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Seznam pouZitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2°,5° ADP-Sepharosa 4B 2’,5’adenosyldifosfat-Sepharosa 4B

syndrom ziskané imunodeficience (acquired immune deficiency

AIDS syndrom)

Ared aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy
A, absorbance pfi vinové délce x nm

ATP adenosintrifosfat

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonium]-1-propansulfonat
BCA 4,4¢-dikarboxy-2,2-bicinchoninova kyselina
BIS N,N-methylen-bis-akrylamid

BSA hovézi sérovy albumin

¢ (c,) koncentrace (koncentrace proteinu)

CYP cytochrom P450

cyt bs cytochrom bs

cytc cytochrom ¢

Da dalton

DEAE-Sepharosa CL6B

diethylaminoethyl-Sepharosa CL6B

DLPC dilauroylfosfatidylcholin

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiotreitol

EC Ciselny kéd enzymu

EDTA Na, ethylen diamintetraoctova kyselina ve formé dvojsodné soli

FAD flavinadenindinukleotid (chinoidni forma)
/FADH/FADH, /semichinoidni radikal/hydrochinon

FMN flavinadeninmononukleotid (chinoidni forma)
/FMNH/FMNH, /semichinoidni radikal/hydrochinon

HAP hydroxylapatit

HEPES sodna sul 4-(2-hydroxyetyl)- 1-piperazinethan-sulfonové kyseliny

HIV human imunodeficiency virus

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (high-pressure liquid

chromatography)

1 opticka draha kyvety

M mol/l

M1-MS5 metabolity ellipticinu

MALDI-TOF matrix assisted laser desorption ionization-time of flight

MFO systém monooxygenas se smiSenou funkci (mixed function
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NAD' (NADH)
NADP' (NADPH)
NADPH-GS

P1, AP1,
HP1,23,....)

P450
PAPS
PB
PMSF
RH
ROH
R'OOH
RPM
SDS
SDS-ELFO
sm
TEMED
TLC
TRIS

U

uv

viv

w/v

m

DP1,

oxygenases)
nikotinamidadenindinukleotid oxidovany (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany (redukovany)

NADPH-generujici systém
pufr &islo 1 (2,3,...)

pigment a maximem absorbance pii 450 nm (cytochrom P450)
2’ (nebo3’)-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat

fenobarbital

fenylmethylsulfonylfluorid

substrat

hydroxylovany produkt

organicky peroxid

potet otatek za minutu

dodecylsulfat sodny

elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS
smérnice zavislosti absorbance na Case
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin

chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography)
Tris(thydroxymethyl)-aminomethan

standardni jednotka enzymové aktivity

ultrafialové zafeni

objem/objem

hmotnost/objem

molarni absorp¢ni koeficient

zména absorbance

zména Casu

vinova délka



Uvod

1 UVOD

Nadorova onemocnéni byvaji ¢asto oznaCovana jako civiliza¢ni choroby. Vime vSak
jiz z archeologickych nalezii, Ze nadorova onemocnéni se vyskytovala prakticky vzdy.
Vzhledem k tomu, Ze nejvyznamnéj$im rizikovym faktorem pfi vzniku vétSiny nadori je
vék, je tedy zcela ziejmé, pro¢ se nadorova onemocnéni stala problémem az poslednich 50
let!'), nebot’ doslo diky zlep3ujici se zdravotni a socidlni pé&i k vyraznému prodlouZeni
Zivota. Doba potiebna k nahromadéni kritického poc¢tu genetickych zmén nutnych
pro propuknuti rakovinného procesu dosahuje s prodluzujicim se vékem svého optima'®!.

Tato civiliza¢ni choroba navic postihuje stale nizsi v€kové ro¢niky. Je to dano, oproti
minulosti, zasadn€¢ odliSnou skladbou potravy, kterd obsahuje ptevahu cukri a tukd,
ale také stresem a kontaminaci sloZek Zivotniho prostfedi latkami s karcinogennim
u¢inkem. Nevhodna strava a karcinogeny pfitomné ve vod€, ovzdusi a potravé zptisobuji,
Ze se tvoii vyssi pocet jednotlivych nadorovych buné&k, nez je pro organismus piirozené.
Imunitni systém, ktery mize byt stresem a polutanty oslaben, pak neni schopen na tuto

situaci dostatetn& zareagovat !,
1.1 Karcinogenese

Za Kkarcinogenesi (kancerogenesi) je povaZovan proces maligni (zhoubné)

transformace nenadorové buiiky v nadorovou, nasledné déleni bunééného klonu, véetné

dalsi dediferenciace a zvySovani zhoubného (maligniho) potencialu d&licich se bun&k!* * - *

7. 8]

1.1.1 Nadorova onemocnéni a podstata jejich vzniku

Naruseni regulatniho mechanismu déleni a diferencia¢nich schopnosti buriky vede
k tvorbé nadort. Nddor (n€kdy oznacovan téZ jako novotvar ¢i tumer) je nové vytvofena
abnormalni tkan délici se neregulovanym zpasobem!”),

Nadory byvaji &asto Kklasifikovany podle moZnosti proniknout do jinych tkani
na benigni (nezhoubné), které nemaji schopnost rozsifovat se (metastazovat) do jinych
Casti t&la a lze je diky charakteristickému ohrani¢eni chirurgicky odstranit. Druhou
a mnohem nebezpe¢n&jsi skupinou jsou tzv. maligni (zhoubné) tumory, jez schopnost

metastazovat maji.
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Dalsi déleni nddori muze byt podle tkani, ve kterych vznikly. NejCastéji jsou to
epitelidlni tkané. Svétové prvenstvi v ¢etnosti nadorového onemocnéni uréitého organu
nese karcinom plic, jako druhy karcinom prsu a tieti karcinom Zaludku. Do Sestice
nejcetnéjSich nadort patii kolorektalni karcinom (kone¢niku a tlustého stieva), karcinom
jater a déloZniho &ipku''! (Obr.1).

12,5% Kkarcinom plic

10,19 i
47.1% 0,1% karcinom prsu

ostatni tumory
9,8% karcinom Zaludku

9,5% kolorektalni karcinom

5,8 % karcinom jater
52%

karcinom délozniho &ipku

Obr. 1: Zastoupeni jednotlivych typu nddorovych onemocnéni podle postiZené tkané

ve svete!!

Podstata maligniho zvratu spo¢iva v genetickych zménach (mutacich DNA) pfislusné
buiiky !* &7 % prosttednictvim faktorti uvedenych v kapitole 1.1.2.

Geny, jejichz zmény se mohou podilet na vzniku zhoubného bujeni, nazyvame
onkogeny. Onkogeny jsou geny kddujici proteiny pozitivné€ regulujici normalni rist buiiky,
jejichz poruchy vedou ke ztraté rustové kontroly a pfeméné normalni buiiky v nddorovou.
Nealterované bunééné onkogeny se nazyvaji protoonkogeny“”. Vedle protoonkogeni se
na regulaci bunééného cyklu podili také tumor supresorové geny (antionkogeny), jejichz

produkty potla¢uji proliferaci normalnich somatickych bunék a udrzuji je ve stadiu klidu'.

Miizeme je definovat jako geny, jejichZ inaktivace méa onkogenni G&inky!'> "\

Proces vzniku nadort (karcinogenesi) mtizeme rozdélit do tii fazi (Obr. 2):
1. iniciace
2. promoce

3. progrese
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Buiika, ve které do$lo k mutaci DNA vedouci k aktivaci onkogenti a deaktivaci tumor
supresorovych genli a toto poSkozeni DNA nebylo opraveno reparaénimi enzymy, je
oznatovéna jako buiika iniciovana'®. Tato mutace miize zistat bez funké&nich disledkd
fadu let nebo byt eliminovdna opravnymi mechanismy!'Y. V tomto stadiu miiZe burika
pretrvavat i né€kolik let, pokud vsak neni mutace eliminovana repara¢nim systémem
organismu a ani imunitni systém tuto buitku nezni¢i, mtZe postoupit do dalsi faze vzniku
nadoru - promoce. Plisobenim tzv. promo¢nich faktorti na iniciovanou buiiku mize dojit
vlivem prohlubujicich se zmén v genetické informaci k proliferaci té€chto bunék s poruchou
diferenciace a bun&éné komunikace a tim k vzniku benigniho nidoru'”’.

Ve fazi progrese je maligni transformace buné&k finalizovana. Pisobenim progresoru

se totiZz méni dosud <asteéné kontrolovatelny rast benigniho nadoru na rist

nekontrolovatelny, vznika maligni nddor, ktery infiltruje i do sousednich tkéani a likviduje
. [14]

Jje
Modifikovana DNA Iniciace Promoce Progrese
Metabolicka
\ aktivace XT'?""“C Fixace e
1 1] - "
R e PR\
...... '9-',',",:1, eesasesaey
Biologicky Iniciovane . :
Lo . Preneoplazie  Malignance
EXPOZICE iy Uéinna davka buriky
Intemi davka Nadorové onemocnéni
Detoxikace
l— Reaktivace I__ Latentni obdobi (perioda) _1
Vylouéeni Oprava DNA
EXPOZICE EFEKT
>
{ den 20- 40 let
19. 10]

Obr. 2: Schéma vicestuprniového procesu kancerogenese

1.1.2 Karcinogenni faktory

S vyvojem piirodnich v&d nabylo na vyznamu n&kolik teorii vysvétlujicich pfiCiny
nadorovych procesti: chemicka (vliv nekterych chemikalii), fyzikdlni (napf. vliv

ionizujiciho zafeni, mechanické vlivy)!®! a biologicka (n&které viry, genetické predpoklady,
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pathologicko — fyziologické procesy)!"’!. Teorie o vnitinich faktorech stavi do poptedi
mistni i celkovou dispozici (dédi€nost, oslabeni a poskozeni obranyschopnosti &loveka)'®l.

Nadorové onemocnéni je komplexni dé€j, na némz se podileji faktory zevni (exogenni
karcinogeny) a vnitini (endogenni karcinogeny, dédi¢né mutace). Mezi nejvyznamné&jsi
zevni faktory vztahujici se ke karcinogenesi patii pravé faktory chemické (chemické
karcinogeny) !+ * - ¢ 7 1% Mezinarodni organizaci pro vyzkum rakoviny bylo pies padesat
rozdilnych chemickych sloucenin ohodnoceno jako karcinogeny vyvolavajici nadorova
onemocnéni u &loveka'®),

Chemické karcinogeny lze podle mechanismu jejich pisobeni rozdélit do dvou
zakladnich skupin. Genotoxické karcinogeny se vazou na DNA kovalentni vazbou, tvofi
tedy kovalentni adukty!® '8l Pravé kovalentni modifikace DNA (vznik kovalentnich
aduktil) je povaZzovana za nejvyznamngjsi z hlediska iniciace nadorovych procesi!'’\. Vedle
genotoxickych karcinogenid jsou znamy karcinogeny epigenetické, které téZ modifikuji
DNA, avSak nekovalentné. Ptiklady mechanismii poskozeni DNA jsou uvedeny
na obriazku 3, mezi nejduleZitéjsi patfi interkalace do dvousroubovicové struktury DNA,
8.9.15]

jedno- a dvoutetézové zlomy v DNA, cross-linking atd
Rada karcinogenti zpiisobi modifikaci DNA teprve aZ po své metabolické aktivaci®).

ALKYLACE BAZI
VYSTEPENI BAZE (alkyiaéni ¢inidla)
(alkylaéni &inidla) l

l PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTNi ADUKT
(UV zareni) (benzo{a]pyren)

|

INTERMOLEKULARNI CROSS-
~LINKING (cis-platina, psoralen)

JEDNORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X—paprsky)
INTRAMOLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
(cis—platina) (UV zareni)

Obr. 3: Priklady mechanismii poskozeni DNA riiznymi vnéjSimi faktory!®!
1.2 Lécba nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni predstavuji zavaZzny celospolecensky problém. Utinna
prevence jejich vzniku je zna¢né nedokonala a v€asna diagnostika je stale spise vyjimkou.

Tim vét§iho vyznamu nabyva lé¢ba zhoubnych nadori. A¢koliv dnes jiZ dovedeme né€ktera

10
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nadorova onemocnéni vylécit, nelze v $irSim méfitku povazovat vysledky 1é¢by za zcela
uspokojivé!'®l.

Lécba nadorovych onemocnéni je komplikovana zejména skuteCnosti, Ze 1éEbou
potfebujeme zcela zniit buriky nikoli cizorodé, jak je tomu napiiklad u bakteridlnich
infekci, ale t€lu vlastni. Nadorové buriky se sice vice ¢i méné li§i od norméalnich bunék,
ze kterych vznikly, a proto by teoreticky mély byt rozpoznany imunitnimi mechanismy
a eliminovany. Odli$nosti od normalnich bun¢k jsou v3ak bud pfili§ malé, takZe jsou
imunitnim systémem ignorovany, nebo nadorové buriky vyuZivaji mechanismy, které jim
umoziiuji paralyzovat nékteré zbrané imunitniho systému!'*!.

V soucasné dob€ se pouzivaji zadkladni tfi terapeutické metody: chirurgicka 1é¢ba,
radioterapie a medikamentdzni 1é¢ba cytostatiky neboli chemoterapie. Ve vétsiné piipada
nesta¢i k Gspé$nému lé€eni nebo vyléceni pouze jedina z uvedenych metod. Vét§i nadéji
na uspéch ma zpravidla komplexni pfistup vyjadfeny jejich vzajemnou kombinaci, nebot’
tyto zékladni metody protinadorové 16¢by se vhodng dopliiuji'®).

Chirurgickym zakrokem Ilze odstranit objemny nador, ktery je ohranieny
a neprorusta do vitaln¢ dulezitych struktur. Po zakroku lze ozafenim do jisté miry
eliminovat rezidualni tumor. Diseminovany nadorovy proces v$ak miize ovlivnit jediné
chemoterapie. U n€kterych typl nadord, spiSe vSak ve specialnich pfipadech, se uplatiiuje

i imunoterapie. Lé&bou budoucnosti by se mohla stat terapie genova!'* 2%,

1.2.1 Chemoterapie

Chemoterapie je z vy$e zminénych metod metodou nejmladsi. Pivodné byla chapana
jako metoda dopliikova, postupem ¢asu viak nabyvala na vyznamu a dnes je rovnocenna
chirurgické 1é¢bé i radioterapii.

Pfes vyznamné pokroky, kterych bylo v lé¢bé nadorti chemoterapii dosaZeno, nejsou

120.21]

dne$ni moznosti protinadorové terapie zcela uspokojivé Citlivost nadorti

k chemoterapii je pro rtizna naddorovd onemocnéni zna¢né rozdilna. Dle tohoto kritéria

muZe byt chemoterapie rozdélena do n&kolika kategorii®* *"):

e kurativni (primdrni) chemoterapie - uréena pro 1é¢bu nadord s vysokou citlivosti

k podavanému cytostatiku s pfedpokladem trvalého vylééeni pacienta.

11
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e paliativni chemoterapie - podavana za u¢elem zvySeni kvality a prodlouzZeni
Zivota pacienta, u néhoZ je nadé€je na vyléceni mala.

e adjuvantni chemoterapie - pouzivana jako dopliujici lé¢ba pii indikaci jiné
zakladni terapeutické metody (chirurgické 1é¢by, radioterapie) za ucelem zvySeni
ucinnosti téchto metod a zniceni zbytkové populace nadorovych bun¢k.

e neoadjuvantni chemoterapie — urCend pro =zlepSeni operability nadoru

pted chirurgickym zékrokem.

Podil chemoterapie na celkovém uspéchu 1é¢by nadorovych onemocnéni je uveden

na Obr. 4!'* 81,

Nemocni Nemocni
s metastazujicim s lokalizovanym
onemocnénim onemocnénim
N nn

necitlivi k 1é¢b¢
. vylé€itelni lokdlnimi
cytostatiky

metodami
citlivi k 16¢bé

cytostatiky

Chemoterapie:

paliativni

kurativni
adjuvantni nevylétitelni lokalnimi

metodami

Obr. 4: Podil chemoterapie na celkovéem uspéchu lécby nddorovych

onemocnéni ' ¥

1.2.2 Farmakokinetika cytostatik

Farmakokinetika cytostatik zahrnuje fadu dil¢ich pochodu, které spolu velmi uzce
souviseji a vzajemné na sebe navazuji *"":
Resorpce - rychlost a stupefi resorpce zavisi na fad¢ faktord, z nichZ nejvyznamnéjsi jsou

aplikacni cesty, aplika¢ni formy (rozpustnost) a prinik cytostatik membranami

12
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(pasivni ¢i usnadnéna difuse, aktivni transport, filtrace membranovymi pory,
pinocytosa).

Distribuce je komplexnim procesem, v némz se uplatiiuje cela fada faktori. Koncentrace
cytostatika v jednotlivych organech i v cilové tkani je dana mimo jiné prokrvenim
piislusné tkané ¢i nadoru. V intravaskularnim prostoru mize dochazet v rizné
mife k vazbé na krevni elementy nebo na bilkoviny krevni plasmy (pfevazné
nespecificky na albuminovou frakci), coz mize byt pfiinou snizené dostupnosti
lé¢iva pro cilové tkan€. Z extracelularniho prostoru miZe dochéazet k vazbé
cytostatika na necilové tkan€. Po priniku membranou se jen Cast vaZe pfimo
na cilovy receptor. Zbyvajici ¢ast vazbou na intracelularni bilkoviny a lipidy tvofi
jakousi rezervu.

Biotransformace (kapitola 1.3) méni u€innost a fyzikalni vlastnosti latky - metabolity jsou
polarn€j§i, méné¢ rozpustné v lipidech. Metabolické pfemény léCiv se ucastni
jednak enzymy intermedidlniho metabolismu, jednak enzymy piitomné
v tzv. mikrosomalni frakci bun¢k. Aktivita biotransforma¢nich enzymd mutze byt
ovlivnéna kuptikladu soucasné podavanymi léky.

Vyludovani ledvinami zdvisi na faktorech extrarenalnich (povaha latky, vazba
na bilkovinu, biotransformace) a renalnich (glomerularni filtrace, tubularni
sekrece). Snadno jsou exkretovany polarni metabolity, naopak lipofilni latky jsou
Casto v tubulech zpétn€ resorbovany. Vylu€ovani jatry je Casté u cytostatik

s velkymi molekulami (antibiotika).

1.2.3 Mechanismus protinadorového ucinku cytostatik

Cytostaticka 1é¢ba je zaloZena na omezeni bunééné proliferace nadorovych bunék.
Cytotoxicky uc¢inek protinddorovych 1é¢iv zavisi na jejich chemické povaze a 1ze ho vylozit
nékolika zakladnimi mechanismy!'®):

1. Porucha syntézy nukleovych kyselin inhibici riznych kli¢ovych enzymi

metabolismu latkami, které se strukturalné podobaji pifirozenym metabolitim

a oznaluji se proto jako analoga nebo antimetabolity. Mohou blokovat dil¢i reakce

intermedidlniho metabolismu nebo jsou nejprve samy metabolicky proménény,

aktivovany, zpravidla pteménou na nukleotid, a v této formé v¢lenény do nukleovych

kyselin. Toto vélenéni chybného metabolitu vede k syntéze falesné DNA, jejiz funkce
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(pfedevsim replikace) jsou pak poruSené. Podle substratd, na jejichz trovni
antimetabolity pisobi, se rozeznava n€kolik skupin. Jsou to analoga kyseliny listové
(metotrexat), analoga purinti (merkaptopurin), analoga adeninu (2-deoxykoformycin)
a analoga pyrimidint (5-fluorouracil).

2. PFimé poskozeni struktury a funkce jiz hotovych nukleovych kyselin.
Dochazi k nému vlivem latek, jejichz mechanismus putisobeni je zaloZen bud
na kovalentni vazbé cytostatika na DNA, tzv. alkylace (cyklofosfamid)
nebo na vazbé nekovalentni, tzv. interkalace (doxorubicin). Vysledkem je v obou
ptipadech znemoZnéni replikace DNA. Tieti moZnosti mechanismu je pfimé
roz$tépeni molekuly DNA cytostatikem (bleomycin).

3. Alterace (poSkozeni) tzv. mikrotubuliarniho proteinu. Denaturaci
nebo stabilizaci mikrotubularniho proteinu dochazi k poSkozeni déliciho vieténka,
které zajistuje pfi mitéze spravnou migraci chromosomti k polim délici se buiiky,
a tim k zablokovani mitézy v metafazi. Takto plisobi zejména alkaloidy (vinblastin,
vingcristin).

4. Porucha proteosyntézy. V praxi se pouZiva omezen€, nebot’ latky inhibujici
proteosyntézu jsou vétSinou znatn€ toxické. OsvédCila se zejména
L-asparginaza, ktera pfeméiuje L-asparagin na kyselinu asparagovou a amoniak.
Nedostatek této aminokyseliny se pak projevi poruchou proteosyntézy v buiice.

S. Po3kozeni bunééné membrainy.
1.3 Biotransformace xenobiotik

Cizorodé latky hydrofobni povahy prochazeji snadno biologickou membranou
dovnitt bun€k organismu, jejich cesta zt€la ven je vSak obtiznd. Dochazi proto
k nerovnovaze mezi vstupem a eliminaci z organismu, a tedy k jejich akumulaci®. Latky
lipofilniho charakteru nemohou byt ztéla vyloueny pfimo, ale musi byt nejdiive
pieméné&ny na polarn&jsi metabolity snaze se vyludujicil™!.

Za biotransformaci cizorodych latek jsou oznaovany procesy, které by mély vést
k jejich snadnému vyloueni z organismu nebo potlateni jejich ptisobeni**),

Procesy obecné nazyvané biotransformace xenobiotik miiZeme rozdélit na dvé cesty,
a to detoxifikaéni (vznikaji netoxické, biologicky inertni latky) a aktivaéni, kterd je

vyznamna u né¢kterych 1é¢iv, ale aktivovano je t€Z 98 % genotoxickych karcinogent'®,
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K detoxikaci a naslednému vylouceni xenobiotika dochazi vétSinou jeho napojenim
(konjugaci) na né€ktery z bé€Znych endogennich produkti metabolismu. Pokud cizoroda
latka neobsahuje ve své molekule skupinu schopnou konjuga¢ni reakce, musi se takova
skupina nejprve vytvofit. Biotransformace mnohych xenobiotik (zejména u Zivo¢ichi) jsou

proto dvoustupiiové procesy!*® (Obr. 5).

KARCINOGEN

Metabolicka detoxikace

Metabolicka aktivace l

1.FAZE BIOTRANSFORMACE
(oxidace, redukce, hydrolyza)

Aktivovany karcinogen Detoxikovany karcinogen

2. FAZE BIOTRANSFORMACE
(konjugace s kys. glukuronovou,
glutathionem, aktivnim sulféatem,
acetatem)

\J A

Perzistentni adukty v onkogenech a Konjugat
tumor supresorovych genech
Mutace Eliminace z burfiek
Nadorovy proces Vyloudeniz organismu

Obr. 5: Schéma mechanismu piisobeni chemickych karcinogenit®
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1.3.1 1. faze biotransformace xenobiotik (derivatizacni faze)

V prvni fazi biotransformace dochazi ke zvySeni polarity xenobiotika zabudovanim
funkénich skupin do jeho molekuly nebo k demaskovani funkénich skupin jiZ
piitomnych!*”).

Reakce derivatiza¢ni faze 1ze rozdélit na oxidaéni, redukéni a hydrolytické. Mezi
oxidaéni reakce patti C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, dealkylace,
deaminace, epoxidace, oxidace alkoholti, aldehydt aj. Ptikladem reakci hydrolytickych
jsou hydrolyza esteri ¢i amidi. Tretim moZnym mechanismem je redukce (nitro-
a azoredukce). Touto redukéni cestou mohou byt aktivovany karcinogeny: 2-nitroanisol®®),

1-nitropyren'®**°!, 1,6-dinitropyren'®’! B1.32.33)

, ¢i aristolochové kyseliny

Mezi enzymy katalyzujici derivatiza¢ni reakce xenobiotik patfi jednak enzymy
mikrosomalni frakce (subcelularni systém ziskany destrukci endoplasmatického retikula
pfi homogenizaci bunék), tak cytosolu (timto pojmem je oznaCovan roztok cytoplasmy
a izolatniho pufru). KliCovym enzymovym systémem I. faze biotransformace je
mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou funkci (kapitola 1.4) obsahujici
cytochrom P450. Dal$imi enzymovymi systémy participujicimi na derivatiza¢ni fazi jsou
D,T-diaforasa, hemové peroxidasy, mikrosomalni monooxygenasa obsahujici flavin

(Ziegleriv enzym), alkohol- a aldehyddehydrogenasy a reduktasy (cytosolarni

xanthinoxidasa)'**.

1.3.2 2. faze biotransformace xenobiotik (konjugacni fize)

V druhé fazi biotransformace jsou na reaktivni funkéni skupiny vytvofené
v derivatiza¢ni fazi vazdny malé endogenni hydrofilni molekuly. Timto krokem se je$té
zvy$i polarita pivodné hydrofobni molekuly a usnadni se tim jeji vylou€eni z organismu.
Exkrece nejéast&ji probiha mogi a Zlugit®* >,

Mezi reakce podilejici se na biotransformaci patfi: konjugace s kyselinou
glukuronovou, s glutathionem, s glycinem, sulfatovad konjugace, dale pak methylace
a acylace®®. Nejtypi¢t&jsi konjugaty u Zivogicht, vyludované moéi, jsou O- nebo N-
glukosiduronaty. Konjugaci derivatizovaného xenobiotika s UDP-glukosou katalyzuje

[22]

enzym UDP-glukuronosyltransferasa Za vyraznou soucast antikancerogennich

procesi je povaZovan enzym glutathion-S-transferasa, ktery je schopen vézat reaktivni
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metabolity a katalyzovat jejich vazbu s glutathionem'*”. Pomoci peptidas je y-glutamylovy
zbytek odstépen v ledvinach a glycylovy v jatrech (méné asto se tvofi konjugaty pfimo
s cysteinem za katalyzy transpeptidasou). Cysteylovy zbytek je dale acetylovan a vznika
merkapturova kyselina, kterd jiz muze byt vylouena moci. Glutathion a cystein jsou
povaZovany za ,scavengery*“ (vychytavade) cizorodych latek!*2.

Vykaly jsou vylu€ovany naptiklad konjugaty fenolické povahy s aktivnim sulfatem
nebo konjugaty karboxylovych kyselin s glycinem nebo taurinem. Takto se také vyluCuje
kyselina cholova, ktera je finalnim produktem degradace endogennich steroidnich latek*?!.

Druhé faze biotransformace je ve vétsing p¥ipadi fazi detoxika¢ni!®!, miZe v ni viak
u konjugath se sulfitem vznikajicich z N-hydroxylovanych aromatickych aminti G¢inkem
sulfotransferas. Konjugat sulfatu s N-hydroxyslou¢eninami (z prvni faze biotransformace)
je vkyselém prostfedi moci nestabilni a rozpadd se za vzniku nitréniového (event.
karbéniového) iontu®®; vznika tak elektrofil reagujici s DNA a proteiny. Enzymovymi

systémy stfevni flory miize také dojit k sekundarni dekonjugaci®”).

1.4 Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO systém)

Do skupiny enzymil oznacovanych jako monooxygenasy patfi oxygenasy (oxidasy)
se smiSenou funkci (,,mixed function oxidases*, MFO), obsahujici cytochrom P450 (CYP)
jako terminalni oxidasul®® **! dale flavoproteinovy enzym NADPH:CYP reduktasu,
ktera slouzi jako dé¢li¢ elektronového péaru a tfeti neméné duleZitou &asti je membrina
endoplasmatického retikula (ER). Fakultativné muze jesté obsahovat cytochrom bs
a NAPDH: cytochrom bs reduktasul*?/.

MFO systém katalysuje celou fadu oxidacnich, oxygenacnich, popf. redukénich
reakci, pfiéemz vyuziva predev§im molekularni kyslik*"l. Pro svoji aktivitu vyZaduje
molekulu kysliku a ptitomnost kofaktoru, ktery je schopen jej aktivovat. Jako kofaktory
slouzi napt. pfechodné kovy (nejcastéji nehemové i hemové Fe) nebo flaviny!®8: 3% 41- 421,
Tento enzymovy systém katalyzuje inkorporaci jednoho atomu kysliku do molekuly

hydrofobniho substratu, pti¢em druhy atom kysliku je redukovén na vodu!®*!.

MFO systém miiZe byt lokalizovan!®':
¢ Na vnéjsi strané¢ membrany hladkého i hrubého endoplasmatického retikula
v organech exponovanych latkami cizorodé povahy (jatra, ledviny, plice, GIT, kize,

mozek). Zde se ucastni prvni faze biotransformace xenobiotik.
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e Na mitochondriilni membrang, jak je tomu zejména v kife nadledvin, kde
participuje na metabolismu endogennich latek (naptiklad steroidi a mastnych

kyselin).

1.4.1 NADPH: cytochrom P450 reduktasa

NADPH:CYP reduktasa (EC 1.6.2.4) je ,,Zluty protein“ lokalizovany v membranach
endoplasmatického retikula, ktery katalyzuje pfenos elektroni z NADPH na vSechny
znamé formy cytochromu P450*Y (v daném organismu je jedna forma
NADPH:cytochrom P450  reduktasy  schopna  spolupracovat svice formami
cytochromu P450). Pfenos elektronti byl popsan také na cytochrom c, cytochrom bs, hem
oxygenasu, ferrikyanid, elongasu mastnych kyselin a dalsil*!. Za urcitych okolnosti miize
byt NADPH:cytochrom P450 reduktasa zastoupena NADH:cytochrom bs reduktasou,
ktera jako koenzym vyuziva NADH!*,

NADPH:CYP reduktasa ma dvé funkéni domény, hydrofobni N-terminalni (6 kDa),
ktera je zakotvena v membran&!*®! a hydrofilni C-terminalni doménu (72 kDa)!*”).

Funkce NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy jako délie elektronového péaru
byla vysvétlena na zakladé rozdilnych redox potenciali obou flavinovych (FMN i FAD)
prosthetickych skupin!**-*°!,

Jak je patrné z obrazku 6, pfijemcem elektroni od NADPH je FAD, ktery elektrony
dale pfedava FMN. Za jednoelektronovou redukci CYP, ktery je akceptorovou molekulou,
je zodpovédny zcela redukovany hydrochinon FMNH, (v ptipad¢ savéi NADPH:CYP

reduktasy)!**/.

NADPH P450gep P450gep
FMNH __\ p FMNH __o FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD "y FADH; FADH FaDH P pap FAD
1e NADP* e Je P4500x 2e 2e P4500x 1e

Obr. 6: Schéma pFenosu elektronii mezi flaviny NADPH:CYP reduktaS)/ 4

1.4.2 Cytochrom P450

Garfinkel s Klingenbergem v roce 1958 objevili v jaternich mikrosomech pigment,
ktery po redukci vykazuje vkomplexu soxidem uhelnatym absorpéni maximum
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pfi 450 nm"** °"l, Hemoproteinovy charakter tohoto pigmentu dokézali roku 1964 Omura
a Sato”!. Na zakladé podobnosti povahy vazby hemu cytochromit b a podle netypického
maxima Soretova pasu jej nazvali cytochromem P450° (Obr. 7).

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) je termindlni oxidasou MFO systému:
zprostiedkovava vazbu molekularniho kysliku, jeho aktivaci a zabudovani jednoho atomu
kysliku do molekuly substratul™!, pti¢em2 druhy atom kysliku je redukovan na vodul®¥.
Elektrony potfebné k redukci doddava NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa!**!,
pfipadngé NADH:cytochrom bs reduktasa!®’,

Porfyrinovy skelet (protoporfyrin LX) je v proteinové molekule enzymu vazan
hydrofobnimi silami a zaroven prostiednictvim thiolatové siry sulthydrylové skupiny
cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu, kterd je proximalnim (patym) ligandem

5] Nejedna se tedy o klasicky cytochrom (protoporfyrin IX vazan

[43.57]

Zeleza v hemu
prostiednictvim imidazolového zbytku histidinu), ale o hemthiolitovy protein

Toto uspofadani umoZiiuje vyjimeéné chovani téchto hemoproteinti a odliSuje je

od v&tsiny ostatnich hemoproteint (odlidné spektralni a katalytické vlastnosti)®® * ¢,

Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody!**!.

Cytochromy P450 diky pfechodnému charakteru hemového Zeleza existuji ve dvou
[22.45.57].

spinovych forméach
e Vysokospinova forma vznika
v piipadé, Ze ion Zeleza je
v pentakoordinovaném stavu
a vSechny jeho valen¢ni
elektrony jsou nesparované
(spin 5/2). lon Zeleza je
,Vytahovan* thiolatovou
skupinou nad rovinu

porfyrinového skeletu. Tato

forma vykazuje maximum

Obr. 7: Struktura lidského cytochromu Séretova pasu pii 390 nm.
P450 344/5 o Nizkospinova forma (spin 1/2)

je charakteristicka absorpénim maximem pii 418 nm. Ion Zeleza je hexakoordinovin,

hemové Zelezo tedy interaguje jest€ s jednim ligandem (napt. s -OH, -COOH nebo -NH,
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431 &i atomem kysliku z molekuly

skupinou postrannich fetézci aminokyselin apoproteinu
vody'**) a nachézi se pak prakticky v roviné kruhu protoporfyrinu IX.

Ob¢ spinové formy jsou v klidovém stavu v rovnovaze. Jejich pomér se zna¢né méni
pii vazbé substratu do vazebného mista, kdy dochazi k vytlaceni $estého ligandu, a tedy
naristu obsahu vysokospinové formy. V absorpénim spektru se tedy ukaze nartst
absorbance pfi 390nm a pokles pti 418nm - tzv. ,substratové spektrum”. Sestym
ligandem Zeleza se v§ak muze stat i samotny substrat (i nepfeméniovana latka vazajici se
do aktivniho centra enzymu), pak registrujeme pokles absorbance pii 390 nm a nartst

(dle heteroatomu) pti 418 a% 460 nm, tedy tak zvané , ligandové spektrum™*?,

1.4.2.1 Enzymové funkce cytochromu P450

e Oxidasova funkce - aktivace biatomické molekuly kysliku pro kli¢ové reakce!®?.

Spontani reakce organickych molekul s atmosférickym kyslikem jsou spinové

zakazané. V aerobnich organismech se proto nachazi fada proteini nesouci

prosthetickou skupinu s kovem nebo flavinem, s jejichz pomoci jsou schopny

oxida¢ni potencial kysliku vyuzit!®?,

o Oxygenasova aktivita - zabudovani kysliku do molekuly malo reaktivniho
substratu.

¢ Redukéni reakce - elektrony poskytnut¢é NADPH:cytochrom P450 reduktasou
mohou redukovat pfimo substrat a nejsou vyuZity k aktivaci molekuly kysliku.
K tomu dochazi, pokud je hydrofobni substrat zirovefi dobrym ligandem Zeleza
porfyrinového skeletu, a je tedy vazan jako Sesty ligand misto kysliku. Tento
mechanismus je popsan in vitro a existuji i nepfimé dikazy pro jeho prib&h
in vivo!,

e Peroxidasova aktivita - misto kysliku je druhym substratem organicky peroxid
(R*OOH) nebo peroxid vodiku!®’. Pro prib&h reakce neni potfeba NADPH jako

zdroj elektrond!®l. Produktem reakce je stejné jako pfi klasickém mechanismu

hydroxylovany substrat (ROH):

RH + R*OOH — ROH + R*OH
¢ Produkce H,0; a aktivnich forem kysliku - k tomuto jevu dochézi tehdy, kdyz
MFO systém interaguje s latkou, ktera se obtizn¢ hydroxyluje (je pouze hydrofobni,
tvoii komplex senzymem, ale té¢Zko se do ni zabudovava kyslik). Probéhne

20



Uvod

oxidasova faze funkce cytochromu P450 (aktivuje se molekula kysliku), ale uz
neprob&éhne fize oxygenasova. Aktivni forma kysliku je z molekuly uvolnéna

do okoli, kde ptijme protony nebo dismutuje!*?'.

1.4.2.2 Reakéni mechanismus monooxygenasové reakce

Monooxygenasova reakce je nejtypi¢téjsi reakci katalyzovanou cytochromy P450.
Pribéh reakce zahrnujici aktivaci molekuldrniho kysliku a zabudovani jednoho
atomu do molekuly substratu obecné vyjadfuje sumarni rovnice (kde RH je substrat a ROH

hydroxylovany produkt reakce)**!:

RH + O; + NAD(P)H + H' — ROH + H,0 + NADP"

Reakéni cyklus sestava alespori zosmi kroki®” a je schematicky znizornén

na Obr. 8:

A V klidovém  stavu  je
hemové Zelezo ve ferri
form¢ (Fe) a je
hexakoordinované(I).

Po vniknuti substritu RH
do aktivniho mista dojde
k vytla€eni Sestého ligandu
Zeleza, které zlstane
pentakoordinované, a téz

dojde ke konformaé¢ni

: zméneé v molekule
e “ovs enzymul®* ().

Obr. 8: Reakcni cyklus cytochromu P450'%/ , )
Vazbou substratu  je

umoznéna jednoelektronovd redukce cytochromu P450 interakci s NADPH:CYP

reduktasou, ¢imZ se hemové Zelezo redukuje na ferro formu (Fe') a zistava stale

pentakoordinovano. Tato forma enzymu je pak schopna vazat molekularni kyslik nebo jiné

ligandy (I1I). Navazanim molekularniho kysliku se dale tvoii ternarni ferri-superoxidovy

komplex, kde je Zelezo opét hexakoordinované. Tento nepfili§ stabilni komplex je dale
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redukovan NADPH:CYP reduktasou nebo NADH:cytochrom bs reduktasou, ¢imz dochazi
k aktivaci kysliku na peroxidovy anion (Iv). Vazba kysliku
na formu (III) miZe byt inhibovana v ptitomnosti oxidu uhelnatého, ktery tvofi ternarni
ferrokomplex cytochrom P450-CO-RH™*! (V). Komplex cytochromu P450 s biatomickou
molekulou kysliku po druhé redukci je jiZz zcela aktivovanou formou cytochromu P450,
ve které dochazi k heterolytickému $t€peni vazby O-O, pfi¢emZ jeden atom kysliku je
redukovan, pfijme dva protony a dojde k uvolnéni vody (VI). Zatimco druhy ziistane vazan
na Fe hemu a vznika tak ferrioxenovy komplex (VII), ktery je stabilisovan mesomernim
posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Takto vznikly reaktivni kyslikovy radikal je
schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly vhodného substritu za vzniku radikalu
substratu a hydroxylovaného radikdlu vdzaného na Fe hemu. Dochazi k rekombinaci
radikald za vzniku nativni formy cytochromu P450 a hydroxyderivatu substratu (ROH),

.. i
jemz je z enzymu uvolnen[” 66. 67, 681'

1.4.2.3 Nazvoslovi cytochromi P450

Cytochromy se vyskytuji vriznych isoformach (isoenzymech), které jsou
na zakladé homologie jejich primarni struktury (pofadi aminokyselin) fazeny
do genetickych rodin a podrodin'®”’.

Soucdasné systematické nazvoslovi navrhli Nebert a spolupracovnici, podle které¢ho
jsou cytochromy P450 oznafovany zkratkou CYP, za ni nésleduje ¢islo pfislusejici rodiné
a déle velké pismeno znagici podrodinu cytochromii P4501%!. Jednotlivé isoenzymy jsou
pak urleny &islem za pismenem podrodiny. Do stejné rodiny patii cytochromy P450,
u kterych byla nalezena vice neZ 40% homologie aminokyselinové sekvence jejich

proteinti, do stejné podrodiny pak ty, které vykazuji homologii vice nez 60 %!,

1.4.3 Cytochrom bs

Cytochrom bs je maly (16 kDa)!’””!, cylindricky, kysely membranovy protein!™!

skladajici se z $esti a-helixii a p&ti B-skladanych listal”®). Sougasti tohoto hemoproteinu je
nekovalentné vazana jedna &i dv& molekuly hemu b,

Sklada se ze dvou domén, vétsi hem vazajici hydrofilni domény, jez je aktivni
vredox reakcich, a zmen$i hydrofobni domény, kterdA ukotvuje protein

[75. 76.

do membrany 77- 78 Tato hydrofobni doména je v membrang vazana karboxylovou
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¢asti obsahujici 14-18 aminokyselin a je spojena s globularni doménou oblasti tvofenou
7 aminokyselinami bohatymi na prolin a nasledujicimi 7 aminokyselinami umisténymi
na konci polypeptidového Fetézce!’”®. Hem je lokalizovan v hydrofobni ,kapse“ a hemové
Zelezo je koordinovano dvéma pln¢ konzervovanymi postrannimi fetézci histidint, jejichz
vazba v pozici patého a Sestého ligandu hemového Zeleza zabratiuje jeho pfimé interakci
s molekularnim kyslikem. Pfesto je cytochrom bs schopen fungovat jako prostfednik
ptrenosu elektronti mezi reduktasou a oxida¢nimi enzymy'’"..

Tento membranové vazany protein, lokalizovany v membrané endoplasmatického
retikula mize pHjmout elektron od NADPH:cytochrom P450 reduktasy!’™ ®- 8!- 82 #3. 84]
nebo od NADH:cytochrom bs reduktasy® !, Takto redukovany cytochrom bs poskytuje

dal’s 76 771

reduk¢ni ekvivalenty pro syntézu nékterych lipi a dale je donorem elektronu

proteinovym elektronovym akceptorim jako napfiklad cytochromu cl86. 7. 8889

cytochromu P450!7> 7677871 metmyoglobinu®”! & methemoglobinu®"l,

1.4.3.1 Mechanismus piisobeni cytochromu b

Z dosud provedenych studii je zfejmé, Ze cytochrom bs ma vliv na rizné enzymové
systémy véetné MFO systému. Pfesny mechanismus vSak nebyl doposud zcela objasnén
a je vykladan &ty¥mi zpasoby!”!:

1. Jeden z piedpoklidanych mechanismu se tyka ptimého pfenosu druhého
elektronu z cytochromu bs do monooxygenasového reakéniho cyklu. Pravé
rychlost pfijeti druhého elektronu se zda byt limityjicim krokem
v monooxygenasové reakci cytochromi P450. Pokud neni druhy elektron,
ktery je tfeba k tvorbé vice aktivovaného molekularniho kysliku navazaného
na cytochrom P450, doru¢en dostate¢né rychle, dochazi k rozpadu komplexu

a uvolituje se superoxidovy anionradikal misto oxidovaného substratul?®- 3671,

2. DaBi vyklad tohoto mechanismu uvadi cytochrom bs jako pozitivni
modifikdtor monooxygenas, ktery sniZuje Cetnost rozpojeni komplexu se
superoxidovym anionradikdlem. Umoziiuje totiZ rychlej$i vstup druhého
elektronu do monooxygenasové reakce a tim zabraituje rozpadu komplexu se
superoxidovym anionradikalem. Vytvofi se tak aktivovany kyslik, ktery

reaguje se substratem a tvoki se produkt!*®-3* 71,
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3. Tieti moZnost vykladu se zaklada na tvorbé dvou-hemoproteinového
komplexu mezi cytochromem P450 a cytochromem bs. Bez cytochromu bs
pfijima cytochrom P450 elektron od reduktasy, poté disociuje vazbu
s reduktasou, vdZe kyslik a opét tuto vazbu reasociuje a pfijima druhy
elektron. Vytvofeni komplexu s cytochromem bs by posilovalo rychlost
formovani aktivniho kysliku odstran&nim dvoji interakce s reduktasou!”® > 7],

4. Ctvrty mechanismus predpokladd pfimé pisobeni cytochromu bs jako
efektoru, zvyS$ujici tvorbu produktu, bez oxida¢né-redukéni role
v monooxygenasové reakci. To by potvrzovalo stimulaci nékterych
cytochromi P450 nejen cytochromem bs, ale i cytochromem bs postradajicim
hem (apo-cytochrom bs). Cytochrom bs v takovém ptipad€é pravdépodobné
posiluje rozklad oxygenovaného hemoproteinu na produkty nebo usnadni tok

elektroni pres systém!?® ¢ 7%,

1.4.3.2 Vliv cytochromu bs na reakce katalyzované MFO systémem

Z dosavadnich studii lze usuzovat, Ze cytochrom bs miZe v tadé reakci
katalyzovanych cytochromy P450 (napf. 3A4, 2C9, 17A, 4A7)"? pusobit stimulatng,
nekteré reakce viak muZe naopak inhibovat!’’). Experimentalni vysledky zjevné zavisi
na dané isoformé¢ CYP a téZ na navazaném substratu!”” **). Funkce cytochromu bs je zatim

znamé pouze u nékterych izoforem cytochromu P450 a jejich substrata!”!.

1.5 Ellipticin

Ellipticin (5, 11-dimethyl-6H-pyrido[4, 3-b] karbazol, Obr. 9) a nékteré jeho derivaty
patfi mezi alkaloidy isolované z rostlin &eledi Apocyanaceae (Ochrosia elliptica, Ochrosia
borbonica, Excavatia coccinea). Vykazuji vyznamnou protinadorovou aktivitu!** > - %71,
Ellipticin samotny a jeho polarngj§i derivaty 9-methoxyelipticin a 2-methyl-9-
hydroxyelipticin jsou ve formé& acetatu jiz dlouhou dobu farmakologicky vyuzivany,
pfedeviim k 1é¢bé¢ pokrodilého karcinomu prsu skostnimi metastazemi, akutni
myeloblastické leukemie, sarkomii ledvin, a karcinomu $titné zlazy!'* ** *!. Byla zjisténa
i jejich anti-HIV aktivita, proto se zkouma i pouziti ellipticinu pfi inhibici reversni

transkriptasy p¥i 16¢b& AIDS!'? "', Prednosti elipticinu je jeho vysoka G&innost a relativng
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nizké vedlejsi u€inky (jeho hematologicka toxicita je zanedbatelnd, nefrotoxicita je

mechanismem vzniku podobna cis-plating)!'* "%/,

1.5.1 Biotransformace ellipticinu

Ellipticin je v organismu pfemériovan na nasledujicich pét metaboliti (Obr. 9):

CH,
XN
N F
: CHy CYP2D6 CHy CYP1A2 H CH,OH
Ellipticin 13-OH-Ellipticin
R M3
CYP3A4
CYP2C9
CH3OH CH,
/ Z
H CH, H CH, H e
9-OH-Ellipticin 12-OH-Ellipticin N(2)-oxid Ellipticinu
M5

M M2

Obr. 9: Schéma metabolismu ellipticinu cytochromy P450''"/

Metabolity ~ 9-hydroxyellipticin,  12-hydroxyellipticin,  13-hydroxyellipticin,
7-hydroxyellipticin a N(2)-oxid ellipticinu jsou tvofeny nejen lidskymi jaternimi

mikrosomy, ale rovnéz i mikrosomy modelovych organismi (potkan a kralik)*,

1.5.2 Mechanismus tcinku ellipticinu

Ellipticin ptisobi nékolika mechanismy G¢inku:
1. Interkalace do dvousroubovicové struktury DNALl'- 104 105, 106)

zpiisobena slabymi reverzibilnimi interakcemi s bazemi DNA!"""), vyplyva z velikosti
a tvaru molekuly ellipticinu. Interakce mezi methylovou skupinou ellipticinu

a thyminem v interkala¢nim mist& je ur&ujici pro orientaci této slou¢eniny v DNA!'%!,
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Ellipticin je diky své fluorescenci pouZivan i jako modelova interkalarni
slou¢eninal'* '*!,

2. Inhibice topoisomerasy II. Ellipticin interaguje bud’ s molekulou DNA
nebo s proteinem topoisomerasy II za tvorby ternarniho katalyticky neaktivniho
komplexu, ktery vede ke stimulaci tvorby fetézovych zlomd v DNA!'').

3. Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53!"'" ''?l jejiz p¥icinou je
pravdépodobné inhibice specifické cyklin-dependentni kinasy. Nahromadéni

defosforylovaného proteinu p53 miiZe vyustit v indukci apoptosy.

4. Inhibice oxida¢ni fosforylace, jenz vede k letalnimu sniZeni obsahu ATP
v buikach a nasledng k jejich zaniku!'"!.
S. Inhibice telomerasy!'""!

Vsechna vy$e uvedena vysvétleni mechanismu protinddorového ucinku ellipticini se
zakladaji na jejich nespecifickém pulsobeni. To je viak v rozporu s jejich pomérn€ tzkou
specifitou u€inku vici ur€itym typim nadorti. Velmi dulezitym aspektem je navic
individualni variabilita v odpov&di pacientii na 1é&bu ellipticiny!''*!. Jednim z vysvétleni
specifity chemoterapeutického u¢inku i selektivni odpovédi na podané lé¢ivo muze byt
rozdilnd enzymova vybava lidského organismu enzymy, které jsou dilezZité pro
biotransformaci elipticinu a mohou aktivovat 1é&ivo na terapeuticky u¢inn&jsi derivat!''*.,
Podafilo se odhalit novy mechanismus ptisobeni tohoto 1é¢iva, kterym je :

Tvorba kovalentnich aduktii s DNA (viz kapitola 1.5.3)

1.5.3 Tvorba kovalentnich adukti s DNA

Mechanismem, ktery by mohl vysvétlovat
¢ - ® - vysokou u€innost ellipticinu v protinadorové
terapii, je tvorba kovalentnich adukti s DNA,
nebot’ nejsilnéj$imi protinadorovymi agens jsou
P P o — pravé cytostatika kovalentné modifikujici

DNAML

Obr. 10: Autoradiografie adukti tvoFenych aktivovanym ellipticinem s DNA.
K aktivaci byly pouZity mikrosomy potkana (A), kralika (B), mikrosomy lidské

(C). Kontrolni vzorek bez mikrosomi; (D)''"/
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V pribéhu metabolismu je ellipticin v organismu aktivovan na farmakologicky
i¢inngjsi metabolity, které se kovalentn& vazi na DNA!'®- 116 171181191 'myg7e tedy plisobit
jako alkylaéni ¢inidlo. Tento fakt byl potvrzen pomoci dvou nezavislych metod, pouZitim
[PHJellipticinu a **P- postlabelingu!'*’!. Ve viech testovanych systémech v podminkach
in vitro byly detekovany minimalng dva adukty ellipticinu s DNA!'® ''®1 (Obr. 10), a to
majoritni adukt (adukt 1), jehoZ tvorba je zavisld na pfitomnosti aktivaénich enzymad,
a minoritni adukt (adukt 2)!''%! ktery vznikal i bez ptitomnosti enzymového systému,

115,

pravdépodobng aktivaci ellipticinu autooxidacil''™ ''®1. Cilovym deoxynukleotidem, ktery

je modifikovén aktivovanym ellipticinem v DNA, je deoxyguanosin!'"*!.

Jako metabolity zodpovédné za tvorbu kovalentnich adukti byly uréeny
13-hydroxyellipticin (M3), tvofici majoritni adukt 1 vazbou s deoxyguanosinem v DNA,
a  12-hydroxyellipticin (M2), eventualné N?-oxid ellipticinu (M5), zn&hoZ vznikd

11031 jejichZ vazbou na DNA vznika adukt minoritni''®,

12-hydroxyellipticin pfesmykem
Kovalentni adukty generuje ellipticin také v plicnich fibroblastickych buiikach kiecka
(V79) transfekovanych lidskymi CYP!"""), déle in vivo v n&kterych organech (jatra, slezina,
plice, ledviny, srdce, mozek) potkana exponovaného tomuto protinddorovému lé&ivul''”
a i v bundnych liniich lidského prsniho adenokarcinomu (butiky MCF-7)!""l. Pomoci
kochromatografie na TLC a HPLC byly identifikovany tytéz adukty 1 a 2. V té€chto
ptipadech se viak tvoH i daldi minoritni adukty!'® !> 1171191,

Aktivaci ellipticinu oxida¢nimi reakcemi katalysuji dva typy hemovych enzymi:
cytochromy P450!"'3 Hé- 171191 3 peroxidasasy. Které isoformy CYP jsou viak za aktivaci
ellipticinu zodpovédné, bylo uréeno nékolika metodami. Pouzity byly selektivni inhibitory
jednotlivych cytochrom@t P450, purifikované cytochromy P450 rekonstituované
s NADPH:CYP reduktasou, dale mikrosomy hmyzich bufiek transfekované Bakulovirem
exprimujici lidské cytochromy P450 a reduktasu (Supersomy ™) nebo korelace aktivity
jednotlivych cytochromi P450 s mnoZstvim vznikajicich metabolitd®. Jako hlavni
enzymy aktivujici ellipticin na metabolity kovalentné modifikujici DNA byly ur€eny lidské
isoformy CYP3A4, nasledované CYP1A1/2 a CYPIB1!'"" "l V organismu potkana
dochazi k aktivaci ellipticinu ortholognimi formami cytochromid, a to CYP3Al
a CYP1A1/2!""* 16 171 K r4ligi jaterni mikrosomy jsou v aktivaci ellipticinu velice Gi¢inné,
ale orthologni CYP3A6 v této aktivaci nehraje hlavni roli, vice se na aktivaci podili
CYP2C3!!is 16l

27



Cil diplomové prdce

2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem predkladané diplomové prace bylo podrobnéji prostudovat Glohu cytochromi
P450 podrodiny 3A a 2B v oxidaci ellipticinu, a to za pouZiti dvou systémtl. Pouzity byly:

o Rekonstituovany systém isolovanych kréli¢ich cytochromd P450 3A6
a 2B4 s NADPH:CYP reduktasou

e Lidské orhologni formy téchto enzymt, CYP3A4 a CYP2B6 v SupersomechTM

Pro Gspé$né dosaZeni cile byly feSeny nasledujici problematiky:
e Oxidace ellipticinu cytochromy P450, pro které je ellipticin vhodnym substratem
(CYP3A4 a CYP3A6) a $patné oxidovatelnym substratem (CYP2B6 a CYP2B4)
Soucasti této diplomové prdace byla i isolace CYP2B4 a NADPH:CYP reduktasy,

potfebnych pro tyto studie.

e Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu témito enzymy

S timto ukolem byla téZ spojena isolace cytochromu bs

Tato diplomova prace vznikla za podpory GA CR (grant 203/06/0329) a MSMT CR
(grant MSM0021620808).
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pouzity material a chemikalie

Chemikalie a materidl, které byly pouzity v experimentech, pochazeji z téchto zdroji:
BIO-RAD, USA: hydroxylapatit

Farmakon Olomouc, Ceska republika: fenobarbital sodny

Fluka, Svycarsko: akrylamid, N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS),
dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), 2-merkaptoethanol, fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
protaminsulfat, dodecylsulfat sodny (SDS), tokoferol (vitamin E), Tween 20
Chemopetrol, Ceska republika: suchy led

Koch-Light Lab., Velka Britdnie: 2-merkaptoethanol

Lachema Brno, Ceska republika: aceton, bromfenolova modf, CuSQO4.5H,0, diethyleter,
dithioni¢itan sodny, EDTANa, (chelaton 3), ethanol, ethylacetat, glycerol, HCI, hexan,
chloroform, KCl, KH,PO4, KOH, kyselina octovd, methanol, MgCl,, NaCl, NaHCOs,
Na;C0O3.10H,0, NaH,P04.2H,0, Na,HPO4.12H,0, NaOH, octan sodny, persiran amonny,
sacharosa, vinan sodny

Lach Ner, Ceska republika: methanol

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

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

Merk, Némecko: ethylacetat

Pharmacia, Svédsko: DEAE-Sepharosa CL6B, 2°,5’-ADP-Sepharosa,
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Reanal Budapest’, Mad’arsko: glukosa-6-fosfat Na, glycin

Serva Heidelberg, Némecko: Coomassie Brilliant Blue R-250, glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa, N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin (TEMED), triton-X-100

Sevapharma, a.s, Ceska republika: hov&zi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA: NP-10 (tergitol), 4,4‘-dikarboxy-2,2‘-bicinchoninovéd kyselina (BCA),
dimethylsulfoxid (DMSQO), dithiothreitol (DTT), cytochrom c, ellipticin, fenacetin,
flavinmononukleotid (FMN), sodna sl 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethan-sulfonové
kyseliny (HEPES), 1-heptansulfonova kyselina, 3-[(3cholamidopropyl)dimethylamonium]-
1-propansulfonat (CHAPS), cholat sodny, nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH),
nikotinamidadenindinukleotid (NADP"), standardy pro polyakrylamidovou gelovou
elektroforesu v prosttedi SDS ,,Wide range*

BD Biosciences Company, GENTEST, USA:

CYP3A4 + NADPH:CYP reduktasa Supersomes™

CYP3A4 + NADPH:CYP reduktasa + cytochrom bs Supersomes™™
CYP2B6 + NADPH:CYP reduktasa Supersomes™

CYP2B6 + NADPH:CYP reduktasa + cytochrom bs Supersomes™

Velaz, Ceska republika: kralik domaci

Cytochrom P450 3A6 byl isolovan v na$i laboratofi RNDr. Vérou Kotrbovou
sdalsimi kolegy postupem popsanym v praci RNDr. Miroslava Sulce, PhD.!'*!),
Za mozZnost jeho pouZiti jim timto velmi dé€kuji. Cytochrom P450 2B4, NADPH:CYP
reduktasa a cytochrom bs byly isolovany z kralika indukovaného fenolbarbitalem (PB) jako
soudast této diplomové prace (kap. 3.3.3).
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3.2 Pouzité pristroje

Centrifugy: Janetzki K23 (Némecko), Janetzki K24 (Némecko), MLW T-52,2 (Némecko),
Beckman LE-80K Ultracentrifuge (USA), Sanyo Micro Centaur MSE (Francie)

Spektrofotometry: Hewlett Packard E8453 (USA), SPECORD M42 (Carl Zeiss, JENA,
Némecko), spektrofotometr MOM 195 D (Mad’arsko)

Vahy: analytické vahy PESA 40SM-200A, pfedvazky KERN EW600-2M

Systém HPLC: Dionex: P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injector, UV/VIS
Detector UVD 170S/340S, kolona (High Performance Columns, Beckman), program:
CHROMELEONTy 6.01

Dalsi pFistroje: pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou, homogenisator dle
Pottera a Elvehjema, sonikator Elmasonic E 30 H (P-Lab), vortex MS 2 Minishaker
(Schoeller Pharma), ,tfepatka“ IKA VX2 Janke & Kunkel (N&mecko), inkubétor
Thermomixer compact (eppendorf), termostatovand lazett Julabo TW 8 (Schoeller
instruments), automatické mikropipety Nichipetex (NICHIRYO, Japan), sbéra¢ rakci
BioLogic BioFrac Fraction Collector (BIO-RAD), sbéra¢ frakci Fraction Collector FCC-60
(Laboratorni pfistroje Praha), peristaltickd pumpa PP-05 (Laboratorni pfistroje Praha),
ultrafiltraéni cela (Amicon, Lexington), aparatura pro elektroforesu Amersham
(Biosciences, USA)
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3.3 Metody

3.3.1 Analvytické metody

3.3.1.1 Stanoveni koncentrace proteinu

3.3.1.1.1 Stanoveni koncentrace proteinu metodou BCA

) we ’
2 pii které

Koncentrace proteinu byla zjistovana metodou dle Wiechelmana a kol."
se vyuzZiva tvorby modfe zabarveného komplexu méd'nych iontd s 4,4‘-dikarboxy-
2,2¢-bicinchoninovou kyselinou (BCA) v alkalickém prostiedi. Postranni skupiny
nékterych aminokyselin totiZ redukuji méd’naté ionty pfitomné v ¢inidle (stabilisované jako
vinanovy komplex) na méd’né. Intensita zabarveni, stanovena spektrofotometricky (Ase),
je pak pfimo umérna koncentraci bilkoviny.

Cinidlo potfebné pro stanoveni koncentrace proteinu bylo ptipraveno tésné
pted upotfebenim, rozpudténim BCA ve 49 dilech roztoku A (0,4 % NaOH; 0,95 %
NaHCO;; 2% NayCO3.H,O; 0,16 % tartardt sodny; pH 11,25) tak, aby vysledna
koncentrace BCA byla 1 % v 50 dilech. Dale byl ptidan 1 dil roeztoku B (4 % CuS0O4.5H,0
v destilované vodg¢).

Do ¢&istych, vyZihanych centrifuga¢nich zkumavek bylo pipetovano 20 pl vzorku
(dle potfeby fedéného destilovanou vodou) a pfidano 980 ul ¢&inidla. Pro ,.sestrojeni®
kalibra¢ni kfivky bylo do zkumavek pipetovano 1, 2, 5, 10, 15, 20 pul standardu hovéziho
sérového albuminu (BSA) (1 mg/ml), doplnéno destilovanou vodou do 20 ul a pfidano
980 pl ¢inidla.

Takto ptipravené roztoky byly inkubovany pti teplot¢ 60 °C po dobu 60 minut.
Po nasledném zchladnuti byla méfena absorbance standardi pfi 562 nm proti slepému
vzorku, ktery obsahoval misto roztoku bilkoviny 20 pl destilované vody. Timto zptisobem
byla méfena i absorbance vzorki. Ze zjist€nych hodnot byla , sestrojena® kalibraéni kfivka,
ktera slouzZila pro uréeni koncentrace proteinu ve vzorcich. Méfeni bylo provadéno

na spektrofotometru MOM 195 D (Mad’arsko) v kyveté€ o optické draze 1 cm.

3.3.1.2 Stanoveni obsahu cytochromu P450

JelikoZ cytochromy P450 nemaji Zadny spole¢ny substrat, ktery by umoznil stanoveni
aktivity celkového cytochromu P450, vyuZiva se charakteristické absorpce komplexu
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cytochromu P450 v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm®”. Stanoveni
koncentrace cytochromu P450 se provadi metodou diferen¢éni spektroskopie na zakladé
vyse popsaného jevu.

Do zkumavky bylo pipetovano 1960 ul fosfatového pufru (0,1 M KH,POy;
2% glycerol; pH 7,5) a pfidano 40 ul vzorku. Pfidanim malého mnoZstvi (~5 mg)
dithioni¢itanu sodného doslo k redukci cytochromu P450. Po opatrném promichani (aby se
netvofily bubliny) byl vzorek rozdélen do dvou kyvet ooptické draze 1cm
a na dvoupaprskovém pfistroji Spekord M42 (Carl Zeiss Jena, Némecko) proméfena
zakladni linie (,,base line*) v rozmezi 400 aZz 500 nm. Vzorkova kyveta byla nasledné

probublana 45 sekund proudem oxidu uhelnatého a méfeno diferen¢ni spektrum.

Koncentrace cytochromu P450 byla vypoc¢tena ze vzorce:

Cpaso = Auso — Agoo / (Epaso * 1) * Fedéni  [uM]

CP4S0-vrrennnnnnn koncentrace cytochromu P450

- N absorbance pfi vinové délce x nm

€p450-. ... -......molarni absorp¢ni koeficient cytochromu P450 (¢ = 0,091 mmol-dm’ -cm'l)
Lo opticka draha kyvety

3.3.1.3 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy se provadi méfenim rychlosti

redukce cytochromu c za sou¢asné oxidace NADPH. Pfiristek redukovaného cytochromu ¢

NADPH + H' + 2 cytochrom c,x — NADP" + 2 cytochrom ceq

Do kyvety o optické draze 1 cm bylo pipetovano 10 pl vhodné fedéného vzorku,
aby zména absorbance byla linearni alesponi po dobu 1 min. Vzorek byl doplnén do 1 ml
pufrem s cytochromem c (0,3 M KH,POs; 0,5 mg/ml cytochromu ¢; 1 mM EDTA Nay;
pH 7,5). Obsah kyvety byl dikladné¢ promich4an a na jednopaprskovém pfistroji Hewlett
Packard 8453 E byl pfi 550 nm méfen ,blank“. Reakce byla zahajena pfidanim 10 pl

33



Material a metody

NADPH (10 mM), vzorek rychle zamichan a ihned proméfovana absorbance pfi 550 nm
po dobu 100 sekund.
Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla vypocitana ze smérnice zavislosti

absorbance pfi 550 nm na ¢ase podle vzorce:

Ared = SM / (€req *at * 1 ) Fedéni [pmol.y /min-ml]

Bredeeevenereenns aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy

SM .eeeennnnn. smérnice zavislosti absorbance na Case

Eredereeeeneeeenns molarni absorpéni koeficient reduktasy (e = 21,01 mmol-dm*cm™)
I ST zména ¢asu

Lo opticka draha kyvety

3.3.1.4 Stanoveni koncentrace cytochromu bs

Cytochrom bs je hemoprotein vykazujici absorpéni maximum pti vinové délce
413 nm!"*". Jeho koncentraci lze urdit spektrofotometricky.

Absorpéni spektrum v rozsahu 200-500 nm bylo méfeno proti slepému vzorku,
kterym byl filtrat ziskany zahu$ténim finalniho preparatu cytochromu bs (spektrofotometr
Hewlett Packard E8453, 1 ml kifemenné kyvety o optické draze 1cm). Koncentrace

cytochromu bs byla vypoc¢tena ze vzorce:

Ceyt b5 = Aq13—Aspo [ (Ecytps - 1) - Fed€ni vzorku  [pM]

Coytbseeeeernnn aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy

. VN absorbance pfi vinové délce x nm

EcytbSeeeeerenens molarni absorp¢ni koeficient cytochromu bs (e =117 mmol-dm*cm )
| ISR opticka draha kyvety
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3.3.2 Elektromigra¢ni metody

3.3.2.1 Diskontinualni elektroforesa na polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti

SDS

Provedeni elektroforesy na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti 0,1 %
dodecylsulfatu sodného (SDS) vychazelo z postupu popsaného v praci Laemmliho!'**,

Diskontinualni SDS elektroforesa slouzi k rozd€leni proteinii na zéklad¢ jejich
molekulové hmotnosti. SDS obaluje molekulu proteinu uniformnim zdpornym néabojem,
ktery zcela piekryva jeji pfirozeny naboj. Za téchto podminek se proteiny ,,d€li na zakladé

své velikosti, resp. molekulové hmotnosti.

3.3.2.1.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Polyakrylamidovy gel vznikd kopolymeraci dvou monomerti, akrylamidu
a sitovaciho ¢inidla, kterym je nejcastéji N,N-methylen-bis-akrylamid (BIS). Pro iniciaci
polymeraéni reakce je nutnd pfitomnost volnych radikald, které vznikaji napf. pdsobenim
svétla na molekuly inicidtoru persiranu amonného. Jako stabilizator volnych radikald se
pouziva N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin (TEMED).

Mezi ¢istd a ethanolem odmasténé skla zachycena v aparatufe pro pfipravu gell byl
nalit 10 % separaéni gel pfipraveny smichanim 8 ml pufru A (0,375 M TRIS/HCI; 0,1 %
SDS (w/v); pH 8.,8), 4 ml polymera¢niho roztoku A (30 % akrylamid (w/v); 0,8 % BIS
v pufru A), 10 pl TEMED a malého mnozstvi (~3 mg) persiranu ammoného. Bezprostiedné
po naliti byl gel pfevrstven destilovanou vodou, ktera byla po polymeraci vylita, a povrch
gelu vysusen filtraénim papirem. Separa¢ni gel byl pievrstven 3 % velkoporovym gelem,
ktery byl pfipraven smichanim 6,75 ml pufru B (0,125 M TRIS/HCI; 0,1 % SDS (w/v);
pH 6,8), 0,75 ml polymera¢niho roztoku B (30 % akrylamid (w/v); 0,8 % BIS v pufru B),
7,5 nl TEMED a malého mnoZstvi persiranu amonného. Po naliti byl do roztoku zasunut
hfeben pro vytvofeni jamek k aplikaci vzorku. Po zpolymerovani gelu (30 min) byl hfeben
opatrn¢ vynat, sklenéné desky umistény do elektroforetické vany a horni i dolni
elektrodovy prostor vyplnén elektrodovym pufrem (0,025 M TRIS/HCI; 0,192 M glycin;
0,1 % SDS; pH 8,3).

Pro elektroforesu vzorkit NADPH:CYP reduktasy byl pouzivan 7,5 % separaéni gel,
ktery byl pfipraven smichanim 9 ml pufru A, 3 ml polymeraéniho roztoku A, 7,5 ul

TEMED a malého mnozstvi (~3 mg) persiranu amonného.
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3.3.2.1.2 Priprava vzorki pro elektroforesu

Vzorky byly fedény v poméru 1:1 nebo 3:1 s 2 x, respektive 4 x koncentrovanym
vzorkovym redukujicim pufrem (0,063 M TRIS/HCl; 2% SDS; 10% glycerol; 5%
2-merkaptoethanol; 0,003 % bromfenolovd modf; pH 6,8) a povafeny 5 minut ve vodni
lazni. Poté byly aplikovany mikrosttikaCkou Hamilton do jamek gelu pfevrstvenych

elektrodovym pufrem.

3.3.2.1.3 Vlastni elektroforesa

Elektroforesa probihala ve vertikdlnim uspofadani pii napéti 80 V (pro prvnich
30 min), které bylo poté zvyseno na 150 V. Elektroforesa byla zastavena, kdyz ,.celo®,
obsahujici bromfenolovou modf, ,,doputovalo® ke spodnimu okraji separa¢niho gelu. Gel
byl vyjmut a na 45 minut pfenesen do barvici lazné (25 % Coomassie Briliant Blue (w/v);
46 % ethanol (v/v); 9,2 % kyselina octova (v/v) ). Po obarveni byl gel odbarvovan
v odbarvovaci lazni (25 % ethanol (v/v); 10 % kyselina octova (v/v) ) pfes noc a poté

vysuSen mezi dvéma celofanovymi féliemi.

3.3.3 Isolace cytochromu P450 2B4, NADPH:CYP reduktasy a

cytochromu bs

3.3.3.1 Premedikace krilika domaciho fenobarbitalem (PB)

Pokusné zvite kralik doméci (Oryctolagus cuniculus v. edulis, VELAZ), samec
o hmotnosti 2-2,5 kg, bylo chovano v plechové kleci pfi konstantni laboratorni teploté
22 +2 °C a vlhkosti vzduchu 60 %. Bylo krmeno peletovou stravou (VELAZ), po celou
dobu premedikace mu byl umoZnén pfistup k napajedlu ad libidum. Premedikace byla
zahdjena po tydenni aklimatizaci.

Kralik byl premedikovan 0,1 % fenobarbitalem v pitné vodé (w/v) po dobu 14 dni.

Poté byl usmrcen a byla provedena isolace mikrosomalni frakce.

3.3.3.2 Isolace mikrosomalni frakce z jaterni tkané kralika domaciho

Isolace mikrosomalni frakce byla provedena diferen¢ni centrifugacil'?®.

Pokusné zvife se nechalo nejméné 18 hodin pied usmrcenim hladovét pro sniZeni hladiny
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glykogenu. Po narkotizaci pomoci CO, bylo zvife usmrceno strzenim vazu
(M. Stiborova, ustni sdélent).

Cely postup isolace probihal v chlazené mistnosti pti 5 °C a v8echny pouzité nastroje
aroztoky byly ptedem vychlazeny.

Vyjmutd a oplachnutd jatra byla vloZena do ptedem zvazeného ledového roztoku
pufru P1 (153 mM KCl; 10 mM EDTANa,; 0,5 mM PMSF; 50 uM vit E; pH 7.5)
a z naristu hmotnosti byla uréena hmotnost tkan¢€. Jaterni tkan byla nastfihana na malé
kousky a né&kolikrat promyta pufrem P1 pro co nejdokonalej$i odkrveni. Poté byla
po malych davkach homogenisovana nejdiive ve voln&jsim, nasledné v té€snéj$im
homogenisatoru dle Pottera a Elvehjema sroztokem P1, jehoZ celkovy objem v ml
odpovida 4 x hmotnosti jaterni tkané (g). Homogenat byl filtrovan pies étyfikrat sloZzenou
gazu.

Ziskané homogenaty byly odstfedény 10 minut pfi 2000 RPM (centrifuga Janetzki
K-23, Némecko) ve vykyvném rotoru 4 x 70 ml za chlazeni na 4 °C. Supernatant byl
uchovan vchladu a sediment rehomogenisovan s 1/4 plivodniho objemu roztoku Pl
a zpracovan za vyse uvedenych podminek.

Spojené supernatanty byly centrifugovany po dobu 20 minut pfi 13 000 RPM
(centrifuga Janetzki K-24, Némecko) v uhlovém rotoru 6 x 35 ml za chlazeni na 4 °C.
Kyvety mohou byt plnény maximaln¢ do 2/3 vysky. Supernatant byl velmi opatrné odlit
pies sediment bez kontaminace tzv. lehce sedlou vrstvou (mitochondrie).

Z takto ziskaného supernatantu byla pfipravena mikrosomalni frakce ultracentrifugaci
65 minut pti 45 000 RPM (centrifuga Beckman LE-80K, uhlovy rotor 45 Ti, 6 x 94 ml).
Supernatant po centrifugaci je cytosolarni frakce. Bily tukovy povlak ze stén kyvet byl
setfen smotkem gazy. Peleta mikrosomti byla resuspendovana v asi dvojniasobném
mnozstvi pufru P2 (100 mM Na,P;07-10 H,0; 100 mM KCl; 1 mM EDTANajy; pH 7,5).

Z homogenni suspenze byla pfipravena finalni mikrosomalni frakce ultracentrifugaci
65 minut pfi vy$e uvedenych podminkach. Mikrosomalni sediment byl resuspendovan
v pufru P3 (0,25 mM sacharosa; 10 mM EDTANa,; 1 mM PMSF; 250 uM vit. E; 1 mM
DTT; pH 7,5) v objemu odpovidajicimu 1/4 pivodni hmotnosti jater a rehomogenisovan
pomoci malého homogenisatoru. Vysledny mikrosomalni preparat byl zmraZen v kapalném

dusiku a uschovan pfi -80 °C, nebo byl pouzit pro isolaci enzymu.
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3.3.3.3 Solubilizace

V isolované mikrosomalni frakci byla stanovena koncentrace cytochromu P450
diferen¢ni spektroskopii a koncentrace bilkovin metodou BCA.

Dal$im nutnym krokem pfi purifikaci membranovych proteint je jejich solubilizace
zmembran ER pomoci smési detergentii (iontovy detergent cholat sodny a neiontovy
NP-10). Detergenty slouZi k rozrudeni lipidové dvojvrstvy a navazanim na membranovou
¢ast enzymu blokuji hydrofobni interakce a udrzuji tak protein v rozpustné formeé.

Mikrosomélni frakce byla fedéna solubilisatnim pufrem P4 (10 mM TRIS/HCI;
1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v); pH 7,4) na vyslednou koncentraci
proteinu 5 mg/ml. Ziskand suspenze byla michana v Erlenmayerové baiice na ledu
pod atmosférou dusiku a po kapkach k ni bylo pfiddno 15 mg/ml protaminsulfitu a poté
z délici nalevky smé&s 10 % choldtu sodného (w/v), 0,5 M PMSF, 10 % NP-10 (w/v)
do vysledné koncentrace 0,375 mg/ml protaminsulfatu, 2,5 mg cholatu sodného/mg
proteinu, 0,5 mM PMSF a 0,2 % NP-10. Po ptidani vSech roztoki byla smés jesté 20 minut
michana za uvedenych podminek. Nerozpustné podily byly oddéleny centrifugaci po dobu
65 minut (Beckman LE-80K, thlovy rotor 45 Ti, 6 x 94 ml, 45 000 RPM).

Supernatant byl aplikovdn na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B I ekvilibrovanou
pufrem AP2 (3 mM KH,;PO4 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,6 % NP-10;
pH 7,7).

3.3.3.4 Chromatografické metody

3.3.3.4.1 Chromatografie na koloné DEAE-Sepharosy CL6B 1

DEAE-Sepharosa (ve 20 % ethanolu (v/v)) byla pfed pouZitim promyta 3 x 350 ml
destilované vody, poté rozmichana v 200 ml cykliza¢niho pufru AP1 (1 M KH,POq;
pH 7,7) a ponechana ptes noc pii 4 °C. Druhy den byl nosi¢ opét promyt 3 x 350 ml
destilované vody a poté ekvilibrovan né€kolikandsobnym promichanim s ekvilibraénim
pufrem AP2. Po naliti na kolonu (v zastaveném toku) a sedimentaci nosi¢e byla dalsi
ekvilibrace provedena pfimo v koloné. Pfi ekvilibraci byla zjistovana iontova sila a pH
pufru pfed aplikaci na kolonu a po jeho prichodu kolonou. Pokud se ziskané hodnoty pfili§
nelisily, byla kolona jiZ dostate¢né ekvilibrovana a pfipravena k pouziti.

Na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy CL6B I (2,5 x 22,5 cm; 110 ml) byl

pomoci peristaltické pumpy aplikovdn supernatant po solubilisaci rychlosti 1 ml/min,
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zaroveni byly jimany frakce po 10-15 ml a méfena absorbance pfi 417 nm (spektrofotometr
MOM 195 D, Mad’arsko, kyveta o optické draze 1 cm). Po aplikaci vzorku byla kolona
promyvana pufrem AP3 (15 mM KH;Po4; 0,1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,6 %
NP-10; pH 7,7) aZ do poklesu absorbance na nulovou hodnotu.

CYP2B4 se za danych podminek na nosi¢ nevaze. Podle proméfeného elu¢niho
profilu a SDS elektroforesy (viz kapitola 3.3.2.1) frakci odebranych pifed
a po absorpénim maximu byly spojeny frakce obsahujici CYP2B4. Spojené frakce byly
dile zahustény (Amicon, membriana PM-30, Millipore) na 20ml a naneseny
na ekvilibrovanou kolonu hydroxylapatitu I.

Pro eluci cytochromu bs byl pouZit linearni gradient 2 x 500 ml pufru AP4-AP5
(25-75 mM KH,POq4; 0,1 mM EDTANajy; 20 % glycerol; 0,6 % NP-10; pH 7,7), pritokova
rychlost 1 ml/min. Podle eluéniho profilu (absorbance pti 413 nm) a SDS elektroforesy
byly spojeny frakce obsahujici cytochrom bs, zahu$tény (Amicon, membrana PM-10,
Millipore) na 30 ml a dialyzovany ptes noc proti 2000 ml pufru AP3.

Pro eluci NADPH:cytochrom P450 reduktasy byl pouZit linearni gradient 2 x 270 ml
0-0,4 M KCl vpufru AP6 (10 mM KH,PO4; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol; 0,5 %
NP-10; pH 6,0) pfi pritokové rychlosti 0,6 ml/min. Eluce enzymu byla sledovana
stanovenim NADPH:cytochrom ¢ reduktasové aktivity v jednotlivych frakcich
(viz kapitola 3.3.1.3). Podle reduktasové aktivity byly spojeny frakce obsahujici
NADPH:CYP reduktasu, zahudtény (Amicon, membrana PM-30, Millipore) na 18 ml
a dialysovany pfes noc proti 2000 ml pufru AP7 (5 mM KH,PO4; 1 mM EDTANay;
0,1 mM DTT; 0,5 % NP-10; 20 % glycerol (v/v); pH 7,0). V dialysovanych frakcich bylo
upraveno pH na hodnotu 7,0 roztokem 1 M KH,POj4. Takto upravené frakce byly naneseny
na ekvilibrovanou kolonu 2°, 5’ ADP-Sepharosy 4B.

Po pouziti byl nosi¢ ¢istén postupnym promyvanim 1 x 250 ml 1 M KCl, 1 x 250 ml
1 M octanu sodné¢ho (pH 3,0), 1 x 250 ml destilované vody, 1 x 250 ml 0,5 M NaOH,
1 x 250 ml destilované vody, 1 x 250 ml 1 M octanu sodného (pH 3,0), 2 x 250 ml 20 %
ethanolu (v/v). Pak byl nosi¢ rozmichan ve 200 ml 20 % ethanolu (v/v) a skladovan
pti 5 °C.

3.3.3.4.2 Chromatografie na koloné hydroxylapatitu (HAPI)
Hydroxylapatit byl navaZen v potfebném mnozstvi (1 g suchého hydroxylapatitu
postaci pro vznik 2-3 ml nosi¢e), kapacita tohoto adsorbentu je 40 nmol/ml gelu. NavaZeny
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hydroxylapatit byl rozmichdn ve vodé a nechan bobtnat pfes noc pfi 4 °C. Druhy den byl
nosi¢ promyt 2 x 75 ml destilované vody, poté rozmichan v miniméalnim objemu (10 ml)
destilované vody a nalit na kolonu (se zastavenym tokem a destilovanou vodou nade dnem
kolony). Po sedimentaci nosi¢e byla upravena hladina kapaliny tak, aby byla asi 1-2 cm
nad povrchem nosi¢e. Kolona byla promyta nejprve 25 ml destilované vody a poté 50 ml
ekvilibraéniho pufru HP1 (3 mM KH,PO,; 1 mM EDTANa; 20 % glycerol (v/v); 0,6 %
NP-10; pH 7,7), rychlosti 15 ml /hod.

Na ekvilibrovanou kolonu hydroxylapatitu I (1,4 x 10 cm; 15 ml) pufrem HP1 byly
naneseny spojené frakce po chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B I obsahujici
CYP2B4 rychlosti 10 ml/hod, zaroveiti byly sbirany frakce po 2 ml a méfena absorbance
pfi 417 nm (spektrofotometr MOM 195 D, Madarsko, kyveta o optické draze 1cm).
Po naneseni vzorku byla kolona promyta pufrem HP2 (5 mM NaH,;PO4; 1 mM EDTANa,;
20 % glycerol (v/v); 0,4 % NP-10; pH 7,5) do poklesu absorbance na zékladni hladinu.

Pro eluci CYP2B4 byl pouZit linearni gradient 2 x 300 ml 10-300 mM NaH,PO,
v pufru HP3 (1 mM EDTANa;,, 20 % glycerol (v/v); 0,6 % NP-10; pH 7,5). Po promé&feni
elu¢niho profilu a SDS-elektroforese jednotlivych frakci byly frakce obsahujici CYP2B4
spojeny, zahu§tény (Amicon, membrana PM-30, Millipore) na 10 ml a dialysovany proti
2000 ml pufru HP4 (10 mM KH,PO4; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); pH 7,5).

Takto ziskany preparat byl nanesen na kolonu hydroxylapatitu II.

Po pouziti neni nosi¢ regenerovan, je dale nepouZitelny.

3.3.3.4.3 Chromatografie na koloné¢ hydroxylapatitu (HAPII)

Ptiprava nosice je shodna s kap. 3.3.3.4.2.

Na ekvilibrovanou kolonu hydroxylapatitu II (1,8 x 15 cm; 25 ml nosi¢e) pufrem
HPS (10 mM KH,PO4; 1 mM EDTANay; 20 % glycerol (v/v); 0,6 % NP-10; pH 7,5) byly
naneseny spojené a dialysované frakce po chromatografii na kolon¢ HAPI rychlosti
4 ml/hod a zaroveni byly sbirany frakce po 2ml a méfena absorbance pti 417 nm
(spektrofotometr MOM 195 D, Madarsko, kyveta o optické draze 1 cm).
Po naneseni vzorku byla kolona promyta pufrem HP6 (12 mM NaH,PO;; 1 mM
EDTANa;; 20 % glycerol (v/v); 0,3 % NP-10; pH 7.,5).

Pro eluci CYP2B4 byl pouzit linearni gradient 2 x 300 ml 15-300 mM NaH,PO,
v pufru HP7 (1 mM EDTANajy; 20 % glycerol (v/v); 0,6 % NP-10; pH 7,5). Po proméfeni
eluéniho profilu a SDS-elektroforese jednotlivych frakci byly frakce obsahujici CYP2B4
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spojeny, zahus$tény (Amicon, membrana PM-30, Millipore) a dialyzovany proti 2000 ml
pufru HP4.

3.3.3.4.4 Rechromatografie na koloné hydroxylapatitu (HAPIII)

Piiprava nosice je shodna s kap. 3.3.3.4.2.

Rechromatografie na koloné hydroxylapatitu III je zavére¢nym krokem v purifikaci
CYP2B4 a slouzi zejména k odstranéni detergentu z enzymového preparatu.

Na ekvilibrovanou kolonu HAP III (1,4 x 6,5 cm; 10 ml nosi¢e) pufrem HP8 (10 mM
NaH,PO,;; 1 mM EDTANa;; 20 % glycerol (v/v);0,1 % cholat sodny; pH 7.,5) byly
naneseny spojené frakce po chromatografii na HAPII obsahujici CYP2B4. Po naneseni
vzorku byla kolona promyvana pufrem HP9 (15 mM NaH,PO,; 1 mM EDTANay; 20 %
glycerol (v/v); pH 7,5) aZ do poklesu absorbance pfi 280 nm na nulovou hodnotu. CYP2B4
byl z kolony eluovan izokraticky pufrem HP10 (300 mM NaH,PO4; 1 mM EDTANay;
20 % glycerol (v/v); 0,1 % cholat sodny; pH 7,5). Na zavér byl prométen elu¢ni profil
a po SDS-elektroforese jednotlivych frakci byly frakce obsahujici CYP2B4 spojeny,
zahustény (Amicon, membrana PM-30, Millipore) a dialyzovany proti 2000 ml pufru HP11
(50 mM KH,POy4; 20 % glycerol; pH 7.5).

Takto ziskany finalni preparat byl zmrazen v malych alikvotech v Eppendorfovych

mikrozkumavkéch v kapalném dusiku a uschovan pfi -80 °C.

3.3.3.4.5 Chromatografie NADPH:CYP reduktasy na koloné 2°,5° ADP-Sepharosy 4B

2,5’ ADP-Sepharosa (10 ml, ve 20 % ethanolu(v/v)) byla pfed pouZitim promyta
2 x 25 ml destilované vody, poté rozmichana v 10 ml destilované vody a nalita do kolony
(se zastavenym tokem a hladinou destilované vody nad dnem kolony). Po sedimentaci
nosi¢e byla upravena hladina kapaliny v kolon¢ tak, aby byla asi 1-2 cm nad povrchem
nosic¢e. Kolona byla promyta nejprve 25 ml destilované vody a poté 50 ml ekvilibra¢niho
pufru DP1 (50 mM KH,PO4; 1 mM EDTANa;,; 0.1 mM DTT; 20 % glycerol: 0,5 % cholat
sodny: pH 7.0) rychlosti 15 ml/hodinu.

Na ekvilibrovanou kolonu 2°,5°ADP-Sepharosy 4B (1.4 x 6,5cm; 7ml) byly
naneseny spojené frakce po chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B 1 obsahujici
NADPH:CYP reduktasu s pH upravenym na 7,0 rychlosti 10 ml/hod. Zaroven byly jimany
frakce po 1 ml a méfena aktivita NADPH:CYP reduktasy v jednotlivych frakcich.
Po naneseni vzorku byla kolona promyta 50 ml pufru DP1. Pro eluci NADPH:CYP
reduktasy byl pouzit pufr DP2 (0.5 mM NADP'; 0.2M KCI; 50 mM KH,PO4; 1 mM
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EDTANay; 0,1 mM DTT; 20 % glycerol (v/v); 0,5 % cholat sodny (w/v); pH 7,5). Frakce,
jejichz reduktasova aktivita dosahovala alespoii 1/10 maximalni aktivity, byly spojeny
a zahustény (Amicon, membrana PM-30, Millipore). K preparatu byl pfidan jeho koenzym
FMN v takovém mnoZstvi, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,5 pM a poté dialysovan
12 hodin proti 2 x 2000 ml pufru DP3 (50 mM KH,PO4; 1 mM EDTANay; 0,1 mM DTT;
20 % glycerol; pH 7,5). U takto ziskaného preparatu byla stanovena aktivita NADPH:CYP
reduktasy. Finalni produkt byl zmraZen v malych alikvotech v kapalném dusiku a uschovan
pti -80 °C.

Po pouziti byl nosi¢ €i§tén postupnym promytim 25 ml 0,5 M TRIS/HCI; 25 ml
0,5 M NaCl pH 8,5; 25 ml destilované vody; 25 ml 0,5 M octan sodny; 0,5 M NaCl pH 4,5;
25 ml destilované vody. Tento postup byl opakovan jesté jednou a pak byl nosi¢ promyt
25 ml destilované vody a 2 x 25 ml 20 % ethanolu. Nakonec byl nosi¢ rozmichan v 10 ml

20 % ethanolu a uchovéavan pti 4 °C.

3.3.3.4.6 Chromatografie cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy CL6B II

Na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B II (1,4 x 15 cm, 20 ml) ekvilibrovanou pufrem
AP3 byly aplikovany frakce po chromatografii na DEAE-Sepharosy CL6B I obsahujici
cytochrom bs rychlosti 30 ml/hod. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 100 ml pufru
AP4* (15 mM KH;PO4;, 1 mM EDTANa,; 0,1 % cholat sodny; 20 % glycerol; pH 7,7).
Eluce cytochromu bs byla provedena pufrem AP5* (200 mM KH,PO4; 200 mM KCI;
0,1 mM EDTANa;. 0,1 % cholat sodny; 20 % glycerol; pH 7,7). B€hem eluce byly sbirany
frakce po 5 ml a méfena absorbance pii 413 nm (spektrofotometr MOM 195 D, Mad’arsko,
kyveta o optické draze 1 cm). Po proméfeni eluéniho profilu separovanych proteint
a provedeni SDS elektroforesy byly spojeny frakce obsahujici cytochrom bs. Finalni
preparat byl zahu$tén na 4 ml a dialyzovan 2 x 8 hodin proti 2000 ml pufru AP6* (50 mM
KH,PO4; 20% glycerol; 0,1 mM DTT; pH 7,7). Takto upraveny finalni preparat

cytochromu bs byl zmrazen v malych alikvotech v kapalném dusiku a uschovan pfi -80 °C.
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3.3.4 Studium oxidace ellipticinu cytochromy P450

3.3.4.1 Studium oxidace ellipticinu izolovanymi cytochromy P450 3A6 a 2B4
rekonstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou

3.3.4.1.1 Priprava rekonstituovaného systému

Isolované cytochromy P450 jsou bez spoluptisobeni NADPH:CYP reduktasy
nefunkéni, proto byl vytvofen rekonstituovany systém obsahujici kromé CYP také
NADPH:CYP reduktasu a DLPC, ktery vytvaii liposomy a simuluje tim prostfedi
membrany endoplasmatického retikula. Spole¢né jednotlivé slozky vytvati funkéni MFO
systém obsahujici jedinou isoformu CYP.

Pro rekonstituci byly pouzity tyto isolované krali¢i enzymy CYP2B4, CYP3AS6,
NADPH:CYP reduktasa a cytochrom bs.

Jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce I:

Tab. I: Koncentrace a aktivita isolovanych enzymii pouZitych pro rekonstituce

NADPH:CYP reduktasa | 14,2 umol /ml*min
CYP2B4 58,7
CYP3A6 7,2

cytochrom bs 58,8

3.3.4.1.1.1 Vliv koncentrace CYP na oxidaci ellipticinu
Rekonstituovany systém o celkovém objemu 50 pl byl pfipraven o vysledném

sloZeni:

e 12,5;25; 50 pmol cytochrom P450, v piipadé¢ CYP3A61 100 a 150 pmol
e 50 pmol NADPH:CYP reduktasa

¢ 0,05 mg/ml CHAPS (0,5 mg/ml v pufru HEPES)

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

e 3 mM glutathion (30 mM zasobni roztok v H,O)

e 50 mM HEPES (500 mM zasobni roztok v H,O; pH 7,4)
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3.3.4.1.1.2 Vliv cytochromu b; na oxidaci ellipticinu

Vysledné sloZeni rekonstituovaného systému v celkovém objemu 50 pl bylo:

e 12.5; 25; 50 pmol cytochrom P450, v ptipad¢ CYP3A6i 100 a 150 pmol

e 50 pmol NADPH:CYP reduktasa

e 37,5; 75; 150 pmol cytochromu bs, v pfipadé¢ CYP3A6 i 300 a 450 pmol
(CYP : cytochrom bs=1 : 3)

e 0,05 mg/ml CHAPS (0,5 mg/ml v pufru HEPES)

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

e 3 mM glutathion (30 mM zasobni roztok v H,O)

e 50 mM HEPES (500 mM zésobni roztok v H,O; pH 7,4)

Pod atmosférou dusiku byl ve sklenénych zkumavkach nejdfive odpafen dosucha roztok
DLPC v chloroformu o koncentraci 5 mg/ml tak, Ze se na dné a st€énach zkumavky
vytvorila vrstvicka tohoto lipidu. Poté byly pfidiny do zkumavek pfipravené zasobni
roztoky detergentu CHAPS (1 mg/ml), glutathionu (30 mM), pufru HEPES (500 mM;
pH 7.4 upraveno pomoci KOH) a H,O v takovém mnoZstvi, aby vysledné koncentrace
v rekonstituovaném systému odpovidaly vyse uvedenému sloZeni. Smési byly sonikovany
2 x 3 minuty (Elmasonic E 30 H, P-Lab), coZ pfispiva k snadné&jsi tvorb& liposomu. Dale
knim bylo pfidano 12,5; 25; 50; (100; 150)pmol cytochromu P450,
50 pmol NADPH:cytochrom P450 reduktasy (Tab. II, str. 45), pfi studiu vlivu cyt bs
(kap. 3.3.4.1.1.2) t¢z 37,5; 75; 150; (300; 450) pmol cytochromu bs. Smési byly
inkubovany 10 minut pfi laboratorni teplot¢ na tfepacce IKA VX 2. Takto pfipravené

rekonstituované systémy byly pouZity pro inkubace s ellipticinem.
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Tab. II: PFiprava rekonstituovaného systému

Celkovy objem rekonstituovaného systému 50 pl.

Zésobni 14,2 58,8
roztok 5 mg/ml | 500 mM 30 mM M M

Visledns | mg/ml | 50 mM - 12,5-150 50 0-450
koncentrace pmol pmol | pmol
CYP3A6 10 5 5 34,7 1,8 3,5 0 12,5
CYP3A6 10 5 5 32,9 3,6 3,5 0 25
CYP3A6 10 5 5 29,3 7,2 3,5 0 50
CYP3A6 10 5 5 22,2 14,3 3,5 0 100
CYP3A6 10 5 5 15,0 21,5 3,5 0 150
CYP2B4 10 5 5 35,4 1,1* 3,5 0 12,5
CYP2B4 10 5 5 344 | 2,15* 3,5 0 25
CYP2B4 10 5 5 32,2 4,3* 3,5 0 50
CYP3A6 10 5 5 34,1 1,8 3.5 0,65 12,5
CYP3A6 10 5 5 31,6 3,6 3,5 1,3 25
CYP3A6 10 5 5 26,8 7,2 3,5 2,55 50
CYP3A6 10 5 5 17,1 14,3 3,5 5,1 100
CYP3A6 10 5 5 7,4 21,5 3,5 7,65 150
CYP2B4 10 5 5 34,8 1,1* 3,5 0,65 12,5
CYP2B4 10 5 5 33,1 2,15* 3,5 1,3 25
CYP2B4 10 5 5 29,7 4,3* 3,5 2,55 50

*Pro snadnéjsi manipulaci byl CYP2B4 pred pouZitim 5 x zfedén fosfatovym pufrem
nac=11,76 uM

3.3.4.1.2 Inkubace ellipticinu s rekonstituovanym systémem

Inkuba¢ni smési byly ptipraveny vzdy v dubletech o celkovém objemu 500 pul

a nasledujicim sloZeni :

e 25,50, 100 nM CYP v rekonstituovaném systému, v piipadé¢ CYP3A61 200 a
300 nM
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e 10 uM ellipticin (5 mM zasobni roztok v DMSO)

e 10mM MgCly; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP"; 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS)

o fosfatovy pufr (100 mM KH,PO,; pH 7,4)

Vsechny sloZky byly pfidavany do smési v mnozstvi odpovidajicim vyse uvedenym
koncentracim. Reakce byla startovana pfidanim 50 pl NADPH-generujiciho systému.
Roztoky byly inkubovany v otevienych Eppendorfovych zkumavkach za stalého tfepani
450 RPM (Thermomixer compact, Eppendorf AG, Germany) po dobu 20 minut pfi 37 °C.
Poté bylo do kazdé zkumavky pfidano 5 pl fenacetinu (1 mM roztok v methanolu)
jako vnitiniho standardu pro HPLC a ellipticinové metabolity byly intensivnim tfepanim
extrahovany ethylacetitem (2 x 1ml, 2min, 1,400 RPM, Vortex MS2 Minishaker,
Schoeller Pharma). Pro dikladné oddéleni obou fazi byla smés centrifugovana po dobu
3 min pfi 13000 RPM (centrifuga MSE MicroCentaur, Sanyo UK). Horni, organicka vrstva
byla odebrana (2 x 750 ul) a v digestofi odpafena dosucha. Vzorky byly pfed analyzou
uchovany pfi teploté -20 °C.

Vzorky byly rozpu$tény ve 20 pl methanolu a analysovany pomoci HPLC.

3.3.4.2 Studium oxidace ellipticinu lidskymi rekombinantnimi cytochromy

P450 3A4 a 2B6

Pro studium oxidace ellipticinu lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450 byly
pouzity mikrosomy isolované zhmyzich bunék transfekovanych Baculovirem
(Supersomes'™), exprimujici lidsky rekombinantni CYP3A4 nebo CYP2B6
s NADPH:CYP reduktasou a v n€kterych pfipadech je exprimovan navic i cytochrom bs.

Koncentrace rekombinantnich enzymt jsou uvedeny v tabulce III:

Tab. IHl: Koncentrace rekombinantnich cytochromit P450 pouZitych pro inkubace

CYP3A4

CYP2B6
CYP3A4 +bs
CYP2B6 + bs

Sy iy g IS
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Inkubaéni smési byly pfipraveny vidy v ,dubletech“ o celkovém objemu 250 pl

a nasledujicim sloZeni :

25,50, 100 nM CYP

10 uM ellipticin (5 mM zésobni roztok v DMSQO)

10 mM MgCly; 10 mM glukosa-6-fosfat; 1 mM NADP™; 1 U/ml glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa (NADPH-GS)

fosfatovy pufr (100 mM KH,POyq; pH 7.4)

Postup inkubace je shodny s postupem v kapitole 3.3.4.1.2.

3.3.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Separace metabolitd ellipticinu vzniklych v inkubaénich smésich byla provedena
pomoci HPLC za pouZiti mobilni faze s kyselinou 1-heptansulfonovou (64 % methanol;
5 mM kyselina 1-heptansulfonova; 32 mM kyselina octova). Pfed pouZitim byly vzdy
zmobilni faze odstranény bubliny sonikaci v ultrazvukové lazni. Byla pouZita kolona
Ultrasphere, ODS, C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Beckman) s priitokem mobilni faze
0,7 ml/minutu. Metabolity byly detekovany pii vinové délce 313nm a 37°C.
Pro kvantifikaci byla jejich plocha vztaZena k plo§e piku vnitiniho standardu fenacetinu.

3.3.6 Hmotnostni spektrometrie MALDI -TOF

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda pro urfovani hmotnosti
molekul a jejich ¢asti, ionizovanych na kladné nebo zaporné ionty.

Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
-Time of Flight) ionizuje biomolekuly pomoci pfenosu energie matrici (nizkomolekularni
organicka latka) z laseru na biomolekulu!'?”), Jako matrice se vyuZivaji latky s absorp&nim
maximem blizkym vinové délce laseru (N2, 337 nm) jako napfiklad kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoticova, kyselina ferulova nebo kyselina 2,5-dihydroxybenzoova. V uspofadani
MALDI-TOF jsou pak v analysatoru TOF (Time of Flight) ur¢eny efektivni hmoty m/z
z doby letu vzniklych iontd. (M&feno RNDr. M. Sulcem, PhD., v laboratotich MBU AV
CR, Praha 4).
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4 VYSLEDKY

4.1 Isolace cytochromu P450 2B4, NADPH:cytochrom P450

reduktasy a cytochromu b;

Ke studiu metabolismu ellipticinu jednotlivymi isoformami CYP rekonstituovanymi
s NADPH:CYP reduktasou v ramci této diplomové prace byly pouZity isolované enzymy
CYP2B4, CYP3A6, NADPH:CYP reduktasa a cytochrom bs.

JelikoZ cytochrom P450 2B4 nebyl v laboratofi, kde byla diplomova prace
vypracovana, k dispozici, ¢ast diplomové prace byla vénovana isolaci tohoto enzymu
a spole¢né¢ s nim i NADPH:CYP reduktasy a cytochromu bs, nebot’ tyto enzymy jsou
isolovany ze stejného vychoziho materidlu postupem bezprostfedné navazujicim.

Cytochrom P450 3A6 byl v laboratofi isolovan v ramci pfedchozich studii.

Postupnou purifikaci enzymi MFO systému znazoriiuje schéma na obr. 11:
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Isolace mikrosomalni frakce

(kap. 4.1.1)

l

Solubilizace
(kap. 4.1.2)

l

DEAE-Sepharosa CL6B 1

(kap. 4.1.3)
l Promyvaci pik l Grad. iont. l Grad. iont.
sily sily
Cytochrom bs NADPH:CYP reduktasa

CYP2B4

l

Hydroxylapatit 1
(kap. 4.1.4)

Grad. iont.
sily l
Hydroxylapatit 11

(kap. 4.1.5)
Grad. iont. l

sily

Hydroxylapatit I11
(kap. 4.1.6)

Izokratickd
eluce skokovym
zvySenim iont. l

sily
Finalni preparat

CYP2B4

l

DEAE-Sepharosa CL6B 11

l

2°'5°-ADP-Sepharosa 4B

(kap. 4.1.8)

Izokratickd

eluce skokovym
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Finalni preparat

cytochromu bs

(kap. 4.1.7)
Izokratickd
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NADPH:CYP
reduktasy

Obr. 11: Schéma isolace CYP2B4, NADPH:CYP reduktasy a cytochromu bs
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4.1.1 Isolace mikrosomalni frakce

K isolaci CYP2B4, NADPH:CYP reduktasy a cytochromu bs byly pouzity
mikrosomy z jater kralika premedikovaného fenobarbitalem (kap. 3.3.3.1), ktery je
induktorem podrodiny CYP2B!*2,

Mikrosomy byly isolovany dle postupu v kapitole 3.3.3.2. Koncentrace cytochromu
P450 v mikrosomech byla stanovena postupem popsanym v kapitole 3.3.1.2. a ¢inila
57,6 pM, coz odpovida celkovému latkovému mnoZstvi 1325 nmeol (tab. IV, str. 65).
Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla stanovena postupem v kapitole 3.3.1.3. a
méla hodnotu 4,3 pmolyy; /min.ml, v celkovém objemu 98,9 pmoly; /min (tab. V,
str. 66). Koncentrace proteind stanovena metodou BCA (viz kap. 3.3.1.1.1) byla
39,0 mg/ml.

4.1.2 Solubilisace

Dals$im krokem pfi isolaci téchto enzymi byla jejich solubilisace pomoci detergentti
(kap. 3.3.3.3).

Supernatant, ziskany centrifugaci solubilizatu, o objemu 205 ml obsahoval CYP
o koncentraci 9,0 pM, tedy pfiblizn¢ 1837 nmol CYP, coz odpovida vytézku 139 %
puvodné obsazeného cytochromu P450 v mikrosomech (tab. IV, str. 65). Aktivita
NADPH:CYP reduktasy dosahla 132 % ptivodni aktivity, tj. 0,6 pmolcy /min.ml,
(v celkovém objemu pak 132,0 pmol.y /min) (tab. V, str. 66). V solubilizitu byly enzymy
»hafedény“ a dostaly se do prostiedi, ve kterém byly pfistupnéjsi k jejich stanoveni. Proto
je mozZné, Ze jejich vytézek byl vyssi nez v mikrosomalni frakci.

Solubilisat byl postupné nanesen na ekvilibrovanou kolonu DEAE-Sepharosy
CL6B L.

4.1.3 Chromatografie  mikrosomalnich __ proteini____na __ koloné

DEAE-Sepharosy CL6B 1

Chromatografie na tomto iontoménici byla provedena postupem popsanym v kapitole
3.3.3.4.1, pticemz byla v jednotlivych frakcich sledovana absorbance pii 417 nm a 413 nm
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(spektrofotometr MOM 195 D, Mad’arsko, kyveta o optické délce 1 cm). Méfena byla téz

aktivita NADPH:CYP reduktasy (viz kap. 3.3.1.3).
Cytochrom P450 2B4 se za danych podminek na nosi¢ nevaze, jelikoz je v daném pH

kladné nabity, a tudiZ s anexovym nosi¢em neinteraguje. Je eluovan jiz pfi promyvani

kolony (Obr. 12).

1.5

-
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o
»

0,5 - f e : : S
0 200 400 600 800 1000

Eluéni objem (ml)
Obr. 12: Eluce frakci obsahujicich CYP2B4 pri promyvani kolony DEAE-Sepharosy

CL6B I (¢isla udavaji frakce pouZité na elektroforesu)

Cistota frakci z okoli maxima A4;7 eluéniho profilu byla kontrolovana na SDS-PAGE
(Obr.13, str. 52), na jejimz zéklad¢ byly spojeny frakce 35-50 nanaseciho piku obsahujici
CYP2B4, které odpovidaji elu¢nimu objemu 357-510 ml.

Tyto spojené frakce byly zahudtény na membrané Amicon, PM-30, Millipore

na objem 20 ml.
Po stanoveni CYP (koncentrace ¢ = 26,43 pM, latkové mnozstvi n = 529 nmol,

vytéZzek 40 %, viz tab. IV, str. 65) byly zahusSténé frakce naneseny na ekvilibrovanou

kolonu hydroxylapatitu I.
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Obr.13 : SDS-PAGE frakci CYP2B4 eluovanych pFi promyvani kolony
DFEAE-Sepharosy CL6B 1

K eluci cytochromu bs, ktery je stejn€ jako NADPH:CYP reduktasa na kolonu vazan,
byl pouzit vzristajici linearni gradient iontové sily 25-75 mM KH,PO4 v 2 x 500 ml pufru
AP4-APS. Po probéhnuti gradientu byla kolona stdle zabarvena navdzanym enzymem,
proto jsme pfistoupili k pouZiti izokratické eluce. PouZit byl 75 mM KH,PO, pufr APS.
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Obr. 14: FEluce cytochromu bs z kolony DEAE-Sepharosy CL6B I linedrnim
gradientem iontové sily (25-75 mM KH,PO,), cisla udadvaji frakce

pouZité na elektroforesu
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* 1 frakce 53

2 frakce 61

3 frakce 64

4 frakce 67

- 5 frakce 69
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Obr. 15: SDS-PAGE frakci po chromatografii cyt bs na DEAE-Sepharose CL6BI

Jak je patrné z SDS-elektroforesy (Obr. 15) frakci eluovanych pii tomto gradientu
(Obr. 14), téméft , Cisty” cytochrom bs byl obsaZen ve frakcich 53-74 (elu¢ni objem 1498,9-
1761,4 ml). Jedinou kontaminantou je protein v horni &asti gelu, ktery je pfitomem
ve viech vzorcich téméf vneménném mnoZstvi. Pravdépodobné¢ se jedna
o dimerni formu cyt bs.

Tyto frakce byly spojeny a zahu$tény na membran€é¢ Amicon, PM-10, Millipore
na objem 30 ml a dialyzovany pfes noc proti pufru AP3. Tento preparat byl nasledné
aplikovan na kolonu DEAE-Sepharosy CL6B I1.
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Obr. 16: Eluce NADPH:CYP reduktasy na koloné DEAE-Sepharosy CL6B 1
linedrnim gradientem iontové sily (0—400mM KCI), cisla 40 a 51
naznacuji rozmezi frakci, ve kterych byla NADPH:CYP reduktasa
nejvice obsaZzena a Cislo 46 znali frakci o nejvysSi aktivité
NADPH:CYP reduktasy

Ze zjisténych hodnot aktivity NADPH:CYP reduktasy frakci po gradientu
(0-400 mM KCl) na DEAE-Sepharose CL6B I je patrné, Ze je tento enzym pfitomen
zejména ve frakcich 40 az 51 (elu¢ni objem 2321,4 az 2420,4 ml) (Obr. 16). Tyto frakce
byly spojeny, zahu$tény (Amicon, PM-30, Millipore) a dialysovdny proti pufru AP7
(viz kap. 3.3.3.4.1). Poté byly pouzity pro dal$i purifikaci reduktasy na koloné
2’,5> ADP-Sepharosy 4B.

Frakce byly zahu$tény na 17,5 ml a aktivita NADPH:CYP reduktasy zde Cinila
3,2 pmolyy¢ /min.ml, vcelkovém objemu pak 56,4 pmol.,; /min. Chromatografii
na DEAE-Sepharose CL6B I jsme tedy ziskali 56 % ptvodni aktivity NADPH:CYP
reduktasy (tab. V, str. 66).

Chromatografii na koloné DEAE-Sepharosy CL6B 1 bylo dosazeno ¢&asteéného
»nacisténi“ CYP2B4 a odstranéni Casti kontaminujicich proteinii. Zejména diky pouZiti
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velmi mirného gradientu pfi eluci cyt bs doslo k dobré separaci proteinti a oddéleni témér

Cistého cyt bs.

4.1.4 Chromatografie CYP2B4 na koloné hydroxylapatitu I

Chromatografie cytochromu P450 2B4 na hydroxylapatitu byla provedena postupem
popsanym V kapitole 3.3.3.4.2 .

Jiz pfi promyvéani této kolony ekvilibratnim pufrem byl eluovan protein
(Obr. 17) spracovnim oznacenim X. Podle jeho vyrazné Zlutého zbarveni jsme se
domnivali, Ze se pravdépodobné nejednd o hemoprotein. SDS-elektroforesa prokéazala
poméme vysokou ¢istotu téchto frakci (Obr. 18). Tento protein byl pozdéji identifikovan
pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF jako epoxid hydrolasa.
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Obr. 17: Chromatografie na koloné HAP I, eluce proteinu X pFi promyvani kolony
(Cisla udavaji frakce pouzité na SDS-PAGE)
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Obr. 18: SDS-PAGE frakci ziskanych p¥i promyvani kolony HAPI

Navazany CYP byl z nosi¢e eluovan linearnim gradientem 2 x 300 ml 10-300 mM
NaH,PO4 v pufru HP3 (Obr. 19). Ve frakcich o objemu 7,5 ml jimanych v prib&hu
gradientu, byla opét sledovana absorbance pti 417 nm. Obsah a ¢istota eluovanych proteint
ve frakcich snejvy$Si absorbanci byla zjisténa pomoci SDS-PAGE (Obr. 20
a2l).
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Obr. 19: Eluce CYP2B4 na koloné HAP I linedrnim gradientem iontové sily
10-300 mM NaH,POy (¢isla udavaji frakce pouZité na elektroforesu)
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Obr. 20: SDS-PAGE frakci eluovanych pri purifikaci CYP2B4 na koloné HAPI
(1. cast)
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Obr. 21: SDS-PAGE frakci eluovanych pri purifikaci CYP2B4 na koloné HAPI
(2. cast)
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Jak je z vysledkt patrné, nedoslo k dostate¢né separaci proteint a frakce obsahujici
CYP2B4 jsou stale kontaminovany jinymi proteiny. K dalsi purifikaci byla proto pouZita
delsi kolona hydroxylapatitu (HAPII) a pozvolné&;jsi gradient iontové sily.

Frakce 24 az 36 (eluni objem 180 aZ 270 ml) obsahujici nejvice ,naci§téné“
CYP2B4 byly spojeny, zahu$tény na membrané¢ Amicon, PM-30, Millipore na celkovy
objem 10 ml a dialyzovany proti pufru HP4 (kapitola 3.3.3.4.2).

Koncentrace CYP v zahu$ténych frakcich byla 16,5 pM, coz odpovida 165 nmol.
Vytézek byl tedy 12,5 % (tab. IV, str. 65).

Takto ptipraveny preparat byl dale purifikovan chromatografii na koloné
hydroxylapatitu IT (HAPII).

4.1.5 Chromatografie CYP2B4 na koloné hydroxylapatitu I1

Na zakladé elu¢niho profilu a elektroforesy bylo patrné, Ze jsou v preparatu pfitomny
pfimési balastnich proteini, proto jsme zvolili delsi kolonu hydroxylapatitu a pozvolné;si
gradient 2 x 350 ml 15-300 mM NaH,PO, v pufru HP7, aby doslo k lep$i separaci proteinti
(Obr. 22).

Postup chromatografie na této koloné byl totoZny s postupem v kapitole 3.3.3.4.3.
V jednotlivych frakcich byla opét sledovana absorbance pfi 417 nm.
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Obr. 22: Eluce CYP2B4 na koloné HAPII linearnim gradientem iontové sily
15-300 mM NaH>POy (¢isla oznacuji frakce pouZité na elektroforesu)
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Po proméfeni elu¢niho profilu a SDS—elektroforese (Obr. 23 a 24) jsme zahustili
spojené frakce 26—44 (elu¢ni objem 188-296 ml) na objem 6 ml a dialyzovali proti pufru
HP4 (kapitola 3.3.3.4.3). V takto ziskaném preparatu byla stanovena koncentrace CYP2B4
rovna 14,7 pM, coZ odpovida latkovému mnozZstvi 162 nmol a vytézku 12,2 %.
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Obr. 23: SDS-PAGE frakci eluovanych pFi purifikaci CYP2B4 na koloné HAPII
(1.cast)
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Obr. 24: SDS-PAGE frakci eluovanych pri purifikaci CYP2B4 na koloné HAPII
(2. cast)
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4.1.6 Rechromatografie CYP2B4 na koloné hydroxylapatitu III

Pro odstranéni detergentd byl preparat po chromatografii na HAPII aplikovan na
dal$i kolonu hydroxylapatitu III a CYP2B4 byl eluovan izokraticky 300 mM NaH,PO4
(Obr. 25).
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Obr. 25: Rechromatografie CYP2B4 na koloné HAP Ill, eluce CYP2B4
izokraticky 300 mM NaH,PO, (Cisla 8 a 16 oznacuji rozmezi frakci,
ve kterych byl obsaZen findlni prepardt a Cislo 9 znaci frakci o nejvyssi

absorbanci pFi 417 nm)

Podle elu¢niho profilu byly zahu$tény frakce 8-16 (elucni objem 81-105 ml)
na 15 ml a dialyzovany proti pufru HP11 (viz kapitola 3.3.3.4.4). Na zavér byl preparat
zahu$tén na 4,8 ml. Finalni produkt vykazoval koncentraci 58,7 pM, coz odpovida
latkovému mnozstvi 282 nmol. Celkovy vytézek byl 21,3 % (tab. IV, str. 65).

Pfi chromatografii CYP2B4 na koloné HAP I byl CYP2B4 nejspiSe reverzibilné
denaturovan, coZ prokazala i diferen¢ni spektroskopie (vysoky ,peak” pti 420 nm).
Po provedeni dialyzy v pufru HP4 byl enzym pteveden do pro né&j optimalniho prostredi
a pravdépodobné doslo k jeho ¢aste¢né renaturaci (Obr. 26).
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Obr. 26: Diferencni spektroskopie cytochromu P450 2B4
A - reversibilné denaturovany CYP2B4, vysoky ,, peak* pFi 420 nm.
B — renaturovany CYP2B4 po dialyze v pufru HP4

Takto ziskany finalni preparat byl zmrazen po malych alikvotech (400 pl)
v ,,Eppendorfovych mikrozkumavkach v kapalném dusiku uschovén p#i -80 °C. Cistota
vysledného produktu byla ovéfena pomoci SDS elektroforesy (Obr. 30, str. 65).

Identifikace produktu isolace byla provedena metodou hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF (kapitola 4.1.9).
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4.1.7 Chromatografie NADPH:cytochrom P450 reduktasy na koloné
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Obr. 27: Eluce NADPH:CYP reduktasy 200 mM KCI s 0,5 mM NADP" na koloné
2',5"ADP-Sepharosy 4B (Cisla udavaji rozmezi frakci, které byly zahustény
a dialyzovany jako findlni preparat)

K purifikaci NADPH:CYP reduktasy byla pouzita afinitni chromatografie
na 2°,5"ADP-Sepharose 4B, ktera byla provedena podle postupu popsaného v kapitole
3.3.3.4.5. Reduktasa byla z kolony eluovana 200 mM KCI s 0,5 mM NADP'(pufr DP2).
V jimanych frakcich o objemu asi 1 ml byla sledovana aktivita reduktasy.

Na zakladé aktivit mé&fenych ve frakcich eluéniho piku (Obr. 27) byly spojeny frakce
69-91 (elu¢ni objem 69-91 ml). Tyto frakce s nejvét§im obsahem NADPH:CYP reduktasy
byly poté zahuSteny na membrané¢ Amicon, PM-30, Millipore na objem 15 ml.
K zahu$ténym frakcim bylo pfidano takové mnozstvi FMN, aby se jeho vysledna
koncentrace rovnala 0,5 uM. Takto upraveny preparat byl podroben dialyze proti pufru
DP3 a zahu$tén na vysledny objem 2,3 ml. Ve findlnim praparatu byla stanovena aktivita
NADPH:CYP reduktasy, ktera ¢inila 14,2 pmoly/min.ml. Celkova koncentrace byla tedy
32,0 pmol.y: /min, coz odpovida vytézku 32 % (viz tab. V, str. 66).
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Timto krokem byl z preparaitu NADPH:cytochrom P450 reduktasy odstranén
detergent a také vétSina proteinovych kontaminant. Zaroven bylo dosaZeno vyznamného
zvyseni specifické aktivity tohoto enzymu.

Finalni produkt byl zmraZzen v malych alikvotech (400 pl) v ,.Eppendorfovych*
mikrozkumavkéch v kapalném dusiku a uschovan pti -80 °C. Cistota vysledného produktu
byla ovéfena pomoci SDS elektroforesy (Obr. 30, str. 65).

4.1.8 Chromatografie cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy
CL6B 11

K pfevedeni cytochromu bs do pufru sniZz§im obsahem detergentu byla pouZita
chromatografie na koloné¢ DEAE-Sepharosy CL6B II, postup dle kapitoly 3.3.3.4.6 .

Po naneseni preparatu a ,,odmyti“ detergentu (pokles Ajgzp) pufrem AP4* byl cyt bs
eluovan izokraticky 200 mM KH,PO, v pufru AP5*.

Podle eluéniho profilu (Obr. 28) byly spojeny frakce 28 az 32 (elu¢ni objem 140 az
160 ml) o nejvétsim obsahu cytochromu bs. Zdialyzované frakce proti pufru AP6* byly
zahu$tény na membrané Amicon, PM-10, Millipore na vysledny objem 4 ml.

Koncentrace cytochromu bs byla stanovena spektrofotometricky (Obr. 29) a ¢inila
58,8 uM, celkové bylo ziskano 235 nmeol.
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Obr. 28: Chromatografie cytochromu bs na koloné DEAE-Sepharosy
CL6B II (¢isla udavaji frakce o nejvétsim obsahu cyt bs)
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Obr. 29: Spektrofotometrické stanoveni cytochromu bs

Finalni preparat cytochromu bs byl zmraZen v malych alikvotech (400 pl)
v ,,Eppendorfovych* mikrozkumavkach v kapalném dusiku a uschovan pfi -80 °C .

Cistota vysledného produktu byla ovéfena pomoci SDS elektroforesy (Obr. 30,
str. 65).
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Identifikace finalnich produktd isolace byla provedena metodou hmotnostni

spektrometrice MALDI-TOF (kapitola 4.1.9).
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Obr. 30: SDS-PAGE findlnich prepardtu isolace (I-standard , Wide range ",

Sigma;  2-mikrosomy,  3-spojené

frakce  po

solubilizaci;

4-CYP2B4; 5- epoxid hydrolasa; 6- cytochrom bs; 7-NADPH:CYP

reduktasa)

Tab. YV: Bilanéni tabulka izolace CYP2B4

spec.obsah
vzorek " Cp mp Ccvp Ncye CcYp vytézek

(ml) | (mgiml) | (mg) (M) | (nmol) | (nmol/mg) (%)
MS frakce 23,0 39,0 897,0 57,6 1325 1,5 100,0
solubilizat 205,0 4,3 877,4 9,0 1837 21 139,0
DEAE-Seph.| 20,0 11,2 225,0 26,4 529 24 40,0
HAPI 10,0 71 71,0 16,5 165 2,3 12,5
HAPII 11,0 44 48,4 14,7 162 3,3 12,2
HAPIN 48 7.5 36,0 58,7 282 7.8 21,3

Legenda: V — objem (ml)
¢, — koncentrace proteinu (mg/ml)
m, — hmotnost proteinu (mg)

ccyp - molarni koncentrace CYP (umol/dm’®)
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Tab. V: Bilancni tabulka izolace NADPH:CYP reduktasy

vzorek

v

Co m, Ared celk. aeq Spec.ared vytézek
(molcyrc/min. (mmolcyec/min.
(mi) (mg/mi) (mg) mi) (MmMOlcyrc/min) mg) (%)
MS frakce 23,0 39,0 897,0 43 98,9 0,1 100,0
solubilizat 205,0 43 8774 0,6 132,0 0,2 132,0
DEAE-Seph. 17,5 6,1 107,56 3,2 56,4 0,5 56,0
2',5'-ADPSeph. 23 1,0 2,3 14,2 32,0 14,2 32,0

Legenda: V — objem (ml)

4.1.9 Identifikace finalnich preparatu isolace

¢, — koncentrace proteinu (mg/ml)

m, — hmotnost proteinu (mg)

a,q — aktivita reduktasy (pmolcytc.min".ml")

celk. a,q — celkova aktivita reduktasy (umolcytc. min™)

K identifikaci jednotlivych proteinti (CYP2B4, cytochrom bs a protein ,,X*) byla
pouzita metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (kap. 3.3.6). Srovnanim méfenych

spekter peptidi, vzniklych §tépenim jednotlivych proteinovych prouzki po SDS-PAGE

trypsinem, s databazi NCBInr (2005/06/01) bylo provedeno programem ProFound

pfistupnym na internetové adrese http://129.85.19.192/profound_bin/webProFound.exe.

Vysledky identifikace jednotlivych proteint jsou souhrnn€ uvedeny v obr. 31.

Proteiny byly identifikovany podle pfedpokladu jako cytochrom P450 2B4

a cytochrom bs. V pfipadé neznamého proteinu ,X“ bylo urceno, Ze se jedna

o mikrosomalni epoxid hydrolasu 1.
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Mgieni spekter a vyhledani v databazi bylo provedeno RNDr. M. Sulcem, PhD.
v laboratotich MBU AV CR v Praze 4-Kréi.

061005and11CYPisol
Sequence m:
MALDLTOF ProFound coverage se
Protein number _data file Protein Number Protein Name lems; MW (kDa EstdZ
bS/T 125Ref cytochrome b5 - rabbit 11.0 £1 1.34 68
28417 135Ref  AAAG5840.1 cytochrome P450 2B4 - rabbit EE7 6.3 234 13 1
HYEP_RABIT Epoxide hydrolase 1
XB/T 225Ref PD4D85 (Microsomal epoxide hydrolase) 52.42 73 232 41 :
[Name instite  TeiNum Emai
Verka Kotrbova  katBioch 221251285 yerakotrbova@centum.cz
Address ICO
[Date '8 pathway sampla name D57 2oAT XBIT ]
061068 MALDI-TOF  data/230208/Sulc/CYP *2SRef 13SRef 22SRef
P “ 125Ref 95T ingel 061C05, exwr, CCA 0.l miz miz mz
135Ref 2B4/T ingel D81C05, exxr, CCA 0.l 11345 8255 819.6
‘ 225Ref XB'T inge' 0810CE, ext CCA 0.l 1186.5 851.4 837.6
1442.6 3014 915.6
~ 1514.7 11535 9476
1340.5 1382.5 989.5

22059 13925 10035
14435 10266
-‘ 15026 10666
15726 10786
1722 12507
17818 12746

19319 1300.7
13328 1389.7

‘. 2014 14748
2165 1455 8

~—_— 23529 15178

2509 16439

Obr. 31: Identifikace produktii isolace pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF
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4.2 Oxidace ellipticinu krali¢imi cytochromy P450 3A6 a 2B4
rekonstituovanymi s NADPH:CYP reduktasou

Abychom mohli studovat metabolismus ellipticinu jednotlivymi isoformami
cytochromu P450 in vitro, bylo tieba vytvofit funkéni MFO systém obsahujici jedinou
isoformu CYP oxidujici ellipticin.

JelikoZ jsou isolované cytochromy P450, jez jsme pro toto studium pouZivali, samy
o sob¢ nefunkéni, byly provedeny jejich rekonstituce s NADPH:CYP reduktasou
a fosfolipidy (DLPC), které vytvati liposomy a simuluji tak prosttedi membrany
endoplasmatického retikula.

Rekonstituce cytochromt P450 3A6 a 2B4 s NADPH:CYP reduktasou byly
provedeny podle postupu popsaného v kapitole 3.3.4.1.1. Nasledné byl tento systém
inkubovan s 10 uM ellipticinem (viz kapitola 3.3.4.1.2). Ellipticinové metabolity vzniklé
v inkubaéni smési byly extrahovany ethylacetatem. Pomoci HPLC (kapitola 3.3.5) bylo
separovano a detekovano pét metaboliti (Obr. 32), jejichz struktura byla jiZ popsana
v piedchozich studiich v laboratofi, kde byla tato prace vypracovanal'®!.

Jedna se o nasledujici metabolity ellipticinu:

. M1 : 9- hydroxyellipticin
. M2 : 12-hydroxyellipticin
o M3 : 13-hydroxyellipticin
. M4 : 7- hydroxyellipticin
. MS : N(2)-oxid ellipticinu

Pro kvantifikaci metaboliti byly jejich plochy piki vztazeny k plose piku vnitiniho
standardu fenacetinu.
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Obr. 32: Metabolity ellipticinu tvoFené oxidaci ellipticinu potkanim mikrosomdlnim
systémem separované a detekované pomoci HPLC (Piky Bl a B2 jsou pFitomné

i v kontrolnich inkubacich bez ellipticinu)>’!

4.2.1 Oxidace ellipticinu  krali¢im cytochromem P450 3A6

rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou

Ukolem této &asti diplomové prace bylo prostudovat tlohu krali¢tho isolovaného
cytochromu P450 3A6 v oxidaci ellipticinu.

Sledovali jsme zastoupeni jednotlivych metaboliti ellipticinu, které vznikly
v inkuba¢ni smeési v zavislosti na koncentraci cytochromu P450. Z vysledkti (Obr. 33,

Tab. VI), které jsou vZdy primérem alespoii 3 nezavislych méteni, je patrné, Ze:

e Pfi viech pouzitych koncentracich cytochromu P450 3A6 majoritn¢ vznikal
12-hydroxyellipticinu (M2), pfi¢emz se vzrustdjici koncentraci aZz do 100 nM
dochazelo k jeho nartstu. Z obr. 33 miZeme usuzovat, Ze pii déle se zvy3ujici
koncentraci CYP3A6 doslo k saturaci a k poklesu tvorby tohoto metabolitu.

e Druhym nejvice zastoupenym metabolitem ellipticinu byl
13-hydroxyellipticin (M3), jehoZz mnoZstvi bylo nejvyssi pfi koncentraci
cytochromu P450 3A6 50 nM.

69
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Mnozstvi 9-hydroxyellipticinu (M1) se skoncentraci CYP3A6 vyrazné
neménilo. 9-hydroxyellipticin (M1) byl tfetim nejpocetnéj$im metabolitem
tvofenym CYP3A6.

7-hydroxyellipticin (M4) a N(2)—oxid ellipticinu (M5) vznikaly v minoritnim
mnoZstvi a jejich pfitomnost ve vzorcich byla téZko detekovatelna. Navic pik
7-hydroxyellipticinu (M4) ¢aste€né splyval se signalem 13-hydroxyellipticinu
(M3) a N(2)-oxid ellipticinu (M5) s pikem nepfeménéného ellipticinu.
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Obr. 33: Oxidace ellipticinu krdlicim cytochromem P450 346

rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou. V inkubacni smési byly
pouZity: 25-300 nM CYP3A6; 100 nM NADPH:CYP reduktasa; 10 uM

ellipticin

Tab. VI: Procentudlni zastoupeni metaboliti tvorenych oxidaci ellipticinu

krali¢im CYP3A6 rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou

ellipticinu [%] 25 S8 | 10 | 200 300
M1 25,8 20,5 22,1 24.8 25,7
M2 35,3 35,5 43,2 40,5 41,1
M3 33,1 31,1 29,9 26,6 274
M4 5,5 5,9 4.8 8.0 5,7
M5 0,3 7,0 0,0 0,1 0,1
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Vysledky

4.2.2 Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromem P450 3A6

rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou

Jak jiz bylo zminéno vuvodni ¢asti této prace, stimuladni a inhibi¢ni efekt

cytochromu bs neni zcela prozkouman a funkce cytochromu bs je objasnéna pouze

u nékterych isoforem cytochromu P450!7°), Dalsim cilem této studie tedy bylo prostudovat

vliv cytochromu bs na tvorbu metaboliti ellipticinu krali¢im CYP3AS6.

Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromem P450 3A6 byl studovan

v obdobném rekonstituovaném systému jako pfedchozi studie (kapitola 4.2.1), pouze
s ptidavkem cytochromu bs v poméru CYP3A6:cytochrom bs 1:3 (viz. kapitola 3.3.4.1.1.2).

Vysledky, které jsou primérem minimaln€ 3 nezavislych méfeni, jsou znazornény

na obrazku 34 a v tabulce VII. Vyplyva z nich, Ze:

P#i koncentracich CYP3A6 25 a 50 nM mél cytochrom bs inhibi¢ni vliv
na tvorbu viech metabolitd vzniklych oxidaci ellipticinu timto enzymem,
pficemZ nebyla pozorovana vyraznéj§i zména v zastoupeni jednotlivych
metaboliti. U metabolitu 9-hydroxyellipticinu (M1) bylo sniZeni nejvyssi
1,7 x, u 12-hydroxyellipticinu (M2) a 13- hydroxyellipticinu (M3) asi 1,5 x.
P#i koncentraci CYP3A6 100 nM byl inhibi¢ni vliv cyt bs na vznik témét
vSech metaboliti nepatrny (1,1 x).

S rostouci koncentraci CYP3A6 na 200 nM byl zaznamenan maly nartst
tvorby 12-hydroxyellipticinu (M2) 1,1 x, na tvorbu ostatnich metabolitd
cytochrom bs nemél vliv.

Cytochrom bs pusobil vyraznéji stimula¢né na vznik 12-hydroxyellipticinu
(M2) pti koncentraci CYP3A6 300 nM (nartst 1,6 x). ZvySoval téz tvorbu
13-hydroxyellipticinu (1,4 x), naproti tomu vznik 9-hydroxyellipticinu (M1)

mirn€ inhiboval (1,1 x).
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Obr. 34 : Viiv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu krali¢cim cytochromem
P450 346 rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou. V inkubacni
smési  byly pouzity: 25-300nM CYP346;, 100nM NADPH:CYP
reduktasa; 75-900 nM cytochrom bs (v poméru 1 : 3 vzhedem k CYP);
10 uM ellipticin

Tab. VII: Procentudlni zastoupeni metaboliti tvoFenych oxidaci ellipticinu
krdlicim CYP3A6 rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou
a cytochromem bs (pomér CYP: cytochrom bs byl 1:3)

Metabolity koncentrace CYP v inkubatnf smési (nM)

ellipticinu [%] 28 0 100 200 300
M1 23,4 20,6 19,6 22,5 16,4
M2 33,8 38,3 39,0 432 47,0
M3 34,6 32,6 32,2 25,2 28.4
M4 8.1 8.3 9.1 9,0 8.2
M5 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1
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Vysledky

4.2.3 Oxidace _ellipticinu __ krali¢im___cytochromem _P450 2B4
rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou

Cytochrom P450 2B4 je dal3im enzymem oxidujicim ellipticin. Z dfivéjsich studiil'®!

vSak vyplyva, Ze oxiduje ellipticin s mensi G¢innosti nez CYP3A. Dal§im ukolem
predkladané diplomové prace je podrobnéji prostudovat schopnost CYP2B4 oxidovat
ellipticin.

Opét bylo sledovano zastoupeni vzniklych metabolitd ellipticinu v zavislosti
na koncentraci cytochromu P450 2B4.

Vysledky z minimalné 3 nezédvislych méteni (Obr. 35, Tab. VIII) ilustruji, Ze:

e Schopnost cytochromu P450 2B4 oxidovat ellipticin je niZ$i nez CYP3AS6.

e Nejvice  zastoupenymi  metabolity  tvofenymi  CYP2B4  jsou
13-hydroxyellipticin (M3) a 12-hydroxyellipticin (M2).

e Zvy3ené koncentrace CYP2B4 v inkuba¢nich mediich prakticky nevedou
k nartstu tvorby metaboliti ellipticinu.
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Obr. 35: Oxidace ellipticinu krdlicim cytochromem P450 2B4
rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou. V inkubacni smési byly
pouzity: 25, 50, 100 nM CYP2B4; 100 nM NADPH:CYP reduktasa,
10 uM ellipticin
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Tab. VIILI: Procentudlni zastoupeni jednotlivych metabolitii tvofenych
oxidaci ellipticinu krdlicim CYP2B4 rekonstituovanym s NADPH:CYP

reduktasou

koncentrace CYP v inkuba&ni

Metabolity
smési (nM)
ellipticinu [%]
25 50 100

M1 20,3 25,4 29,2
M2 29,4 34,3 27,0
M3 37,0 32,9 39,9
M4 13,3 7,3 7,2
M5 090 071 0’7

Z uvedenych vysledka vyplyva, Zze cytochrom P450 2B4 je v metabolismu ellipticinu

malo u¢innym enzymem.

4.2.4 Vldiv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromem P450 2B4

rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou

Vysledky tohoto experimentu, ziskané jako primér minimaln¢ 3 nezavislych méfeni,

jsou uvedeny na obrazku 36 a v tabulce IX. Ukazuji, Ze:

e Cytochrom bs stimuluje vznik jednotlivych metabolitt ellipticinu CYP2B4.

e Tvorba metaboliti ellipticinu v pfitomnosti cytochromu bs je zavisla
na koncentraci CYP2B4 v inkuba¢ni smési.

e Knejvétsimu naridstu dochazelo u tvorby 12-hydroxyellipticinu (M2),
13-hydroxyellipticinu (M3) a 9-hydroxyellipticinu (M1), a to v uvedeném
pofadi.

e Znatelny vliv cytochromu bs na tvorbu metaboliti byl pozorovéan jiz pfi
koncentraci CYP2B4 v inkubatni smési 50 nM. MnoZstvi metabolitu
12-hydroxyellipticinu  (M2) bylo navySeno asi 1,8x, metabolitd
9-hydroxyellipticinu (M1) a 13-hydroxyellipticinu (M3) asi 1,4 x. Vzestup byl
pozorovan i u tvorby 7-hydroxyellipticinu (M4), a to asi 1,6 x.

74



Vysledky

Stimula¢ni ptisobeni cytochromu bs se nejvyraznéji projevilo pfi koncentraci

CYP2B4 100 nM, kdy zastoupeni 12-hydroxyellipicinu (M2) vzrostlo 3.4 x,

13-hydroxyellipticinu

(M3)

a 7-hydroxyellipticinu (M4) 1,8 x.
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Obr. 36: Viiv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromem P450 2B4

rekonstituovanym s NADPH:CYP reduktasou. Inkubacni smés obsahovala:
25, 50, 100 nM CYP2B4; 100 nM NADPH:CYP reduktasa; 75-300 nM
cytochrom bs (v poméru 1 : 3 vzhedem k CYP); 10 uM ellipticin

Tab. IX: Procentudlni zastoupeni metaboliti tvoFenych oxidaci ellipticinu

krdlicim  CYP2B¢4
a cytochromem bs (pomér CYP: cytochrom bs byl 1:3)

rekonstituovanym

s NADPH:CYP reduktasou

koncentrace CYP v inkubaéni

Metabolity
smési (aM)
ellipticinu [%] ;
25 50 100

M1 23,8 23,3 234
M2 36,4 39,5 374
M3 32,1 29,5 33,8
M4 7,0 7,6 5,2
M5 0,7 0,1 0,2
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Vysledky

4.3 Oxidace ellipticinu lidskymi rekombinantnimi cytochromy P450
3A4 a 2B6

Jak jiz bylo popsano v ivodu, z dosavadnich studii je lidska isoforma cytochromu
P450 3A4 povaZovana za jednu z nejucinné€jSich v aktivaci ellipticinu na metabolity
schopné vazby na DNA!'® > 118l (Jkolem této &asti diplomové prace bylo podrobngji
prostudovat aktiva¢ni ptisobeni CYP3A4 na protinadorové 1é€ivo ellipticin a porovnat
pusobeni tohoto enzymu s kréli¢i orthologni formou CYP3A6, studovanou téZ v ramci
ptedkladané diplomové prace (viz. kapitola 4.2.1).

Pro doplnéni znalosti o roli cytochromd P450 podrodiny 2B v oxidaci ellipticinu,
bylo dal$im ukolem této prace studium oxidace ellipticinu pravé lidskou isoformou této
podrodiny CYP2B6.

K praci byly pouZity komeréni preparaty supersomi (Supersomes ™). Jedna se
o mikrosomy isolované z hmyzich bunék transfekovanych Baculovirem (Supersomes™),

exprimujici lidsky rekombinantni CYP3A4 nebo CYP2B6 s NADPH:CYP reduktasou
(kapitola 3.3.4.2). Inkubace byly provedeny dle kap. 3.3.4.2a 3.3.4.1.2.

4.3.1 Oxidace ellipticinu lidskym rekombinantnim cytochromem P450
3A4

Vysledky ziskané pti studiu oxidace ellipticinu rekombinantnim cytochromem P450
3A4 jsou shmuty v obrazku 37 a tabulce X. Jsou primérem minimélné 3 nezavislych
méfteni.

Ze ziskanych vysledki je moZno usuzovat, Ze:

e Cytochrom P450 3A4 Winné& aktivuje ellipticin ve smyslu tvorby metabolit
13-hydroxyellipticinu  (M3) a 12-hydroxyellipticinu (M2) interagujicich
s DNA za vzniku aduktti.

o Nejvétsiho zastoupeni doséhl 13—hydroxyelliptiéin (M3), tvofici majoritni
adukt v DNA. Jeho mnoZstvi se se stoupajici koncentraci CYP3A4
v inkubaéni smési zvySovalo, nejvyraznéj$i byl tento narist pfi koncentraci

CYP3A4 100 nM.
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e Druhym nejpocetnéj$im metabolitem pii koncentraci CYP3A4 25 a 50 nM byl
12-hydroxyellipticin (M2), pti koncentraci enzymu 100 nM viak vznikalo
vice N(2)—oxidu ellipticinu (MS).

e Dal§im nejhojné&j$im metabolitem v pofadi byl 9-hydroxyellipticin (M1).
7-hydroxyellipticin (M4) byl tvofen CYP3A4 jen nepatrné. Tvorba vsech
metaboliti, kromé 12-hydroxyellipticinu (M2) se jevi byt zavisla
na koncentraci CYP3A4 v inkuba¢ni smési.
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Obr. 37: Oxidace ellipticinu lidskym rekombinantnim cytochromem P450 344.
Inkubacni smés obsahovala: 25, 50, 100 nM CYP3A4+NADPH:.CYP
reduktasa (Supersomes™); 10 uM ellipticin.

Tab. X: Procentudlni zastoupeni metaboliti tvoFenych oxidaci ellipticinu
lidskym rekombinantnim CYP3A4

koncentrace CYP v inkubatni
ellipﬂ::::::'y smési aM)
25 50 - 100
M1 15,2 21,9 15,1
M2 33,1 23,2 20,2
M3 34,4 30,5 35,7
M4 3,0 3,6 4.4
M5 14,3 20,8 24,6
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Vysledky

4.3.2 Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu lidskym

rekombinantnim CYP3A4

V ptipadé lidského cytochromu P450 3A4 byl v literatuie popsan vliv cytochromu bs
na jeho pusobeni!'?®l. Proto jsme se téZ vramci této diplomové prace zajimali, jakym
zptisobem bude ovliviiovat cytochrom bs metabolismus ellipticinu timto enzymem. Pouzit
byl CYP3A4 v Supersomech™.

Vysledky, které jsou primérem alesponi 3 nezavislych méfeni, uvedené na obr. 38

a v tab. XI ukazuji, ze:

e Cytochrom bs pisobil vyrazné¢ stimulatn€é na tvorbu metabolitt
9-hydroxyellipticinu (M1), 13-hydroxyellipticinu (M3) a N(2)-oxidu
ellipticinu (M5).

e NavysSeni tvorby metabolitu 9-hydroxyellipticinu (M1) se s koncentraci
CYP3A4 v inkubaéni smési zvétSovalo a pfi koncentraci 100 nM CYP3A4
dosdhlo 4,5 nasobku oproti mnozstvi vzniklému v pfedchozi inkubaci bez
cytochromu bs.

e Narist N(2)-oxidu ellipticinu (M5) vlivem cytochromu bs byl nejvyrazn&;jsi
pfi koncentraci CYP3A4 50 nM, a to 4,4 x. PH zvySujici se koncentraci
CYP3A4 na 100nM mnoZstvi tohoto metabolitu vykazovalo saturaéni
zavislost, navySeni zplsobené pfitomnosti cytochromu bs bylo vak stile
zietelné (narast asi 3,7 x).

e Tendence zvySené tvorby metabolitu 13-hydroxyellipticinu (M3) byly stejné
jako u N(2)-oxidu ellipticinu (MS5). Nejvyss§i hodnoty dosahlo mnoZstvi
zminéného metabolitu pfi koncentraci CYP3A4 50 nM, kdy vzniklo 2,4 x vice
13-hydroxyellipticinu (M3) oproti inkubaci bez pfitomnosti cytochromu bs.

e Inhibi¢n€¢ pilsobil cytochrom bs na tvorbu 12-hydroxyellipticinu (M2)
pfi koncentraci CYP3A4 v inkuba¢ni smési 25 a 50 nM. Stejny inhibi¢ni vliv
mél cytochrom bs i na tvorbu 7-hydroxyellipticin (M4) pfi koncentraci
CYP3A4 100 nM.
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Obr. 38: Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu lidskym rekombinantnim
cytochromem P450 344. V inkubacni smési byly pouZity: 25, 50, 100 nM
CYP3A4+ NADPH:CYP reduktasa+ cytochrom bs (Supersomes™);

10 uM ellipticin

Tab. XI: Procentudlni zastoupeni metaboliti tvorenych oxidaci ellipticinu

lidskym rekombinantnim CYP3A4 s cytochromem bs

koncentrace CYP v inkubaéni

Metabelity L
smési (nM)
ellipticinu [%] :
25 50 100

M1 25,0 25,4 28,3
M2 18,2 10,5 6,9
M3 27,7 28,1 25,6
M4 3,1 1,5 1,0
M5 26,0 34,5 37,2
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4.3.3 Oxidace ellipticinu lidskvym rekombinantnim cytochromem P450
2B6

Z vysledki, které jsme ziskali zprimérovanim minimalné 3 nezavislych méfeni,

na obr. 39 a v tab. XII je patrné, Ze:

e Pii vSech koncentracich CYP2B6 majoritné vznikal 12-hydroxyellipticin
(M2). Druhym nejvice zastoupenym metabolitem byl 13-hydroxyellipticin
(M3). Oba vykazovaly satura¢ni zavislost na koncentraci CYP2B6 v inkubaci.

e Dals$im v potadi metaboliti tvofenych CYP 2B6 byl 9-hydroxyellipticin (M1),
jehoZ mnoZstvi s koncentraci vzristalo.

¢ Ostatni metabolity ellipticinu byly detekovany pouze v malém mnozZstvi.

Je patmné, Ze lidsky rekombinantni CYP2B6 je oproti lidskému rekombinantnimu

enzymu CYP3A4 v oxidaci ellipticinu mnohem méné G¢inny.
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Obr. 39: Oxidace ellipticinu lidskym rekombinantnim cytochromem P450 2B6.
SloZeni inkubacni smési: 25, 50, 100 nM CYP2B6+NADPH:CYP reduktasa
(Supersomes™); 10 uM ellipticin
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Tab. XII: Procentudini zastoupeni metabolitii tvoFenych oxidaci ellipticinu

lidskym rekombinantnim CYP2B6

Metabolity koncentrace CYP v inkuba&ni
ellipticinu [%] , g 0%

‘ 25 50 100
M1 15,7 17,2 29,2
M2 40,2 45,0 40,1
M3 23,0 29,8 243
M4 1,0 4,1 2,9
M5 20,1 3,9 3,5

4.3.4 Vliv cytochromu b: na oxidaci ellipticinu lidskym

rekombinantnim CYP2B6

Plsobeni cytochromu bs na oxidaci ellipticinu lidskym rekombinantnim CYP2B6 je

shrnuto na obr. 40. Z vysledki vyplyva, Ze:

Cytochrom bs plisobi na metabolismus ellipticinu CYP2B6 pievazné
inhibi¢n¢.

U metaboliti 9-hydroxyellipticinu (M1) a 12-hydroxyellipticinu (M2) doslo
pfi v8ech koncentracich CYP2B6 v inkuba¢ni smési k mirnému poklesu jejich
tvorby.

Cytochrom bs slabé¢ stimuloval tvorbu 13-hydroxyellipticinu (M3)
pfi koncentraci CYP2B6 25 a 100 nM (asi 1,2 x).

Vliv cytochromu bs na vznik 7-hydroxyellipticinu (M4) a N(2)-oxidu
ellipticinu (M5) nebylo moZné piesné¢ vyhodnotit, nebot’ tvorba téchto

metabolitli byla velmi mala.
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Obr. 40: Viiv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu lidskym rekombinantnim
cytochromem P450 2B6. SloZeni inkubacni smési: 25, 50, 100nM
CYP2B6+NADPH:CYP reduktasa+ cytochrom bs (SupersomesTM); 10 uM

ellipticin

Tab. XIII: Procentudlni zastoupeni metabolitiu tvofenych oxidaci ellipticinu

lidskym rekombinantnim CYP2B6 s cytochromem bs

M koncentrace CYP v inkubatni
lliptician [%] smisi (nM)
25 50 100
M1 17,7 21,5 23,2
M2 45,5 42,5 43,0
M3 31,3 30,6 30,3
M4 3,9 3,1 2,0
M5 1,6 23 1,3
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S DISKUSE

V ramci této diplomové prace byla studovana uloha cytochromG P450 3A a 2B
v oxidaci protinadorového 1é¢iva ellipticinu. K tomuto studiu byly pouZity dva systémy,
jednak rekonstituovany systém izolovanych krali¢ich cytochromti P450 3A6 a 2B4
s NADPH:CYP reduktasou a dale lidské rekombinantni cytochromy P450 3A4 a 2B6
v Supersomech™.

Uvedené krali¢i enzymy, CYP2B4 a NADPH:CYP reduktasa, byly isolovany jako
soudast predkladané diplomové préce.

V této praci jsme navazali na jiz provedené experimenty, které ukazuji lidsky
CYP3A4 jako nejucinnéjdi v oxidaci ellipticinu a oproti tomu CYP podrodiny 2B jako
malo efektivni v oxidaci tohoto cytostatika!'® ''> 116,

Ve viech experimentech byl ellipticin pfeméiiovan cytochromy P450 na pét
metabolitti: 9-hydroxyellipticinu (M1), 12-hydroxyellipticinu (M2), 13-hydroxyellipticinu
(M3), 7-hydroxyellipticinu (M4) a N2-oxidu ellipticinu (M5), které byly separovany
a detekovany pomoci HPLC.

Oxidace ellipticinu cytochromy P450 3A a 2B

Vysledky ziskané inkubaci isolovanych krali¢ich enzymi CYP3A6 a CYP2B4
s ellipticinem ukazuji, Ze CYP2B4 je malo u¢innym enzymem v oxidaci ellipticinu, nebot’
vSechny metabolity ellipticinu v inkubaci s CYP2B4 vznikaly v nizkém mnoZstvi a nebyla
pozorovana téméf zadnd zavislost jejich tvorby na koncentraci CYP2B4 v inkuba¢nim
mediu.

Ve srovndni s CYP2B4, krali¢i isolovany enzym CYP3A6 tvofil metabolity
ellipticinu efektivnéji, pfiCemz majoritné dochéazelo ke vzniku 12-hydroxyellipticinu (M2).
Jeho tvorba se jevila byt koncentratn€ zavisld. Se vzrustajici koncentraci CYP3A6
v inkuba¢ni smési az do 100 nM dochazelo k naristu tohoto metabolitu, dale se zvysujici
koncentrace CYP3A6 jiZ neméla pozitivni vliv na tvorbu metabolitd ellipticinu, coZ by
mohlo byt zplsobeno nasycenim aktivnim center enzymu substraitem. Druhym nejvice
zastoupenym metabolitem ellipticinu CYP3A6 se jevil 13-hydroxyellipticin (M3),
pfi vysSich koncentracich CYP3A6 ale dochazelo také k poklesu jeho tvorby.

Inkubace lidského rekombinantniho enzymu CYP3A4 (v Supersomech™)
s ellipticinem pln¢ potvrzuji vysledky z pfedchozich studii. Z testovanych enzymu
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CYP3A4 oxidoval ellipticin jednozna¢né nejefektivnéji, zejména ve smyslu tvorby
13-hydroxyellipticinu (M3). 13-hydroxyellipticin (M3) je hlavnim metabolitem pfemény
ellipticinu lidskymi mikrosomy!'®!. Tento enzym také vyznamné katalyzoval tvorbu N(2)-
oxidu ellipticinu (MS). MnozZstvi obou vznikajicich metaboliti 13-hydroxyellipticinu (M3)
i N(2)-oxidu ellipticinu (MS) vykazovalo vyrazn¢ vzristajici tendenci s koncentraci
CYP3A4 v inkubaéni smési. Jiz v diivéjsich studiich byly tyto dva metabolity uréeny jako
odpovidajici za tvorbu kovalentnich adukti v DNA!"®! Jako tieti nejpoetn&j’i metabolit
vznikal 12-hydroxyellipticin (M2).

Ziskané vysledky téz koreluji s po¢itatovym modelem struktury CYP3A4, do jehoz
aktivniho centra byl jako substrat ,,dokovan® ellipticin. Tento model, ktery byl vytvofen
a studovan vramci predchozich experimentd!'®!

vysledku oxidace ellipticinu CYP3A4 na molekularnim zaklad¢.

Modelovanim byla nalezena ¢&tyfi moZna vazebna seskupeni CYP3A4

, zde uvadime pro vysvétleni naSich

s ellipticinem!'”!. Na obr. 41 je ukdzino nejvyznamngj$i vzijemné vazebné postaveni
CYP3A4 a ellipticinu. Reaktivni kyslikovy radikal, jez je soucasti ferrioxenového
komplexu CYP3A4, je zde v tésné blizkosti methylové skupiny na uhliku C-13 ellipticinu.
Vtéto pozici dochazi snadno khydroxylaci ellipticinu, a tedy ktvorbé

13-hydroxyellipticinu (M3).

Obr. 41: Model struktury CYP3A4 s ellipticinem ,,dokovanym‘ do aktivniho centra tohoto

enzymu! "
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V dalsich dvou mén¢ &asto se vyskytujicich vazebnych seskupenich CYP3A4 a jeho
substratu ellipticinu se kyslik dostava jednak do blizkosti methylu uhlikového atomu C-12
a téz do ptitomnosti dusiku v poloze N-2 ellipticinu. Ty jsou pak cilem hydroxylace
za vzniku 12-hydroxyellipticinu, respektive N(2)-oxidu ellipticinu!'®),

Vysledky naSich experimentd téZ ukazuji, Ze lidska isoforma CYP3A4 je ve srovnani
s jeho krali¢i orthologni formou CYP3A6 vyznamnéj$i v oxidaci ellipticinu na metabolity
kovalentné modifikujici DNA. To opé&t souhlasi s dosavadnimi experimenty”> ' '€,

Studium oxidace ellipticinu lidskym rekombinantnim cytochromem P450 2B4
ukazalo, Ze i tato isoforma CYP podrodiny 2B, je v oxidaci ellipticinu malo u¢inna. Oproti
jeho krali¢i orthologni formé vSak doslo k naristu ve tvorbé 12-hydroxyellipticinu (M2).
Tvorba tohoto metabolitu se jevila byt koncentraéné zavisla na obsahu CYP2B4 v inkubaci.
Z uvedenych vysledkd muZeme usuzovat, Ze ellipticin neni vhodnym substratem pro jeho
oxidaci cytochromy P450 podrodiny 2B. V soucasné dob¢ jsou v nasi laboratofi provadény
studie sledujici vazbu ellipticinu do aktivniho centra CYP2B4 pomoci pocitatového
modelovani (,,doking“ ellipticinu) (Stiborova, ustni sdé€leni). Vysledky ztéchto studii
napovidaji, Ze preferen¢ni vazba ellipticinu do aktivniho centra CYP2B4 je vazba
ellipticinu jako ligandu Fe hemu, prostiednictvim interakce s dusikem pyrimidinového
kruhu ellipticinového skeletu. Takova vazba je pro oxidaci ellipticinu zcela nevyhodna
(Stiborova, ustni sdéleni).

Vliv cytochromu bs na oxidaci ellipticinu cytochromy P450 3A a 2B

V ramci studia oxidace ellipticinu CYP3A a CYP2B jsme se téZ zabyvali vlivem
cytochromu bs na tvorbu metabolitli ellipticinu. V pfedchozich studiich bylo zjiténo,
Ze cytochrom bs miiZe pisobit v reakcich katalyzovanych cytochromem P450 stimulaéné,
nekteré reakce viak miZe naopak inhibovat’”. Jeho vliv je zjevn& zavisly na isoformé&
CYP a navazaném substratu!’” )|, Funkce cytochromu bs je zatim znima pouze
u nékterych izoforem cytochromu P450 a jejich substrata!’.

Z provedenych experimentd je patrné, Ze pulsobeni cytochromu bs je rozdilné
u jednotlivych isoforem CYP. PHtomnost cytochromu bs v inkuba¢nich smésich CYP3A6
s ellipticinem méla pfi niZ8ich koncentracich CYP3A6 inhibi¢ni efekt na tvorbu vech péti
metabolita ellipticinu, pfi vy$8i koncentraci CYP3A6 vak doslo vlivem cytochromu bs
k naristu v tvorbé 12-hydroxyellipticinu (M2).
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V inkubacich CYP2B4 s ellipticinem pisobil cytochrom bs stimulaéné na tvorbu
metabolitd ellipticinu, pfedev§im 12-hydroxyellipticinu (M2), 13-hydroxyellipticinu (M3)
a 9-hydroxyellipticinu (M1), v tomto uvedeném potadi.

Nejvyrazngji se vSak stimulace tvorby metaboliti ellipticinu projevila u lidského
CYP3A4, a to zejména pii tvorbé 9-hydroxyellipticinu (M1), dale 13-hydroxyellipticinu
(M3) a N(2)-oxidu ellipticinu (M5). Pfemeéna ellipticinu na 12-hydroxyellipticin (M2) byla
naopak mirné€ inhibovana. Tato pozitivni interakce mezi CYP3A4 a cytochromem bs mize
byt vysvétlena n€kolika zpisoby. Zakladaji se jak na schopnosti cytochromu bs urychlit
ptenos druhého elektronu do monooxygenasové reakce a zabranit tim rozpadu ternarniho
ferri-superoxidového komplexu, tak na stabilizaci komplexu vlivem cytochromu bs
nebo napiiklad na pfimém pisobeni cytochromu bs jako efektoru, zvySujici tvorbu
produktu, bez oxida¢n&-redukéni tlohy cyt bs v monooxygenasové reakeil ..

V ptipad¢ lidského CYP2B6 jsme nezaznamenali vyrazny vliv cytochromu bs
na metabolismus ellipticinu timto enzymem, tendence byly spi§ inhibi¢ni.

Vysledky uvedené v této diplomové praci dokresluji vysledky experimentalnich studii

ziskanych v priib&hu pfedchozich praci® 343343103,

86



Shrnuti a zavér

6 SHRNUTI A ZAVER

Vysledky ziskané v diplomové praci spliiuji zadané cile. Vyznamné pfispély
k poznani efektivity cytochromti P450 3A a 2B v oxidaci ellipticinu. Vysledky je mozZno

shrmout nasledovné:

e Vsechny studované cytochromy P450 podrodiny 3A a 2B pfeméiovaly
ellipticin na p&t shodnych metabolit, a to na 9-hydroxyellipticin (M1),
12-hydroxyellipticin (M2), 13-hydroxyellipticin (M3), 7-hydroxyellipticin
(M4) a N(2)-oxid ellipticinu (MS5). Tvorba 7-hydroxyellipticinu (M4) a N(2)-
oxidu ellipticinu (M5) v3ak byla u téméf viech testovanych CYP velmi mala,
a tudiz Spatné detekovatelna. Jedinou vyjimku tvofil lidsky rekombinantni
CYP3 A4, ktery katalyzoval pfeménu ellipticinu na N(2)-oxid ellipticinu (M5)
efektivné.

e MnozZstvi a pomérné zastoupeni detekovanych metaboliti ellipticinu se
u jednotlivych isoforem CYP liilo.

e Studiem oxidace ellipticinu lidskym rekombinantnim CYP3A4
v Supersomech™ se potvrdily vysledky z dosavadnich studii, podle kterych je
CYP3A4 nejvyznamnéj§im enzymem v pfeméné ellipticinu na metabolity
kovalentné modifikujici DNA (13-hydroxyellipticin M3)
a 12-hydroxyellipticin (M2))!'%*!. Jeho orthologni krali¢i forma CYP3A6 viak
katalyzovala oxidaci ellipticinu na tyto metabolity, ve srovnani s lidskym
CYP3A4, méné Géinné. Tim jsme potvrdili a vysvétlili vysledky pfedchozich
studii!' .

e Zvysledkid této prace je ziejmé, Ze oba studované cytochromy P450
podrodiny 2B, CYP2B6 a CYP2B4, nehraji vyznamnou roli v oxidaci
ellipticinu na jeho u€inné&jsi metabolity, nebot’ mnozZstvi vzniklych metabolitd
byla v porovnani s metabolity ellipticinu CYP3A nizka.

e Vliv cytochromu bs na tvorbu metaboliti ellipticinu jednotlivymi isoformami
CYP neni jednotny. Cytochrom bs nejvyraznéji stimuloval vznik metabolitd
u lidského CYP3A4, zejména 9-hydroxyellipticinu M1),
13-hydroxyellipticinu (M3) a N(2)-oxidu ellipticinu (M5). Doslo i k vyrazné

zméné v pomérném zastoupeni jednotlivych metabolitd ellipticinu. Stimulaéni
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pisobeni cytochromu bs se projevilo i v inkubacich s ellipticinem o vys$8i
koncentraci krali¢ctho CYP2B4. Naopak inhibiéni efekt na tvorbu metabolitt
ellipticinu vykazoval cytochrom bs pfi niZ§ich koncentracich krali¢iho

enzymu CYP3A6 a lidského rekombinantniho CYP2B6.
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Svoluji k zapijceni této prace pro studijni Gely a prosim, aby byla radné

vedena evidence vypujcovatelu.
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