem a do ni se ponofilo sklo
s gelem. Separacni gel byl opatrné oddélen od skla a ponechan v pufru nékolik minut
plavat.

Mezitim byla pfipravena nitrocelul6zova membrana (Bio-Rad) a pro aktivaci byla
kratce ponofena do methanolu. Poté byla pfendana do blotovaciho pufru. Asi po péti
minutach bylo zahdjeno sestavovani blotovaciho sendvice.

Na spodni ¢ast blotovaci kazety byla postupné ptiloZzena houbicka a silny filtra¢ni
papir, oboji pfedem namocené v blotovacim pufru. Na to byl polozen gel
a nitrocelul6zovd membrana s ustfizenym rohem. Navrch byl dan opét filtraéni papir
a houbicka. Blotovaci kazeta byla uzaviena a takto pfipraveny sendvic¢ byl vlozen do
blotovaci vanicky.

Poté byl do vani¢ky umistén také chladici blok a vanicka byla nasledn¢ naplnéna
blotovacim pufrem tak, aby byl ponofen cely sendvi¢. Celd blotovaci vanicka byla
umisténa do ledové lazné€ a na zdroji napéti bylo nastaveno 100 V. Po zapnuti pfistroje

se proces blotovani nechal bézet 120 minut.
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4.6.5. Detekce — barveni blotu s AP-protilatkou

Po skonceni blotovaciho procesu byla oteviena kazeta a pomoci pinzety byla
vyndana membrana. Ta byla asi minutu oplachovana v misce s 25 ml TBS a poté byla
prenesena do misky s 8% mlékem v TBST (2 g ml¢ka/25 ml TBST). Zakrytd miska
byla pies noc ponechana v lednici.

Druhy den byla provedena inkubace membran s protilatkami. Membrany byly
umistény do 50ml koénickych plastovych zkumavek s viéky tak, aby strana
S navazanymi bilkovinami smétovala dovnitf, a bylo k nim pfilito vzdy cca 15 ml
prislusného pufru. Zkumavky byly poté umistény na kyvacku s valecky, ¢imz se
zajistilo rovnomérné pielévani pufru pfes membranu.

Pti inkubaci se postupovalo podle nasledujiciho schématu:

e Oplachnuti membrany 2krat 5 min v TBST

e Inkubace membrany 45 min s primarni protilatkou (Goat polyclonal
to CBR1; pfiprava — 15 ml TBST + 75 mg mléka + 15 pl zasobniho
roztoku protilatky)

e Oplachnuti membrany 6krat 5 min v TBST

e Inkubace membrany 45 min s AP-sekundarni protilatkou (Rabbit to
goat IgG; ptiprava — 15 ml TBST + 75 mg mléka + 3 pl zasobniho
roztoku AP-sekundarni protilatky)

e Oplachnuti membrany 6krat 5 min v TBST

e Oplachnuti membrany 2krat 5 min v TBS

e Oplachnuti membrany 2krat 5 min v AP-pufru

4.6.6. Chemiluminiscenéni detekce

S membrdanami se dale pracovalo vtemné komotfe pod ochrannym svétlem.

Nejprve tedy bylo nutné piipravit vSe potiebné, aby proces detekce nemusel byt
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pferusovan. Byly nachystdny fotomisky s vyvojkou a ustalova¢em, substrat DuoLux,
dvé misky s destilovanou vodou, uzaviratelna kazeta, fotograficky papir (CL-XPosure
film, Thermo Fisher Scientific), pinzeta na filmy, nizky, folie a pipeta.

V temné komofte byl fotograficky papir nastiihan na potiebnou velikost a vloZzen do
kazety. Na povrch membrany bylo nepipetovano asi 1,5 ml substratu a takto se nechala
5 minut inkubovat. Pak byla membrana vlozena mezi dvé folie a umisténa do kazety.
Na tuto membranu byl opatrné polozen film, kazeta byla uzaviena a probihala expozice.

Nejprve byla zvolena doba expozice 5 minut, podle vysledné tmavosti byl pak ¢as
pii opakovani zkracen nebo prodlouzen. Film byl po skonceni exponovani vzdy ihned
cely ponoten do vyvojky a za neustalého pohybovani filmem bylo sledovano vyvijeni.
Film byl vyjmut z vyvojky ve chvili, kdy se jeho vyvolani zdalo optimalni.

Vyvolany film byl opldchnut nejdiiv v destilované vodé, poté ponofen do
ustalovace a po chvili byl opét omyt v destilované vod¢. Na filmu jsou zaznamenany
vysledky chemiluminiscencni detekce.

Membrana byla zabalena do potravinaiské folie a ulozena do mrazni¢ky, kde
vydrzi 1 né€kolik tydnd. Takto uchovanou membranu je mozno znovu pouzit. Po vyjmuti
z mraznicky lze membranu rozmrazit, oplachnout v TBS a poté postupovat dal podle

navodu Detekce — barveni blotu s AP-protilatkou (kapitola 4.6.5).

4.6.7. Denzitometricka kvantifikace

Vysledné prouzky na nitrocelulozové membrané znazornuji expresi CBR
Vv jednotlivych vzorcich. Byla provedena jejich denzitometricka kvantifikace za pomoci
programu Quantity One software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Jako kontrola, Ze byla
nanesena stejnd koncentrace proteini a jejich priichod gelem byl ve vSech mistech
stejny, slouzila detekce B-aktinu. Byla pouzita monoklonalni mysi protilatka proti
B-aktinu (Abcam, Cambridge, UK). Kvantita exprese CBR ve vzorcich byla poté

vyjadiena relativné ke kontrolnimu p-aktinu.
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4.7.Stanoveni aktivity CBR pomoci menadionu

Pouzitad metoda je zalozena na inkubaci subcelularni frakce s menadionem jako
substratem CBR (Mat¢ et al., 2008). Biotransformace menadionu karbonylreduktasou je
doprovazena oxidaci NADPH, coz je zaznamenano jako pokles fluorescence. Nejprve
byla tato metoda pouzita k porovnani aktivit CBR ve vzorcich mladych a starych
potkan a rovnéz ve vzorcich lidskych. Poté byly pomoci pfidavani rtznych
anthokyanidinii do reak¢ni smési zkoumany rozdily v aktivit¢ CBR a takto byla ur¢ena
mira inhibice, popfipadé jeji typ. Méteni bylo provedeno na spektrofluorimetru (LS 50B
Luminiscence Spectrometer, Perkin Elmer) a vyhodnoceni na pocita¢i pomoci
programu FL WinLab.

Nejprve byl pfipraven v dostate¢ném mnozstvi 0,1M K-fosfatovy pufr o pH 7,4
(byly pouzity 0,1M roztoky K,HPO, a KH,PO,4), 50mM roztok menadionu v ethanolu
a25mM roztok NADPH v redestilované vodé. Byly rozmrazeny vzorky cytosolu
(ptiprava viz kapitola 4.1) urené k méfeni a poté byly umistény do ledu spolu
s roztokem NADPH.

Byl zapnut spektrofluorimetr a spustén program FL WinLab. V tomto programu
byla zvolena aplikace umoznujici sledovat kinetiku reakce v Case (drive time)

a nastaveny pozadované parametry:

e VInova délka méfeni Aexcitagni = 380 nm, Aemisni = 460 Nm
e Excitacni Stérbina 5 nm

e Emisni Stérbina 5 nm

e Michani — low

e (Celkovy ¢as méteni 180 s

e 37°C

Do kyvety umisténé v pfistroji byl napipetovan nejprve pufr vytemperovany na
37 °C, poté menadion a cytosol. Poté byl zapnut zaznam pfistroje a po 30 sekundach
bylo ptidano NADPH, ¢imZ se nastartovala reakce.

Mnozstvi jednotlivych roztokl v reakéni smési o celkovém objemu 1 ml udava

nasledujici tabulka (Tabulka 2).
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Tabulka 2 - SloZeni reakéni smési pro stanoveni aktivity neinhibované CBR1

K-fosfatovy pufr 930 pl
subcelularni frakce 50 pl
menadion 10 pl
NADPH 10 ul

Reakci v kyveté se vzdy nechala bézet 180 sa béhem této doby byl sledovan
graficky zaznam poklesu NADPH v reakéni smési. Pro kazdy vzorek cytosolu bylo
méieni opakovano vicekrat a po kazdém z nich byla peclivé vymyta kyveta.

Nakonec bylo provedeno vyhodnoceni jednotlivych grafickych zaznami méteni

podle nasledujiciho vzorce:

Rovnice 1 - Vypocet enzymové aktivity

‘= B-A xnxD X 6o [nmol/ml cytosolu/min]
K oo smérnice
A intenzita pfed pfidanim NADPH
B intenzita po piidani NADPH
n____ latkové mnozstvi standardniho pfidavku v 1 molu (250 nmol)
Do ziedéni (pii pouziti 50 pl cytosolu je ziedéni 20)
60 ... piepoCet na minuty

4.7.1. Stanoveni inhibi¢niho vlivu anthokyanidini na aktivitu CBR

a urceni typu inhibice

Obdobnym zplsobem bylo postupovano i pii zkoumdni inhibi¢niho vlivu
anthokyanidini na aktivitu CRB. Byla urCovana mira inhibice pro &tyfi ruzné
anthokyanidiny — pelargonidin, delfinidin, malvinidin a cyanidin. Pfi méfeni bylo
obmeénéno slozeni reakéni smési pridanim roztoku anthokyanidinu v DMSO (Tabulka

3).
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Tabulka 3 - SloZeni reakéni smési pro inhibovanou reakci

K-fosfatovy pufr 925 ul
subcelularni frakce 50 pl
menadion 10 ul
NADPH 10 ul

DMSO (kontrolni neinhibovana reakce), nebo
20 mM roztok anthokyanidinu (inhibovana S5 ul
reakce)

v

S anthokyanidiny, které vykazovaly nejsilnéjSi inhibi¢ni U¢inek na CBR, byl
dale testovan typ inhibice. Nejprve byla proméfena kinetika enzymové reakce
sledovanim aktivity CBR za rGznych koncentraci substratu menadionu V rozmezi od
25 uM do 500 uM. Timto zpusobem byla zjisténa zavislost aktivity CBR na koncentraci
substratu v neinhibované reakci. Tentyz postup byl opakovan pro reakce inhibované
pfidavkem anthokyanidinu (100 uM). Poté byla provedena sada meéfeni, kdy
koncentrace substratu zdstala stejna (500 uM) a ménila se koncentrace anthokyanidinu
od 1uM do 100 uM. Mnozstvi cytosolu, NADPH i celkovy objem reakéni smési

zlstalo vzdy stejné.
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5. VYSLEDKY

5.1. Stanoveni koncentrace bilkovin v cytosolické frakci

Stanoveni koncentrace bilkovin v jednotlivych vzorcich cytosolu bylo provedeno
podle vyse popsaného postupu (podkapitola 4.5). Nejprve byla s pomoci namétenych
praumérnych hodnot absorbance kalibra¢nich roztokt (Tabulka 4) sestrojena kalibra¢ni

ktivka, kterd znazoriiuje zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny BSA ve vzorku

(Obrazek 10).

Tabulka 4 - Priimérné hodnoty absorbance kalibracénich roztokii

Koncentrace BSA [nug/ml] A + smérodatna odchylka (SD)

1. 0 0+ 0,004

2. 200 0,138 £0,015
3. 400 0,263 £ 0,026
4. 600 0,372 +£ 0,028
5. 800 0,478 £ 0,038
6. 1000 0,565 £ 0,043
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Obrazek 10 - Kalibraéni piimka pro stanoveni obsahu bilkovin ve vzorcich cytosolu

Byla sestavena rovnice kalibra¢ni piimky y = 0,0006 x s hladinou spolehlivosti
R®=0,9904,

Pot¢ bylo provedeno méfeni absorbance jednotlivych vzorkidi. Dosazenim
ziskanych hodnot do rovnice kalibracni pfimky byl stanoven obsah bilkovin
Vv jednotlivych vzorcich. Tyto hodnoty byly pouzity k vypoctu specifické enzymové
aktivity CBR1 (Tabulka 5, Tabulka 6, Tabulka 7).

Tabulka 5 - MnoZstvi bilkovin ve vzorcich cytosolu mladych potkanii

M1 M2 M3 M4 M5 M6 Smés M

A 0490 0478 0568 0516 0489 0478 0,510
Bilkovina [mg/ml] 16,4 15,9 18,9 17,2 16,3 15,9 17,0

Tabulka 6 - MnoZstvi bilkovin ve vzorcich cytosolu starych potkanii

Sl S2 S3 S4 S5 S6 Smés S

A 0497 0479 0558 0486 0,554 0541 0,521
Bilkovina [mg/ml] 16,6 16,0 18,6 16,2 18,5 18,0 17,4
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Tabulka 7 - MnoZstvi bilkovin ve vzorcich cytosolu mladych a starych lidi

LM1 LM2 LM3 LS1 LS2 LS3

A 0,143 0,399 0,385 0,371 0,278 0,443
Bilkovina [mg/ml] 4,8 13,3 12,8 12,4 9,3 14,8

V tabulkach hodnota A odpovidd primérné¢ naméiené absorbanci se zohlednénim
slepého vzorku. M1 az M6 oznacuje vzorky z mladych potkanti, S1 az S6 ze starych
potkanti. Smési M a S byly vytvofeny smichanim vzorkd v§ech mladych a vSech starych

potkanti. Zkratky LM a LS oznacuji vzorky mladych a starych lidi.
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5.2. Stanoveni aktivit CBR

DalSim z cilt této prace bylo zméfit aktivitu CBR ve vzorcich cytosolu a dale také
zjistit rozdily mezi aktivitou enzymu u mladych a starych jedinct. K tomuto ucelu byl
pouzit cytosol ziskany z jater Sesti mladych a Sesti starych potkant (viz podkapitola 4.4)
a vzorky cytosolu z jater tii mladych a tii starych lidi. Ke stanoveni aktivity CBR byla
pouzita metoda zalozenou na inkubaci cytosolu se substrditem menadionem (viz
podkapitola 4.7). Méfeni bylo realizovano na spektrofluorimetru LS 50B Luminiscence
Spectrometr, Perkin Elmer). K zdznamu naméfenych hodnot a ke grafickému zobrazeni
prabéhu reakci byl pouzit pocitaovy program FL WinLab. Dosazenim ziskanych
hodnot do vzorce (Rovnice 1) byla spocitina enzymova aktivita [nmol/min]
jednotlivych vzorki. S vyuZitim znalosti obsahu bilkoviny ve vzorcich (viz podkapitola
5.1) byla u kazdého vzorku vyjadiena specifickd enzymova aktivita [nmol/min/mg

proteinu].

5.2.1. Optimalizace sloZeni reak¢ni smési

Pfi samotném méfeni aktivity bylo zjiSténo, Ze u vzorkl ziskanych z jater starSich
potkanll bude vhodné upravit sloZeni reakéni smési ve smyslu sniZeni mnoZstvi cytosolu
na 10 pl. Pii zkouSce méteni s 50 pl byla totiz u prvniho vzorku starého potkana aktivita
CBRI1 hodné vysoka, a proto bylo pro dalSi méfeni pozménéno mnoZstvi cytosolu
a K-fosfatového pufru (Tabulka 8). Tato Gprava byla poté zohlednéna pii vypoctu

aktivity enzymu.

Tabulka 8 - Upravené sloZeni reakéni smési pro stanoveni aktivity CBR u starych
potkanit

K-fosfatovy pufr 970 pl
subcelularni frakce 10 pl
menadion 10 pl
NADPH 10 nl
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Stejné mnozstvi cytosolu starych potkani bylo pouzivano i pii inhibovanych
reakcich. U vzorka ziskanych z jater mladych potkanti a u lidskych vzorkl bylo do

reak¢ni smési 1 nadale pipetovano 50 ul.

5.2.2. Aktivita CBR u mladych a starych potkani

Byla stanovena specifickd enzymova aktivita [nmol menadion/min/mg proteinu]
CBR jednotlivych vzorka cytosolu. Cilem bylo pfedev§im porovnat hodnoty aktivit in
vitro u mladych a starych jedinct (potkant a lidi). Dale pak sledovat ptipadné rozdily

interindividualni.

Tabulka 9 - Aktivita CBR u mladych a starych potkanii

Vzorek Specificka enzymova aktivita = SD Vzorek Specificka enzymova aktivita £ SD

[nmol menadion/min/mg proteinu] [nmol menadion/min/mg proteinu]
M1 52+£5 S1 318 +£24
M2 64 +7 S2 127 £ 21
M3 62+6 S3 129 £8
M4 88+ 4 S4 214 £ 27
M5 77 +7 S5 110 £ 12
M6 75+ 6 S6 184 £ 13

V tabulce (Tabulka 9) jsou shrnuty specifické enzymové aktivity CBR ve tvaru
hodnota + smérodatnd odchylka. Vysledky byly ziskany ze dvou nezavislych méfeni,

kdy méteni kazdého vzorku bylo provedeno ve tfech opakovanich.
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Specificka enzymova aktivita
[nmol menadion/min/mg]
]
=
=

M1 M2 M3 M4 M5 M6 SI S2 83 S84 S5 36

Obrdazek 11 - Aktivita CBR u mladych a starych potkanii

Z grafu (Obrazek 11) jsou patrné zietelné rozdily naméfené aktivity CBR
U potkanit mladych a starych. Z vysledka vyplyva, Ze specifickd enzymova aktivita je
vyssi u vSech starych potkanti nez u potkanti mladych. Zda se tedy, ze aktivita CBR se
U potkanil s rostoucim vékem zvysuje.

Dale miizeme pozorovat, Ze vétsi interindividudlni rozdily v aktivité jsou u starych
a nejvyssi 318 £ 24 u potkana S1. Rozdil aktivit CBR u téchto zvifat dosahuje tedy az
189 %.

Naopak ve skupiné mladych potkani mizeme vidét mensi rozdily v aktivité
u jednotlivych vzork. Hodnoty se pohybuji v rozmezi 52 + 5 az 88 + 4. Aktivita CBR

se proto u mladych potkanti li§i maximalné o 69 %.
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[nmol menadion/min/mg]

Specificka enzymova aktivita

Mladi potkani Staii potkani

Obrazek 12 - Porovndni pruméri aktivit CBR u starych a mladych potkanii

Na grafu (Obrazek 12) jsou znazornéné prumérné hodnoty aktivity CBR vSech
mladych a vsech starych potkant tak, aby byl Iépe vidét rozdil mezi obéma skupinami.
U vzorkd z mladych potkanti byla naméfena primérna aktivita 70 + 6 a u starych
180 + 18. Miizeme tedy konstatovat, ze CBR je u starych potkanii primérné 2,6krat

vy$si nez u potkani mladych.

5.2.3. Aktivita CBR u lidi
K dispozici byly vzorky cytosolu tii mladych lidi (muzi 18, 20, 24 let) a tii starych
lidi (muzi 60, 62, 64 let) a u téchto vzorki byla stanovena specifickd enzymova aktivita.

Cilem bylo zjistit, zda by vysledky zjisténé u potkanti mohly korelovat se situaci u lidi.

Tabulka 10 — Aktivita CBR u mladych a starych lidi

Vzorek Specificka enzymova aktivita = SD Vzorek Specificka enzymova aktivita + SD

[nmol menadion/min/mg proteinu] [nmol menadion/min/mg proteinu]
LM1 375 LS1 27+ 1
LM2 31+3 LS2 33+1
LM3 28+ 2 LS3 29+ 0

Z tabulky (Tabulka 10) je patrné, ze naméfené hodnoty aktivit v lidskych vzorcich

jsou celkové nizsi nez u potkant.
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Obrdazek 13 - Aktivita CBR u mladych a starych lidi

Graf (Obrazek 13) zobrazuje aktivitu CBR u lidskych vzorkd. Je ziejmé, ze aktivity
jaterni CBR se u mladsich a starSich lidi vyznamné neliSily. Nebyly pozorovany ani

vétsi interindividualni odchylky v aktivit¢ CBR u lidi.
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5.3. Exprese CBR u mladych a starych potkanii

Jednim z cild této prace bylo dokazat ptitomnost CBR ve vzorcich cytosolu
ziskaného z jater potkant, porovnat piipadné rozdily v expresi tohoto enzymu u skupin

potkant mladych a starych a ptipadné zjistit odchylky interindividualni.

Obrazek 14 — Exprese CBR — vysledek chemiluminiscencéni detekce

MS M4 M5 M6 S4 S5 S6 MS

Obrazek 15 - Exprese CBR - vysledek chemiluminiscencni detekce

M1 az M6 znaci vzorky mladych potkanii, SI az S6 vzorky starych potkanii. MS je
molekulovy standard (Precision Plus Protein™ All Blue Standards, Bio-Rad).
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Obrazek 16 - Porovndni vysledkit s molekulovym standardem

Za timto ucelem byla provedena elektroforéza SDS-PAGE a poté blotovani (viz
podkapitola 4.6). Vysledky zachycuji nasledujici obrazky vyvolanych fotografickych
filma (Obrazek 14, Obrazek 15).

Po chemiluminiscen¢ni detekci byly na fotografickém papife viditelné prouzky
odpovidajici jednotlivym nanesenym vzorkim. V krajnich jamkach se vzdy nachazel
molekulovy standard, podle né¢hoZ bylo mozné ptiblizné urcit molekulovou hmotnost
detekované bilkoviny mezi 25 kD a 37 kD (Obrazek 16). Jelikoz molekulova hmotnost
CBR se udava okolo 30 kD, je nanejvys pravdépodobné, Ze ziskané prouzky skute¢né

dokazuji ptitomnost CBR ve vzorcich.

5.3.1. Denzitometricka kvantifikace

Jednotlivé prouzky predstavujici mnozstvi proteinu CBR ve vzorcich se mezi
sebou lisi tloustkou a zfetelnosti. Ztoho mizeme usuzovat, ze existuji jisté
interindividualni rozdily v expresi proteinu CBR ve skupiné mladych i starych potkant.
Nasledujici obrazek (Obrazek 17) nabizi vizudlni srovnani exprese CBR ve vSech

vzorcich a zaroven zobrazuje i expresi B-aktinu.
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M1 M2 M3 M4 M5 M6 S1 S2 S3 S4 S5 S6

CBR ——--’--—---‘—d-

p-aktin

Obrazek 17 - Srovndni exprese CBR a f-aktinu u mladych a starych potkanii

Mnozstvi proteinu CBR detekovaného blotingem bylo normalizovano podle
mnozstvi  kontrolniho proteinu B-aktinu. Denzitometrickd kvantifikace byla

vyhodnocena programem Quantity One software (Bio-Rad).
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Obrazek 18 - Kvantitativni porovndni exprese CBR u mladych a starych potkanii

Mnozstvi proteinu CBR je vyjddreno relativne, jako pomeér denzity CBR

a kontrolniho proteinu f-aktinu.
Z grafu (Obrazek 18) vyplyva, ze u vzorki ze starych potkant bylo nalezeno vyssi

mnozstvi proteinu CBR nez u vzorkd z mladych zvitat. Tento rozdil vSak nebyl

statisticky vyznamny.
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5.4. Inhibice CBR vybranymi anthokyanidiny

5.4.1. Porovnani inhibi¢niho vlivu anthokyanidini

Pti zkoumani inhibi¢niho vlivu na CBR byly pouzity tyto anthokyanidiny:
1) Pelargonidin (P)
2) Delfinidin (D)
3) Malvidin (M)
4) Cyanidin (C)
Me¢fteni inhibice bylo provedeno na spektrofluorimetru metodou inkubace cytosolu
s menadionem jako substratem (viz podkapitola 4.7.1). U vSech anthokyanidinii byla
pouzita stejna koncentrace 100 uM. Mira inhibice byla stanovena porovnanim
s neinhibovanou kontrolni reakci (inkubace cytosolu pouze za ptitomnosti rozpoustédla

DMSO).

Tabulka 11 - Inhibi¢ni vliv anthokyanidinii v koncentraci 100 uM na aktivitu CBR
u mladych potkanii

% kontroly + SD

Kontrola 100+ 1
P 27+3
D 48 + 12
M 76+ 3
C 55+3

Tabulka (Tabulka 11) vyjadifuje procentualné¢ aktivitu CBR ve tvaru
hodnota + smérodatna odchylka tak, jak poklesla u mladych potkani po piidani
jednotlivych anthokyanidini. Je patrné, ze anthokyanidiny funguji v reakci jako

inhibitory, jednotlivé latky se vSak 1i8i v mife inhibi¢niho vlivu.
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Obrazek 19 - Vliv vybranych anthokyanidinii na aktivitu CBR mladych potkani

Graf (Obrazek 19) zobrazuje inhibi¢ni U¢inek jednotlivych anthokyanidind.
Nejvyssi pokles aktivity CBR, 0 74 %, zplsobilo pfidani pelargonidinu do reakce. Zda
se tedy byt nejsilngjSim inhibitorem sledovaného enzymu u téchto potkant. Jako
pomérné ucinny inhibitor se Vtéto reakci projevil téz delfinidin a cyanidin, a to
poklesem aktivity CBR 0 52% a 45%. Nejmensi inhibi¢ni vliv byl zméfen

u malvinidinu, ktery snizil aktivitu pouze o 24 %.

Tabulka 12 - Inhibi¢ni vliv anthokyanidinit v koncentraci 100 uM na aktivitu CBR
u starych potkanii

% kontroly = SD
Kontrola 100+ 7
20+ 6
54+ 4
68 + 12
25+0

0Oz 07T
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Obrazek 20 - Vliv vybranych anthokyanidinii na aktivitu CBR starych potkani

Obdobné zavéry vyplynuly 1 ze stejného typu méfeni za pouziti vzorku cytosolu
starych potkand. Tabulka i graf (Tabulka 12, Obrazek 20) zobrazuji, do jaké miry
pusobi anthokyanidiny inhibi¢nim vlivem na CBR u starych potkanid. Jako nejsilngjsi
inhibitor zde opét figuruje pelargonidin, ktery zptsobil pokles aktivity o 80 %.

Oproti méfeni u mladych potkanii se zde jako druhy nejicinngjsi inhibitor projevil
cyanidin, po jehoz ptidani do reakce se aktivita CBR snizila o 75 %. Mira inhibi¢niho
vlivu cyanidinu se tedy u starych a mladych potkani 1isi ptiblizn¢ o 30 %.

U dalsich anthokyanidinti (delfinidin, malvinidin) se u mladych i starych potkant

projevila ptiblizné stejnd mira inhibi¢niho vlivu.

Tabulka 13 - Inhibiéni vliv anthokyanidinit na aktivitu CBR v koncentraci 100 uM u lidi

% kontroly + SD

kontrola 100 + 15
P 76 +£21
D 0+0

M 69 +12
C 70+7
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Obrazek 21 - Vliv vybranych anthokyanidinii na aktivitu lidské CBR

Pti dalSich métenich byl zjiStovan inhibi¢ni vliv sledovanych anthokyanidint na
lidskou CBR. Z vysledkil je zfejmé, ze tento vliv se u lidi a u potkand lisi. Graf
(Obrazek 21) ukazuje, ze lidskou CBR nejvice inhibuje delfinidin, ktery pfi koncentraci
100 uM v reakei zcela potlacil aktivitu CBR.

Naopak pelargonidin, ktery na potkani CBR plisobil jako nejsilngjsi inhibitor,
u lidskych vzorki vykazal nejnizsi inhibi¢ni schopnost a snizil aktivitu enzymu pouze
024 %. U obou zbyvajicich anthokyanidini, malvinidinu a cyanidinu, doslo ke

srovnatelnému poklesu aktivity ptiblizné o 30 %.
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5.4.2. Stanoveni ICsy u nejucinnéjsich inhibitora

Na zakladé vysledki popsanych v predeslé kapitole byly vybrany anthokyanidiny,
které maji nejvetsi inhibi¢ni vliv na CBR, a u nich byly vypocteny hodnoty inhibi¢ni
koncentrace ICsp. U potkant byl zvolen pelargonidin a ICsy byla stanovena za pouZiti
cytosolu mladych jedinct. U lidi byl vybran delfinidin.

Pti stanovovani ICsp byl sledovan vliv koncentrace inhibitoru na aktivitu enzymu.
U pelargonidinu i delfinidinu bylo pouZzito koncentra¢ni rozpéti 1 — 100 uM V reakéni
smési a naméfené hodnoty aktivity CBR byly zaneseny do grafu jako body, kterymi
byla nasledn¢ prolozena sigmoidalni kiivka. Hodnoty ICsy byly stanoveny pomoci
programu GraphPad Prism verze 5.04 pro Windows (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA). Vypocet byl realizovan za pouziti logaritmickych hodnot koncentraci

anthokyanidini.

Tabulka 14 - Hodnoty 1Cx pro vybrané anthokyanidiny

inhibitor cytosol I1Cs 95% interval spolehlivosti
pelargonidin mladi potkani 23 15 az 37
delfinidin ¢loveék 16 13 az21

5.4.3. Ur¢eni typu inhibice

U nejucinnéjsich inhibitord CBR, pelargonidinu (u potkanil) a dephinidinu (u lidi),
byl dale podrobnéji zkouman mechanismus jejich inhibi¢niho plisobeni.

Cytosol byl inkubovan s riznymi koncentracemi menadionu (10 — 500 uM) bez
pfitomnosti  inhibitoru a poté s piidavkem 100 uM pelargonidinu  nebo
25 uM delfinidinu. Pomoci programu GraphPad Prism byly na zakladé rovnice
Michaelis-Mentenové ziskany kinetické parametry Ky a Vumax Pro neinhibovanou

reakci a zaroven K’y a V'max pro inhibovanou reakci.

Tabulka 15 - Kinetické parametry inhibovanych a neinhibovanych reakci

inhibitor Km [nM] K'v [uM] Vmax [NM/min]  V'max [NM/min]
pelargonidin 102 + 11 272 £43 1294 £ 51 528 + 41
delfinidin 13+3 18+5 353+ 14 285+ 14
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Obrdazek 22 - Zavislost aktivity CBR na mnoZstvi substrdtu u reakce neinhibované
a inhibované pelargonidinem

Jak je patrné z grafu (Obrazek 22), zavislost aktivity CBR na mnozstvi substratu se
lis$i u neinhibované reakce a reakce inhibované pelargonidinem. V'yax inhibované
reakce je niZz§i neZ Vuax neinhibované reakce, coZ by naznaCovalo nekompetitivni
pribéh inhibice. Hodnota K’y je vSak jednoznacné vyssi nez Ky a tato odliSnost
Michaelisovych konstant teorii nekompetitivni inhibice nepodporuje. Jednd se tedy

zfejmé o typ inhibice smiSené.
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Obrazek 23 - Zavislost aktivity CBR na mnoZstvi substrdatu u reakce neinhibované
a inhibované delfinidinem

Po zakresleni hodnot ziskanych pfi zkoumani mechanismu inhibice CBR
delfinidinem byly ziskany ktivky typické pro nekompetitivni pribéh inhibice (Obrazek
23). Pro tuto skutecnost svéd¢i i to, ze hodnoty Michaelisovych konstant pro
inhibovanou a neinhibovanou reakci K’y a Ky jsou podobné, zatimco V'yvax je nizsi

nez VM AX-
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6. DISKUZE

CBR je dtlezity biotransformacni enzym s Sirokou substratovou toleranci. Redukci
karbonylové skupiny se podili na metabolismu mnoha exogennich latek, mezi nimi
i vyznamnych 1é¢iv (Matsunaga et al., 2006). Ptitomnost tohoto enzymu byla potvrzena
v Sirokém spektru lidskych tkani, zahrnujicim i organy, jez se bézné nepodileji na
biotransformaci xenobiotik (Wirth and Wermuth, 1992). Je proto pravdépodobné, ze
kromé detoxikace $kodlivin a 1é¢iv hraje CBR roli i v endogennim metabolismu. V této
souvislosti byly jako substraty CBR zkoumany napf. prostaglandiny (Schieber et al.,
1992) nebo isatin (Usami et al., 2001). Pfesto vSak dosud neni pfesné znamo, jakou
funkci ma CBR ve fyziologickych procesech organismu.

Je prokéazéano, ze exprese i aktivita biotransformacénich enzymi se mohou lisit
u riznych jedinct, stejné tak jako se mohou ménit u konkrétniho organismu v pribéhu
zivota. Tyto odliSnosti nejcastéji souviseji s vékem, pohlavim, genetickymi faktory,
stravou a patofyziologickymi podminkami. Zmény V expresi ¢i aktivité jaternich
biotransformacnich enzyma vyznamné ovliviiuji metabolismus a nasledné i biologicky
efekt mnoha 1é¢iv. To ve svém disledku vede k rozdilné efektivité a bezpecnosti 1écby
pacienti ¢i k riznym lékovym interakcim (Yun et al., 2010).

Aktivitu enzyml mohou kromé& vySe uvedenych faktori ovliviiovat také latky
fungujici jako inhibitory téchto enzymu. Tyto inhibitory byvaji ¢asto soucasti 1é¢iv nebo
potravy. Inhibici enzymu je potlaCena metabolizace substratu, naptiklad 1écivé latky,
coz ma casto zasadni farmakologické 1 toxikologické dusledky, jako je napf.
prodlouZeny biologicky poloc¢as 1é¢iva (Bousova et al., 2012; Eaton et al., 1996).

CBR patii k dilezitym detoxikacnim enzymim, protoze metabolizuje molekuly
xenobiotik na snaze konjugovatelné hydroxyslouc¢eniny, ¢imz urychluje eliminaci téchto
potencialn¢ toxickych latek (Oppermann, 2007). Pro efektivni a bezpecnou terapii
lé¢ivem, jez patii mezi substraty CBR, je dulezitd znalost okolnosti, které mohou
ovlivitovat expresi a aktivitu CBR u lidi ¢i u zvifat. Proto byly cile této diplomové prace
zamefeny na ziskani informaci o rozdilech v expresi a aktivit¢ CBR u mladych a starych
jedincti a dale pak na posouzeni inhibi¢niho vlivu anthokyanidinti na aktivitu CBR u lidi
a potkani. Nové poznatky v této oblasti by mohly pfispét k rozsifeni védomosti

0 vlastnostech CBR a 0 metabolismu jejich substratu.
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Vek, jako jeden z dilezitych faktori, miize ovlivnit farmakokinetiku 1écCiva.
Starnuti je spojeno se zménami ve stavbé téla, ve smyslu zvySeni mnozstvi télesného
tuku a sniZzeni obsahu vody. Klesd také pratok krve jatry a ledvinami, coz ziejmé
snizuje hepatalni a rendlni exkreci 1éCiv a redukce jaterni hmoty zase mlze zplsobit
pokles metabolické ¢innosti (Benedetti et al., 2007; Klotz, 2009).

Bylo jiz uskute¢néno mnoho studii, jez mély za cil objasnit souvislost véku
organismu a aktivity jeho biotransformacnich enzymul. Zamétovaly se dosud predevsim
na zkoumani cytochromt P450 (CYP). V téchto studiich bylo opakované dokazano, ze
se zvySujicim se vékem dochazi k poklesu aktivity u rtiznych isoforem CYP u lidi
I U zvifat, a proto muze dochéazet k omezeni oxidativni biotransformace nékterych 1é¢iv
(Tanaka, 1998; Warrington et al., 2004; Yun et al., 2010). Na druhou stranu existuji
i vyzkumy, znichz vyplyva, Ze aktivity biotransformacnich enzymi je srovnatelna
u mladych a starych jedinct, a neméni se tedy v ptimé zavislosti na véku (Schmucker,
2001; Woodhouse et al., 1984). Jednou ze skute¢nosti, které by mohly zastirat pfipadné
rozdily souvisejici s v€kem, je fakt, Ze Cinnost jaternich enzymi vykazuje ve stafi
signifikantn¢ zvySenou interindividualni variabilitu (Schmucker, 2001). Nase védomosti
o zménach aktivity biotransformacnich enzymi v souvislosti s vy$§im vékem zatim
zUstavaji omezené, a to zejména u enzymi nepatficich k CYP, napf. u enzymu
redukénich. Doposud ziskané informace vztahujici se k této problematice podrobné
shrnuji ve svych pracich naptiklad autoti Benedetti (2007) a Klotz (2009).

Zménam aktivity CBR souvisejicim S vékem nebylo zatim vénovano moc
pozornosti, prestoze se tento enzym podili na biotransformaci Sirokého spektra
xenobiotik obsahujicich karbonylovou skupinu. Inazu a Fuji (1993) naptiklad
publikovali vysledky, které ukazuji, Ze aktivita testikuldrni CBR u potkant dosahuje
vrcholu ve véku 3 tydnii, poté prudce klesa a nasledné zlstava nezménena do 20. tydne
véku. Gonzalez-Covarrubias et al. (2006) sledovali rozdily exprese i aktivity jaterni
CBR u belochil a ¢ernochti. Okrajoveé se vyzkum zabyval 1 otdzkou, zda v€k nékolika
pediatrickych darcti ovlivnil vysledky experimentu. Nebyla vSak odhalena zadna
signifikantni zména aktivity enzymu v souvislosti s vékem, stejné jako nebyly nalezené
vyznamné rozdily v aktivit¢ CBR u dérct rizné barvy pleti.

Tato diplomova prace se podrobnéji zaméiuje na hledani rozdil v Cinnosti
jaterni CBR u starych a mladych jedinct. Pro Gcely této prace byla aktivita CBR métena
spektrofluorometricky v potkani a lidské cytosolické frakci jaterniho homogenatu, za

pouziti menadionu jako specifického substratu. U starych potkanti bylo zaznamenano
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zvySeni aktivity CBR v priméru o 157 % oproti mladym jedincim. S vy$§im vékem
také vyrazné vzrostla interindividudlni variabilita. Rozdil aktivity mezi dvéma starymi
potkany dosahoval az 189 % oproti skupin¢ mladych, kde byla tato hodnota maximalné
69 %.

Odlisna situace byla zjisténa pii meéfeni aktivity CBR Vv lidském cytosolu.
U ¢loveka nebyla pozorovana souvislost mezi vysi véku a aktivitou CBR, tak jako tomu
bylo upotkani. Nejvyssi hodnota specifické enzymové aktivity 37+5 (nmol
menadionu/min/mg proteinu) byla naméfena u mladého ¢lovéka, naopak nejnizsi 27 + 1
(nmol menadionu/min/mg proteinu) u vzorku cytosolu starého c¢lovéka. Z téchto
vysledkt vSak nelze vyvozovat jakykoli zavér tykajici se zavislosti aktivity CBR na
veku Eloveéka, protoze v rdmei obou skupin, mladych i starych lidi, se hodnoty aktivity
liSily v priméru pouze o 20 %. D4 se fici, Ze aktivita CBR byla srovnatelna u vSech
lidskych vzorkt, a nebyly tedy pozorovany signifikantni rozdily v souvislosti s vékem
ani vétsi odchylky interindividualni.

Je ztejmé, ze informace o ¢innosti biotransformacnich enzymii musime vzdy
posuzovat Vv kontextu konkrétniho Zivocisného druhu. Z vySe uvedenych vysledki
vyplyva, ze zatimco u potkanti by zvysSena aktivita CBR ve stafi mohla hrat roli ve
farmakokinetice nékterych 1&€iv, u lidi se toto zda nepravdépodobné. Jednou z moznych
hypotéz vysvétluyjicich vyssi aktivity CBR u starych potkanii je schopnost organismu
pfizptisobit se vn&j§im podminkam. Cinnost CBR jako detoxikaéniho a antioxida¢niho
enzymu by mohla byt stimulovana ¢ast¢j$Sim stykem jedince s exogennimi substraty.

Jednim z faktor?i, které mohou ovlivnit vysledky terapie, jsou rozdily v expresi
biotransformacnich enzymi. Naptiklad Kassner et al. (2008) uvadgji, ze exprese CBR,
dalezité reduktasy antineoplastika doxorubicinu (DOX), se v lidské jaterni tkani
riznych darcl podstatné lisila. Byly zjistény i rozdily v mnozstvi redukovaného DOX
mezi jedinci, avSak signifikantni souvislost mezi mirou exprese CBR a jeji redukéni
aktivitou byla nalezena pouze u Sesti z deviti individualnich western blott. Je jisté, Ze
interindividualné rozdilnd farmakokinetika DOX miZe ovlivnit jak antitumorovy efekt
lécby, tak riziko kardiotoxicity zpisobené redukovanym metabolitem DOX (Kassner et
al., 2008).

Jednim z cili této diplomové prace bylo porovnat expresi CBR u starych
a mladych potkant. Za ucelem rozdéleni proteinti obsazenych v cytosolu podle relativni
molekulové hmotnosti byla provedena SDS-PAGE elektroforéza. Poté byly bilkoviny

z gelu preblotovany na nitrocelul6zovou membranu a na CBR byla navazana primarni
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protilatka. Detekce byla uskute¢néna chemiluminiscenéné pomoci sekundérni protilatky
konjugované s alkalickou fosfatasou. U vyslednych blotd byla provedena
denzitometricka kvantifikace pomoci softwaru One software (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), pii niz byl jako kontrolni protein pouzit B-aktin. Takto bylo zjisténo
insignifikantné vys$§i mnozstvi proteinu CBR u starych potkanti. Také vSak byly
zaznamenany pomérné velké interindividudlni rozdily mezi jedinci. Vysledek
experimentu naznacuje, ze exprese CBR by se v zavislosti na véku mohla zvySovat
aovliviiovat tak biotransformaci. Bude vSak nutné provést dalsi studie, které by
potvrdily, nebo vyvratily tuto hypotézu.

Anthokyanidiny jsou aglykony rostlinnych barviv anthokyand, které jsou
pfiznivé G€inky na lidské zdravi se Casto stavaji soucasti doplikil stravy, diky jejichz
konzumaci denni pfijem anthokyanti Casto pfevySuje mnozstvi pfijaté v bézné straveé
(Wang and Stoner, 2008). Je znamo, ze anthokyany a flavonoidy obecné maji schopnost
inhibovat biotransformacni enzymy a ovlivniiovat jejich expresi (Rodriguez-Fragoso et
al., 2011). To muze vést k ovlivnéni metabolismu enzymovych substrati a zptsobovat
napt. neoCekavané Iékovée interakce (Bousova and Skalova, 2012; Moon et al., 2006).

Studie zabyvajici se témito jevy se vSak dosud spiS nez na anthokyany
zaméfovaly na jiné skupiny flavonoidd, napi. na flavony, flavonoly a isoflavony.
U anthokyanii a anthokyaninii byl jejich inhibi¢ni potencial studovan piedev§im ve
spojitosti s CYP, kde se vétsinou projevily jako slabsi inhibitory isoforem CYP
V porovnani s jinymi polyfenolickymi latkami (Dreiseitel et al., 2008; Kimura et al.,
2010; Sand et al., 2010). Protoze vliv téchto latek na CBR nebyl dosud podrobnéji
studovan, bylo jednim z cilii této diplomové prace zjistit, jaky inhibicni efekt viici CBR
vykazuji Ctyfi hojné se vyskytujici anthokyanidiny (delfinidin, cyanidin, malvinidin
a pelargonidin).

Vysledky této prace ukazuji, ze anthokyanidiny puasobi jako mirné az stfedné
silné inhibitory CBR Vv potkanim i lidském cytosolu. U mladych potkani byla aktivita
CBR vii¢i menadionu (o koncentraci 500 pM) po ptidani anthokyanidii o koncentraci
100 uM do reakcni smési snizena o 25-75 %. U starych potkanii byla inhibice jen
0 malo vyssi, v rozmezi 30-80 %. U obou vékovych skupin potkani se jako nejsilngjsi
inhibitor projevil pelargonidin, u né&jz byla pro mladé potkany stanovena ICso rovna
23 uM a zjistén smiseny typ inhibice. Nejvétsi rozdil mezi skupinami mladych a starych

potkanti byl zaznamenan v inhibi¢nim vlivu cyanidinu. Zatimco u starych se projevil
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jako druhy nejucinngjsi inhibitor a snizil aktivitu CBR o 75 %, u mladych to bylo pouze
0 45 %. Z tohoto vysledku miZzeme usuzovat, ze existuji jisté rozdily ve vnimavosti
jednotlivei ¢i skupin k jednotlivym inhibitorim.

CBR v lidskych vzorcich byla nejvice inhibovana delfinidinem, ktery pfi
koncentraci 100 puM zcela potlacil aktivitu enzymu. Na druhou stranu ostatni
anthokyanidiny pusobily pouze jako slabé inhibitory a snizily aktivitu CBR pfiiblizné
0 30 %. Pelargonidin, ktery pisobil nejsilnéjsi inhibici u potkant, se u lidi projevil jako
nejslabsi inhibitor, coz doklada, Ze inhibi¢ni vliv anthokyanidint se 1i$i u jednotlivych
zivociSnych druht.

Pro delfinidin byla dale stanovena ICsy rovna 16 uM a byl také zjistén

nekompetitivni pribéh inhibice. Hodnota ICsy je asi 30krat nizS§i nez koncentrace
substratu a svédéi o vyznamné schopnosti delfinidinu snizovat metabolismus 1é¢iv,
ktera jsou substraty CBR.
(-)-epigallokatechin galat s 1Csp = 0,6 a epikatechin galat s 1Csp = 2,3 uM pii
koncentraci substratu 200 uM (Huang et al., 2010). Nejen katechinim, ale i dal§im
flavonoidiim je dnes vénovana pozornost jako potencialnim kardioprotektivnim latkam
pti 1é€bé anhtracyklinovymi cytostatiky. Existuje piedpoklad, ze podavanim inhibitort
CBR pii 1é€bé DOX nebo DAU by se mohl snizit vznik kardiotoxickych alkoholickych
metabolitil a zdrovenl zvysit antitumorové ucinky. Jako latka slibna pro praktické uZiti je
testovan napiiklad flavonoid 7-monohydroxyethylrutosid (Gonzalez-Covarrubias et al.,
2006).

V porovnéni s t€émito flavonoidy se u anthokyanidind projevuje nizsi schopnost
inhibice CBR. Riziko zasadniho ovlivnéni metabolismu substratt CBR je u nich tedy
pravdépodobné relativné nizké. Stejné tak zifejm¢ anthokyanidiny nebudou
nejvhodnéjsimi kandidaty pro zefektivnéni 1é¢by anthracyklinovymi chemoterapeutiky.
Ptesto by bylo vhodné pokraCovat v podrobnéjSim studiu této skupiny flavonoidi

a jejiho vlivu na ¢innost CBR.
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7. ZAVER

Dosazené vysledky lze shrnout do nésledujicich bodi:

e U starych potkanti byla zjisténa vyssi aktivita CBR nez u mladych potkand.
Projevila se u nich také vétsi interindividualni variabilita. Je mozné, ze
u potkand dochazi zatim neznamymi mechanismy ke zvySeni aktivity CBR
v zavislosti na v€ku a ztohoto divodu mize dochazet k rozdilné
metabolizaci substrata.

e U cloveéka nebyly nalezeny zmény aktivity CBR v souvislosti s vékem.
U skupiny mladych i starych lidi byly aktivity CBR srovnatelné.

e Exprese CBR byla u starych potkanii nesignifikantné vyssi nez u mladych
potkand.

e Anthokyanidiny pusobily pti experimentech jako slabé az stfedné silné
u lidi delfinidin (ICsp = 16 uM) a u potkant pelargonidin (ICso 23 uM) pfi
koncentraci substratu 500 uM.

e Delfinidin pisobil jako nekompetitivni inhibitor CBR, zatimco pelargonidin

vykazoval smiSeny typ inhibice CBR.
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SEZNAM ZKRATEK

11B-HDS — 11B-hydroxysteroidni dehydrogenasa

3a-HDS — 3a-hydroxysteroidni dehydrogenasa

AA — akrylamid

AKR - aldo-ketoreduktasy

ALDH — aldehyd-dehydrogenasa

ANP — atridlni natriureticky peptid

AP — (Alkaline Phosphatase) — alkalicka fosfatasa

APS — (Ammonium Persulfate) — persiran amonny

ARE/EpRE — (Antioxidant/Electrophile Response Element) — antioxidac¢ni a elektrofilni
responsni element

BCA — (Bicinchoninic Acid) — kyselina bicinchoninova

Bis-AA — bis-akrylamid

BPB — (Bromophenol Blue) — bromfenolova modft

BSA — bovinni sérovy albumin

CBR — (Carbonyl Reductase) — karbonylreduktasa

CYP — cytochrom P450

DAU — daunorubicin

DMSO - dimethylsulfoxid

DOX — doxorubicin

EC kéd — oznaceni enzymu podle Enzyme Commision

GSH — glutathion

GST — glutation-S-transferasa

IC50 — koncentrace vyvolavajici 50 % inhibici daného parametru
NADPH — redudovana forma nikotinamid adenin dinukleotidfosfatu
PG — prostaglandin

ROS — (Reactive Oxygen Species) — reaktivni formy kysliku

SD — (Standard Deviation) — smérodatna odchylka

SDR - (Short-chain Dehydrogenases/Reductases) — dehydrogenasy a reduktasy

s kratkym fetézcem
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SDS — (Sodium Dodecyl Sulfate) — dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE celektroforéza — (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) — elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym
TBS — (Tris-Buffered Saline) — Tris pufr obsahujici chlorid sodny

TBST — (Tris-Buffered Saline with Tween 20) — Tris pufr obsahujici chlorid sodny a
Tween 20

TEMED - tetramethylethylenediamin

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 20 — polysorbat, polyoxyethylen sorbitan monolaurat

UGT — UDP-glukuronosyltransferasa
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