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SEZNAM ZKRATEK
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1.TEORETICKA CAST

1.1.CYTOCHROM P450

1.1.1. Uvod

wewr

vvvvvvv

jsou dale snaze konjugovany a eliminovany z organismu. Biotransformace xenobiotik
cytochromem P450 byla diive vnimana jako proces oxida¢ni detoxikace cizorodych latek.
Pozdéjsi vyzkumy ale ukazaly, Ze vlivem CYP dochéazi v nékterych pfipadech k aktivaci
slouceniny. Aktivaci lze hodnotit jako pozitivni (napf. pfeména prolé¢iva v jeho aktivni, tj.
farmakologicky u¢innou formu) nebo jako negativni (zejména metabolickou aktivaci
karcinogenti).

Cytochromy P450 se rovné€Z uplatiiuji pti biosyntéze a metabolismu endogennich latek,
zejména lipidQ, steroidnich hormoni, prostaglandint, Zlu¢ovych kyselin, vitaminu D3 atd.

Gafrinkel s Klingenbergem vroce 1958 objevili v jaternich mikrosomech pigment,
ktery po redukci vykazuje v komplexu s oxidem uhelnatym absorp&ni maximum p¥i 450nm."?
Hemoproteinovy charakter tohoto pigmentu dokézali roku 1964 Omura a Sato a na zéklad¢
podobnosti povahy vazby hemu cytochromi b a podle netypického maxima Séretova pasu jej
nazvali cytochromem P450.>

Z evoluéniho hlediska je cytochrom P450 povaZovan za velmi stary hemoprotein.
Z jediného genu cytochromu P450 archebakterii z doby vice neZ pted 1,5 miliardami let se do
soucasnosti vyvinulo ohromné mnoZstvi odliSnych gend kédujicich cytochromy P450
prokaryotnich i eukaryotnich organismi. Celkové bylo popséno asi 500 isoforem. S vyvojem
samoziejmé vzrostlo i mnozstvi funkci, které cytochromy P450 v jednotlivych organismech
plni.

Cytochromy P450 se v lidském téle vyskytuji pfedev§im v jatrech, nicméné€ vyznamné
jsou i jejich hladiny v plicich, ledvinach, tenkém stfevé, kizi, mozku, nadledvinkach. V
burikach jsou lokalizovany pfevazné v membranach hladkého endoplasmatického retikula,

nékteré rovnéz v membranich mitochondrii.



1.1.2. Nomenklatura CYP a déleni forem

Nazvoslovny systém CYP byl zaveden roku 1987 a je zaloZen na celkové podobnosti
primarnich sekvenci aminokyselin jednotlivych forem CYP. Podle procenta homologie
aminokyselinové sekvence proteinové &asti délime CYP do rodin, vykazuji alespoti 40%
homologie v primarni struktufe proteinu a oznacuji se arabskymi Cislicemi (napf. CYP1).
Rodiny se dile déli do podrodin, které vykazuji alespoii 60% homologie v primarni struktuie
proteinu a oznafuji se velkymi pismeny (napf. CYP1A). Jednotlivé CYP jsou oznateny
arabskymi ¢&islicemi (napf. CYP1Al). Toto nazvoslovi vystihuje evoluéni genetickou
piibuznost funkci jednotlivych forem CYP v riznych organismech.*’

1.1.3. Chemicka struktura CYP

Eukaryoticky mikrosomalni cytochrom P450 je hemoprotein sloZzeny z jednoho
polypeptidového fetézce o délce kolem 500 aminokyselin obsahujici jednu molekulu hemu b
(Obr. 1) véazanou koordina¢né¢ kovalentni vazbou pfes —SH skupinu cysteinu, kterd je
proximalnim ligandem Zeleza hemu.® Nejednd se tedy o klasicky cytochrom, ale o
hemithiolatovy protein.” Vyskytuje se vétSinou v podobé shiukii nékolika molekul o relativni

molekulové hmotnosti a2 500 kDa zanofenych do membrany.®

Obrézek 1: Hem typu b’



1.1.4. MFO systém a monooxygenace

Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO) je soubor enzymi lokalizovanych na
vnéj§i stran¢ endoplasmatického retikula. Tento systém katalyzuje celou fadu oxidaénich,
oxygenagnich, popt.reduk&nich reakci, pti¢emz vyuZiva ptedeviim molekularni kyslik.'® Je téz
oznaCovan jako systém oxidas a oxygenas se smiSenou funkci. M4 tii zékladni sloZky:
flavoproteinovy enzym NADPH:cytochrom P450 reduktasu, kterd slouzi jako zdroj a déli¢
elektronového paru, hemthioldtovy enzym cytochrom P450 jako termindlni oxidasu a
cytoplasmatickou membranu. Membranové lipidy udrzuji aktivni konformaci cytochromu
P450, zvySujici afinitu k substratu, stimuluji tvorbu funkéné aktivniho komplexu cytochrom
P450-NADPH:cytochrom P450 reduktasa a jsou zasobarnou hydrofobnich substratt
cytochromu P450.°

1.1.4.1. Reakéni mechanismus monooxygenasové reakce

Monooxygenasova reakce zahrnuje aktivaci molekularniho kysliku a zabudovani
jednoho atomu do molekuly substratu. Aktivace kysliku je umoZnéna dvéma elektrony
pochazejicimi z flavoproteinové reduktasy, kterou je prevazné NADPH:cytochrom P450
reduktasa, ale donorem druhého elektronu mtize byt i NADH:cytochrom bs reduktasa.®

Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Obecny prib&h monooxygenasové reakce

katalyzované MFO systémem lze vyjadfit sumarni rovnici:

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

V této rovnici je RH oznaCovan substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce.



1.1.4.2. NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

Enzym NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4) je membranové
vazany ,,zluty protein“, ktery katalyzuje pfenos elektroni z NADPH na vSechny zndmé formy
cytochromu P450'? (daném organismu je jedna forma NADPH:cytochrom P450 reduktasy
schopna spolupracovat s vice formami cytochromu P450). Dale je také schopna redukovat

3 cytochrom bs'®, hem oxygenazu, ferrikyanid, elongazu mastnych kyselin a

cytochrom c!
dalsi.>'* NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa miiZe byt za uréitych okolnosti zastoupena
NADH:cytochrom bs reduktasou.'® Tato skutetnost je dileZitd hlavng vzhledem k tomu, Ze

jako redukovany koenzym zde nemusi pusobit jen NADPH, ale t¢Z NADH.

NADPH:cytochrom P450 reduktasa je zpohledu fylogeneze velmi konzervovany
enzym, NADPH:cytochrom P450 reduktasy zrtznych rostlinnych a Zivo¢iSnych druht
vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci. Napiiklad lidskd a potkani forma
maji sekven¢ni homologii 92%, pfiemZ nejvice odli$nosti v aminokyselinové sekvenci se
nachazi v N-terminalni ,kotvici oblasti a naopak FMN-vazebnd doména je u obou forem

témét shodna.'” Tento fakt ukazuje na vyznamnou roli tohoto enzymu v prib&hu evoluce.'®

NADPH:cytrochrom P450 reduktasa ma dvé funkéni domény, hydrofobni N-terminalni
(6 kDa), kterou je zakotvena v membran&'’, a hydrofilni C-terminalni doménu (72 kDa).?
Utinkem pankreatické proteasy, trypsinu, lze solubilizovat C-termalni doménu, ktera je
Caste¢né funkéni: je schopna pienaset elektrony na cytochrom c a né&které arteficialni akceptory

elektrond, ale cytochrom P450 jiZ neredukuje.”

Interakce mezi NADPH:cytochrom P450 reduktasou a akceptorovou molekulou
(cytochromem P450, cytochromem c) jsou hlavné elektrostatické povahy — kladné nabity
povrch akceptorové molekuly (lysiny, argininy) interaguje se zdporné nabitym povrchem
NADPH:cytochrom P450 reduktasy (asparat, glutamat). V pfipadé cytochromu P450 se krome¢
iontovych interakci uplatriuji také interakce hydrofébni mezi nepolarnimi aminokyselinami

v oblasti domén NADPH:cytochrom P450 reduktasy a cytochromu P450.2"%

Funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy jako déli¢e elektronového paru byla
vysvétlena na zdklad¢ rozdilnych redoxnich potenciali obou flavinovych prostetickych

skupin.”**** Akceptorem elektronti od NADPH je FAD, ktery elektrony nasledné predava



FMN. Za jednoelektronovou redukci akceptorové molekuly, cytochromu P450, je zodpovédny
zcela redukovany hydrochinon FMNH, .2

NADPH P450gep P450gep
FMNH FMNH __o FMNH, FMNH FMNH, FMNH
FAD FADH, FADH ~— /7 » rapH 4 ppp FAD
1e NADP* 3¢ <1 P450gy 2¢ 2e¢ P4500x 1e




1.2.FLAVONOIDY

1.2.1.Uvod

Flavonoidy pfedstavuji velmi rozsahlou skupinu fytochemikalii vykazujicich Sirokou
paletu biologickych aktivit. Vyznamné jsou pfedev§im pro své antioxidacni, antibakteridlni,
bunéénych receptorii. Nékteré flavonoidy vSak vykazuji u€inky mutagenni, jiné mohou
podstatn& zasahovat do biochemickych drah.”’

Mezi proteiny interagujici s flavonoidy patii i CYP. Flavonoidy, jakoZto heterogenni
skupina latek, ovliviiuje enzymy riznymi cestami. Navozuji expresi n€kterych CYP, mohou
stimulovat ¢i inhibovat jejich metabolické aktivity. Touto cestou mohou ovliviiovat aktivaci
karcinogend ¢i metabolismus 1é¢iv. Inhibice CYP naopak vede k blokad¢ aktivace
karcinogenti. Pfedpokladd se, Ze flavonoidy jakoZto soucast lidské stravy snizuji riziko
nadorovych onemocnéni, zavislych zejména na steroidnich hormonech. Pro svou strukturni
podobnost se steroidnimi hormony se mohou vazat na receptory pro estrogeny, nebo naopak

blokovat kli¢ovy enzym biosyntézy estrogenti, aromatasu.?’

1.2.2. Struktura a vyskyt flavonoidu

Flavonoidy tvofi rozsédhlou skupinu rostlinnych latek, jejichZ struktury lze odvodit od
flavanového skeletu (Obr. 3). Flavanovy skelet se sestava ze dvou benzenovych kruhi, A, B a
pyranového kruhu C, napojeného na kruh A. Heterocyklus C obsahujici kyslikovy atom je
zodpovédny za typické vlastnosti flavonoidi. Fenyl B miZe byt na pyranovy kruh napojen bud’
v pozici 2, jednd se pak o flavonoidy, nebo v pozici 3, pak hovofime o isoflavonoidech,
pfipadné v pozici 4 u syntetickych flavonoidd, tzv. neoflavonoidti. Dalsi klasifikace je zaloZena
na stupni oxidace a substituce pyranového kruhu: flavany, flavanony, isoflavanony, flakony,
isoflavony, chalkony, anthokyanidiny, flavonolignany a dal§i. Flavonoidy se vyskytuji
prakticky ve vSech druzich rostlin a to ve formé volné nebo glykosidicky ¢i esterové vazané.

Koncentruji se zejména v semenech, ovocné slupce, ktife a kvétech.



-
803

CHROMAN . FLAVAN

o. :
X
™
F OH
0
ANTHOKYANIDIN CHALKON

?
4

ISOFLAVANON FLAVANON

i}
g

ISOFLAVON FLAVON

Obrazek 2: Struktury ziakladnich skeletii flavonoidu
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1.2.3. Pouzité flavonoidy

V predchozich studiich byl sledovan vliv flavonoidil na aktivitu cytochromt P450. Byl
potvrzen inhibiéni efekt a-naftoflavonu (7,8-benzoflavon) na aktivitu réiznych isoforem CYP.2®
Tato prace se zaméfuje na studium vlivu a-naftoflavonu a jeho izomeru p—naftoflavonu (5,6-

benzoflavon), na aktivitu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy.

o - naftoflavon B - naftoflavon

Obrazek 3: Struktury sledovanych flavonoidu
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2.CiL BAKALARSKE PRACE

Cilem pfedpokladané bakalafské prace bylo pfispét k objasnéni stimula¢niho efektu
flavonoidi na aktivitu NADPH:cytochromu P450 oxidoreduktasy v zavislosti na typu

akceptoru pfenasenych elektroni.

K dosazeni tohoto cile bylo nutné splnit néasledujici dil¢i ukoly.

1. Ovéfeni pfitomnosti a metabolické aktivity CYP2B4 a NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy v MS frakcich krélika premedikovaného phenobarbitalem.

2. Optimalizace a studium metabolické aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy

za pouZiti cytochromu c a ferrikyanidu jako dvou arteficidlnich akceptorti elektroni.

3. Optimalizace a studium pfemény pentoxyresorufinu CYP2B4 v MS pro sledovani

systému obsahujiciho fyziologicky akceptor elektroni.

4. Studium vlivu flavonoidi na aktivitu NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
se vSemi akceptory elektront - cytochromu c, ferrikyanidu a CYP2B4 .

12



3. MATERIAL A METODY

3.1. MATERIAL

Chemikalie a material, které byly pouZity v experimentech pochazeji z téchto zdroji:

Linde, CR
kapalny dusik

Merck, SRN

a-naftoflavon, B-naftoflavon

Reanal, Mad’arsko

glukosa-6-fosfat
Sigma, USA
dimethylsulfoxid, nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany (NADP") a redukovany

(NADPH), glukosa-6-fosfat dehydrogenasa, 7-pentoxyresorufin

Lachema

ferrikyanid

MS indukované fenobarbitalem byly poskytnuty katedrou biochemie Pfirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy.

V3echny ostatni chemikélie byly produkty firmy Lachema, Brno, CR.

13



3.2. METODY

3.2.1. Stanoveni koncentrace CYP v MS frakcich

Koncentrace CYP v MS frakcich byla stanovena spektrofotometricky metodou dle
Omury a Sato.? Bylo vyuZito absorbance komplexu redukovaného CYP s CO pfi 450 nm.

Mikrosomy byly nafedény na koncentraci proteinu 1-2 mg/ml 0,1 M K-fosfatovym
pufrem; pH 7,4. Roztok byl sycen 60 s CO a poté rozd€len do dvou kfemennych kyvet (opticka
draha kyvet 0,5 cm) a byla registrovana zakladni linie absorbance. Pak byl obsah vzorkové
kyvety redukovan dithioni¢itanem sodnym a bylo mé&feno diferenéni spektrum v rozsahu
vlnovych délek 402-500 nm na Specordu M40.

Koncentrace CYP byla spoc¢tena dle vzorce:

Ccyr=(A/¢)x fedéni

A zména absorbance [A4so- A 490]
€ molarni absorpéni koeficient [0,126 cm™.pmol” .dm’]
Ceypevvennnnnn koncentrace CYP [pmol™” .dm’]

3.2.2 Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy

3.2.2.1. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy pomoci cytochromu c.

Stanoveni NADPH:cytochrom P450 reduktasy se provadi méfenim rychlosti redukce

cytochromu c za sou€asné oxidace NADPH pfi vinové délce 550 nm.

NADPH + H" + 2 cytochrom ¢ (Fe*") — NADP" + 2 cytochrom ¢ (Fe?")

14



Kyveta obsahovala: 980-x pl 0,3 M K-fosfatového pufru; pH 7,5
x pl MS frakce (koncentrace proteinu v kyveté 1-2 mg/ml)
10 pl cytochromu ¢ (25 mg/ml)
10 pl 10 mM NADPH

Nejprve je proméfena zakladni linie pfi 550 nm, poté bylo do kyvety pfidano
10 pl NADPH a po dikkladném promichani méfena €asovd zména absorbance pti 550 nm. Jako
hodnota reduktasové aktivity (Arep) byla brana zména absorbance pfi 550 nm (Assp) za ur€ity

¢asovy usek. Argp byla spoéitana dle vzorce:

Arep=[Asso/ (e x t x1)] x fedéni

Eeverrinennn molarni absorp&ni koeficient [21 mmol™.cm™ .dm’]

| PO ¢as registrace [s]

| TN opticka dréha kyvety [cm]

AReD. ....... aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy [umol cyt ¢/ min.ml]

3.2.2.2. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy redukci ferrikyanidu.

Stanoveni NADPH:cytochrom P450 reduktasy se provadi méfenim rychlosti redukce

ferrikyanidu za sou€asné oxidace NADPH pfi vinové délce 420 nm.

Pufr obsahoval: 0,3 M KH,PO,
0,1 mM K;Fe (CN)g

Kyveta obsahovala: 980-x ul pufru; pH 7,5
x ul MS frakce (koncentrace proteinu v kyveté 1-2 mg/ml)
10 pl 10 mM NADPH

15



Nejprve je proméfena zékladni linie pti 420 nm, poté bylo do kyvety pfidano
10 ul NADPH a po dikladném promichani méfena ¢asova zména absorbance pfi 420 nm.
Jako hodnota reduktasové aktivity (Argp) byla brana zména absorbance pfi 420 nm (A4z0) za

urCity Casovy usek. Argp byla spocitana dle vzorce:

Arep=[As¢/ (e x t x 1)] x fed&ni

€evrrnnnnnnnns molarni absorpéni koeficient [1,02 mM™.cm™]
| ST Cas registrace [s]
Lo, opticka draha kyvety [cm]

ARgp........ aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy [umol cyt ¢/ min.ml]

3.2.3. Modulace aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy

Aktivita reduktasy byla stanovena pomoci cytochromu c a ferrikyanidu dle postupu na
stran¢ 14 a 15. Kyveta obsahovala ptidavek 5 pl roztoku modulatoru, ptipadné rozpoustédla
v ptipadé¢ kontrolnich studii. Smés tedy obsahovala proménné rozpéti koncentraci

(10 uM - 200 uM) studovanych modulatorti ptidavanych jako roztoky v methanolu.

3.2.4. Stanoveni aktivity CYP2B4 O- depentylaci 7- pentoxyresorufinu

Inkubaéni smés o celkovém reakénim objemu 500 pl obsahovala:

250 pl 0,3 M K-fosfatového pufru; pH 7,5

x ul MS frakce (koncentrace proteinu v kyveté 1-2 mg/ml)
5 ul 0,5 mM 7-pentoxyresorufinu

50 ul 10 mM NADPH

190 — x pl H,O
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Do sklenéné zkumavky s pfisluSnym mnozZstvim pufru bylo pfidano odpovidajici
mnozZstvi MS, poté byl pfidan roztok substratu. Reakce byla iniciovana NADPH-generujicim
systémem. Po uplynuti sledované doby inkubace, jeZ probihala za stalého tfepani pfi teploté
37°C (inkubator G24 New Brunswick Scientific) byla reakce zastavena pfidanim 2 ml
methanolu. Reakéni smés byla intenzivn€ michana po dobu 2 minut na pfistroji Vortex a
nasledné centrifugovana po dobu 10 minut pfi 5000 RPM (centrifuga Janetzki K2, vykyvny
rotor 6 x 6 ml). 200 pl supernatantu bylo vneseno do mikrotitraéni desticky. Nésledné byla
zméfena fluorescence na spektrofluorimetru pfi excitaénim zafenim o vlnové délce 520 nm a

emisnim 585 nm, Stérbinéch Sitky 15 a 10 a registraénim Case S s.

3.2.5. Modulace premény 7- pentoxyresorufinu CYP2B4

Metabolické studie byly provadény dle postupu na strané 16. Reakéni smés obsahovala
5 pl roztokd modulatorti, pfipadné rozpoustédla v piipadé kontrolnich studii. Smés tedy
obsahovala proménné rozpéti koncentraci (10 uM - 200 puM) studovanych modulatort

pfidavanych jako roztoky v methanolu.
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4.VYSLEDKY

4.1. Stanoveni koncentrace CYP v MS frakcich

Koncentrace CYP byla zmétena spektrofotometricky modifikovanou metodou Omury
a Sato’, kdy byl vzorek nejdfive sycen CO, poté proméfena zakladni linie a nasledn& byla
provedena ve vzorkové kyvet& redukce (CO~Fe®*) a m&feno diferenéni spektrum CYP.

Typické diferen¢ni spektrum ukazuje obrazek 4. Je zieymé, Ze CYP po redukci
vykazuje klasické absorpéni maximum pfi 450 nm. Jedna se o velmi kvalitni preparat, protoZe
neni téméf patrné absorpéni maximum pii 420 nm, které vykazuje inaktivni forma cytochrom

P450, cytochrom P420. Koncentrace CYP v mikrosomalni suspenzi byla 227,7 pM.

01A

450 Vinové délke [nm)

Obrazek 4: Diferenéni spektrum CYP
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Reakéni smés obsahovala MS 2B4, K-fosfatovy pufr s pridavkem 20% glycerolu. Smés
ve vzorkové kyveté byla sycena 60 s CO. Obsah vzorkové kyvety byl redukovdn dithionicitanem

sodnym a bylo méfeno diferencni spektrum v rozsahu vinovych délek 402 — 500 nm.

4.2. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy

4.2.1. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy pomoci cytochromu c

Aktivita reduktasy byla stanovena pomoci cytochromu c. Rychlost pfenosu redukénich
ekvivalenti NADPH:CYP oxidoreduktasou zNADPH na cytochrom c byla sledovana
spektrofotometricky jako Casovy pfirustek absorbance pfi vinové délce 550 nm odpovidajici

pfirustku redukované formy cytochromu c (Obr. 5).

o
S ©
[4,] N

Absorbance
o

o
[=]
(3]

o
o A

10 20 30 40 50 60

t {min]

Obrazek 5: Spektrofotometrické stanoveni reduktasy
Reakcni smés obsahovala MS frakci a cytochrom ¢ v 0,3 M draselném fosfatovém
pufru; pH 7,5. Nejprve byla promérfena zdkladni linie pFi 550 nm, poté bylo do smési pFiddno

10 ul 10 mM NADPH a po diikladném michdni méfena ¢asova zména absorbance pri 550 nm.
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4.2.2. Stanoveni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy redukci ferrikyanidu

Dal$im akceptorem elektrond je ferrikyanid. Aktivita reduktasy byla stanovena

méfenim rychlosti redukce ferrikyanidu pfi vinové délce 420 nm (Obr.6).

-0,02
-0,04 1

-0,06 -

Absorbance

-0,08

-0,1

t [min]

Obrazek 6: Spektrofotometrické stanoveni reduktasy

Reakéni smés obsahovala MS frakci, 0,3 M draselny fosfatovy pufru;, pH 7,5
s pFidavkem 0,1 mM K;Fe (CN)s. Nejprve byla proméFena zdkladni linie pri 420 nm, poté bylo
do smeési priddno 10 ul 10 mM NADPH a po dikladném michdni méfena casovd zména

absorbance pFi 420 nm.

4.3. Modulace aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy

4.3.1. Sledovani modulace aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy pomoci
cytochromu c

NADPH:CYP oxidoreduktasa tvofi nepostradatelnou souc¢ast MFO systému. Modulace
jeji aktivity miZe mit vliv na aktivitu terminalni oxidasy, tedy cytochromu P450. Aktivita
tohoto enzymu byla stanovena nejprve pomoci cytochromu ¢ (Obr.7). Jako modulatory byly
pouZity ANF (o-naftoflavon) a BNF (B-naftoflavon) jako methanolické roztoky.
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Obrazek 7: Ovlivnéni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy flavonoidy

Reakéni smés obsahovala MS frakci, proménné rozpéti koncentraci modulatoria (1000,
500, 100 a 50 nM). ANF (a-naftoflavon) a BNF (B-naftoflavon) byl do reakéni smési pridavdn
Jjako methanolicky roztok. Jako substrdat enzymu byl uZit cytochrom c. Do grafu byla vynesena
aktivita reduktasy [%], jako 100% aktivita byla brdna hodnota aktivity reduktasy (Arep)
s odpovidajicim objemem daného rozpoustédia.

Jak dokazuje obrazek 7, oxida¢néredukéni aktivitu NADPH:CYP oxidoreduktasy
stimuluje pouze a-naftoflavon. Tato stimulace navic vykazuje koncentratni zavislost. Druhy
testovany flavonoid, p-naftoflavon, redukci cytochromu ¢ timto enzymem neovliviluje.

21



4.3.2 Sledovani modulace aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy pomoci
ferrikyanidu

200 -
180 -
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Arep [%]

40
20

ANF

:1000PM ®m500PM ®™100NM m®W50NM ®@0OnNM

Obrazek 8: Ovlivnéni aktivity NADPH:CYP oxidoreduktasy flavonoidy

Reakcni smés obsahovala MS frakci, proménné rozpéti koncentraci modulatori
( 1000, 500, 100 a 50 nM). ANF (a-nafioflavon) a BNF (B-naftoflavon) byl do reakcni smési
pridavan jako methanolicky roztok. Jako substrat enzymu byl uZit ferrikyanid. Do grafu byla
vynesena aktivita reduktasy [%], jako 100% aktivita byla brdana hodnota aktivity reduktasy
(Aren) s odpovidajicim objemem daného rozpoustédia.

Jak dokazuje obrazek 8, oxidoredukéni aktivitu NADPH:CYP oxidoreduktasy stimuluje
opét pouze a-naftoflavon. B-naftoflavon aktivitu reduktasy neovliviiyje.

4.4. Optimalizace a studium premény pentoxyresorufinu CYP2B4

Méfeni bylo provadéno na spektrofluorimetru pfi excitatnim zafenim o vinové délce
520 nm.
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Obrazek 9: Vliv methanolu na aktivitu CYP 2B4
Reakcéni smés (500 u) obsahovala MS frakci, 7-pentoxyresorufin, NADPH-GS. Po

inkubaci 30 minut pri 37°C byla zméFena fluorescence, A excitacni = 520 nm, A emisni = 385 nm,

Stérbiny 15 a 10.
1
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Obrazek 10: Casova zavislost produkce resorufinu

Reakéni smés (500 p) obsahovala MS frakci ,7- pentoxyresorufin. PFi inkubaci pri 37°C
byl postupné do smési pridivin NADPH-GS. Poté byla zmérena fluorescence,
A excitacni = 320 1M, A emisni = 385 nm, $térbiny 15 a 10.
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Obrazek 11: Kalibraéni kfivka resorufinu

Roztoky resorufinu v 0,1 M K-fosfatovem pufru; pH 7,4. Byla zde méFena

Sfluorescence, A excitacni = 520 1M, A emisni = 385 nm, $térbiny 15 a 10.
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5. DISKUSE

V predpokladané bakalaiské praci je sledovana modulace aktivity NADPH:CYP
oxidoreduktasy. Aby bylo moZno tento zamér splnit, bylo tfeba nejprve stanovit zakladni
charakteristiky =~ mikrosomélnich  preparati. Byla zméfena  koncentrace  CYP
spektrofotometricky modifikovanou metodou Omury a Sato’, kdy je vzorek nejprve sycen CO,
proméfena zakladni linie a nasledné je provedena ve vzorkové kyveté redukce (CO~Fe**) a
méfeno diferenéni spektrum CYP. CYP po redukci v komplexu s CO vykazoval klasické
absorpéni maximum pfi 450 nm. Absence absorpéniho maxima p¥i 420 nm dokazuje, Ze
preparat neobsahoval inaktivni cytochrom P420.

Dale byla stanovena aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy za pouZiti cytochromu ¢ a
ferrikyanidu jako substrati. V obou piipadech byla nalezena odpovidajici aktivita
NADPH:CYP oxidoreduktasy pro dany typ mikrosomalnich preparatu.

Navic byla pomoci metody fluorimetrie sledovana O-depentylaéni aktivita CYP2B4 za
pouZiti 7-pentoxyresorufinu jako fyziologického substratu.

Diky splnéni uvedenych dil¢ich kol bylo moZno hlavni pozornost soustfedit na hlavni
cil této prace, kterym bylo studium vlivu flavonoidnich struktur na aktivitu NADPH:CYP
oxidoreduktasy. Jako modulétory byly pouZity testované syntetické flavonoidni slouceniny a-
naftoflavon a B-naftoflavon. Vliv na aktivitu studovaného enzymu byl sledovan jako ovlivnéni
schopnosti této oxidoreduktasy redukovat cytochrom c a ferrikyanid. Ziskané vysledky
zobrazené na obrazku 7 a 8 (strana 21, 22) jasné ukazuji, Ze a-naftoflavon redukéni aktivitu
zvySuje. Pfitomnost B-naftoflavonu nevede k ovlivnéni této aktivity. Lze tedy pfedpokladat, Ze
stimula¢ni efekt na redukci cytochromu c a ferrikyanidu souvisi pravdépodobné se zménami
redoxnich potenciald systému vlivem pfitomnosti této slouCeniny. V piipad¢ O-depentylacni
aktivity CYP2B4 za pouziti 7-pentoxyresorufinu jako fyziologického substratu nebyl
pozorovan Zadny stimulaéni efekt testovanych flavonoidd. Tuto skute¢nost 1ze vysvétlit tim, Ze
limitujicim krokem sledované metabolické reakce byla pfeména 7-pentoxyresorufinu na
resorufin nikoli pfenos elektroni z oxidoreduktasy.

Skute€nost, Ze a-naftoflavon ma schopnost stimulovat NADPH:CYP oxidoreduktasu je
vyznamna zejména proto, Ze tento enzym nespolupracuje pouze s CYP, ale funguje jako donor

a transportér elektrontl i pro dal$i metabolické reakce.
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6. SOUHRN

1. Byla stanovena koncentrace CYP v MS frakcich. Stanovena hodnota byla 227,7 uM.

2. Byla stanovena aktivita NADPH:CYP oxidoreduktasy pomoci cytochromu c¢ a

ferrikyanidu jako substratd.

3. Byl sledovan vliv studovanych flavonoidnich slou¢enin na oxida¢né redukéni aktivitu
NADPH:CYP oxidoreduktasy vii¢i cytochromu c a ferrikyanidu. V obou ptipadech byla
zjiSténa stimulace enzymu a-naftoflavonem. p-naftoflavon aktivitu reduktasy

signifikantné neovliviioval.

4. S pouzitim fyziologického substratu, 7-pentoxyresorufinu, byl sledovan vliv flavonoidi
(o-naftoflavonu a B-naftoflavonu) na aktivitu reduktasy. V pouZitém koncentracnim
rozmezi (1 uM — 100 uM) o-naftoflavonu a B-naftoflavonu nebyl pozorovan Zadny

stimulaéni efekt.

26



7. SEZNAM LITERATURY

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Garfinkel, D.: Arch. Biochem. Biophys. 77, 493 (1958)

Klingenberg, M.: Arch. Biochem. Biophys. 75, 376 (1958)

Omura, T., Sato, R.: J.Biol. Chem. 239, 2370 (1964)

Nelson, D. W., Nelson, D. R., Feyreisen, R.: Xenobiotica 24, 1149 (1989)
Gonazales, F. J.: Pharmacol. Ther. 45, 1 (1990)

Gut, L., Soucek, P. Hodek, P.: Prac. Lék. 1, 15 (1992)

Hudegek, J.: Hemoproteiny, pfednaska P¥F UK, Praha, katedra biochemie (2003)
Guengerich, F. P., Holladay, L. A.: Biochemistry 18, 5442 (1972)

http://metallo.scripps.edu/PROMISE.

Coon, M. J.: Nutr. Rev. 36, 3198 (1978)

Coon, M. J., Ding, X., Pernecky, S., Vaz, A. D.: FASEB J. 6, 669 (1992)

Schacter, B. A., Nelson, E. B., Karcer, H. S., Masters, B. S. S.: J. Biol. Chem. 247,

3601 (1972)
Horecker, B. L.: J. Biol. Chem. 183, 593 (1950)

Enoch, H. G., Strittmater, P.: J. Biol. Chem. 254, 8976 (1979)

Soucek, P., Gut, I.: Xenobiotica 22, 83 (1983)

Stiborova, M.: Xenobiochemie, pfednaska na PfF UK, Praha, katedra biochemie
(2004)

http://www.expasy.ch/

Shen, A. L., Kasper, C. B., Handbook of Experimental Pharmacology, 35 (1993)
Kasper, C. B.: J. Biol. Chem. 246, 577 (1971)

Wang, M., Roberts, L. D., Paschke, R., Shea, M. T., Masters, S. S. B., Kim, P. J.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 8411 (1997)

Nadler, S. G., Strobel, H. W.: Arch. Biochem. Biophys. 261, 418 (1998)

Tamburini, P. P., Schenkman, J. B.: Mol. Pharmacol. 30, 178 (1986)

27



23.

27.

28.

29.

30.

31.

Oprian, D. D., Coon, M. J.: J. Biol. Chem. 257, 8935 (1982)
Vermilion, J. L., Coon, M. J.: J. Biol. Chem. 253, 8812 (1978)

Vermilion, J. L., Ballou, D. P., Massey, V., Coon, M. J.: J. Biol. Chem. 256, 266
(1981)
htto://www.farmakologie.net/interakce/cytochrom.html

Stiborova, M., Hudecek, J., Hodek, P., Frei, E.: Chem. Listy 93, 229 (1999)

Fiedlerova, J.: Diplomova prace, PfF UK (2005)

28



