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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra biochemickych véd

Kandidat: Zlata Slavickova

Skolitel: prof. Ing. Barbora Szotakova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Jaterni fezy — modelovy systém pro studium vlivu

seskviterpenti na detoxikacni enzymy

Seskviterpeny se prirozené¢ vyskytuji pievazné¢ ve vysSich rostlinach jako
sekundarni metabolity, spole¢né s monoterpeny jsou hlavni soucasti rostlinnych silic.
Seskviterpeny jsou biologicky aktivni slouceniny, mezi jejich biologické vlastnosti patii

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv tfi strukturné¢ podobnych
acyklickych seskviterpenii cis-nerolidolu (CNER), trans-nerolidolu (TNER) a farnesolu
(FAR) na aktivitu vybranych biotransformacnich enzymt - aldo-ketoreduktasa
(AKR1A1 a AKR1(C9), karbonylreduktasa 1 (CBR1), NAD(P)H-chinonoxidoreduktasa
1 (NQO1), cytochrom P450 (CYP1Al, CYP1A2, CYP2B CYP3A), sulfotranferasa
(SULT), glutathion-S-transferasa (GST), UDP-glukuronosyltransferasa (UGT) v jatrech
potkana. Vliv seskviterpenii na vybrané enzymy byl studovan na ultratenkych
preciznich fezech o pfiblizné tloustce 200-250 um a priméru 8 mm. Tkéanové fezy byly
ziskany z jater laboratorniho potkana (Rattus norvegicus, kmen Wistar). Jaterni fezy
byly po dobu 8 a 24 hodin inkubovany v médiu, které¢ obsahovalo testované latky
v 10 uM koncentraci. Inkubace probihala ve 12-jamkové destic¢ce pii 37 °C v atmosféte
pneumoxidu. Rezy ovlivnéné CNER vykazovaly po 24 hodinich inkubace zvyseni
aktivity AKRIA1. Aktivita AKRIC v fezech ovlivnénych FAR vykazovala pokles
aktivity oproti kontrole po 8 hodinach inkubace. Rezy ovlivnéné TNER vykazovaly
pokles aktivity SULT po 8 hodinach a CYP2B/3A po 8 a 24 hodinach inkubace oproti
kontrole. Statisticky vyznamna zména aktivity nebyla pozorovana u CBRI1, NQOI1
a GST. U isoforem cytochromu P450 CYP1A1, CYP1A2 a konjuga¢niho enzymu UGT

nebyla aktivita viibec detekovana.



ABSTRACT

Charles University
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Candidate: Zlata Slavickova

Supervisor: prof. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Liver slices — model system for studying the effect of

sesquiterpenes on detoxifying enzymes

Sesquiterpenes are naturally occurring substances, mainly in higher plants as
secondary metabolites. Together with monoterpenes, represent the main components of
plant essential oils. Sesquiterpenes are biologically active compounds, among their
biological activities belong anti-inflammatory, anti-carcinogenic, antioxidant,
antibacterial and antimycotic effects.

The aim of this diploma thesis was to find out the influence of three structurally
similar acyclic sesquiterpenes cis-nerolidol, frans-nerolidol, and farnesol on the activity
of selected biotransformation enzymes — aldo-keto reductase (AKR1A1, AKR1C9),
carbonyl reductase 1 (CBR1), NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1),
cytochrome P450 (CYPIA1, CYP1A2, CYP2B, CYP3A), sulfotransferase (SULT),
glutathione-S-transferase (GST), and UDP-glucuronosyltransferase (UGT) in rat liver.
The influence of sesquiterpenes on selected enzymes was studied in precision-cut liver
slices. The precision-cut tissue slices were obtained from rat liver (Rattus norvegicus,
tribe Wistar). The thickness of the slices was approximately 200-250 pm and diameter
8 mm. The precision-cut liver slices were incubated for 8 and 24 hours in the medium
containing the test substances in concentration 10 uM. The incubation was performed in
a 12-well plate at 37 °C in the atmosphere of pneumoxide. The slices affected by CNER
showed an increase in activity of AKR1A1 after 24 hours of incubation. AKR1C
activity in slices affected by FAR showed a decrease in activity after 8§ hours of
incubation. TNER caused decrease in activity of SULT after 8 hours and inactivity of
CYP2B/3A after 8 and 24 hours incubation. The activity of CBR1, NQOI1, and GST
in slices affected by the tested sesquiterpenes did not show any significant change
in comparison to control. The activities of cytochrome P450 isoforms CYP1Al,

CYP1A2, and conjugating enzyme UGT were not detected.
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1 Uvod

Seskviterpeny jsou piirodni latky, které se vyskytuji pfedev§im v silicich vyssich
rostlin. Jsou vyuzivany v lidovém lécitelstvi, kosmetice, pouzivaji se také jako dopliky
stravy. Jsou studovany hlavné pro jejich biologické vlastnosti, o jejich metabolismu,
vlivu na metabolismus jinych soucasné podavanych latek (napft. 1€¢iv) a jejich toxicité
je znamo malo informaci.

Tato diplomova prace se zabyva studiem cis-nerolidolu, trans-nerolidolu,
farnesolu a jejich vlivu na aktivitu vybranych biotransformacnich enzymu
v ultratenkych jaternich fezech potkana. Sledovana byla aktivita enzyma 1. faze
biotransformace, aldo-keto reduktasy (AKR1A1l, AKRIC9), karbonylreduktasy 1
(CBR1), NAD(P)H-chinonoxidoreduktasy 1 (NQOI1), isoforem cytochromu P450
(CYPIA1, CYP1A2, CYP2B, CYP3A) a enzymu II. faze biotransformace,
sulfotransferasy (SULT), glutathion-S-transferasy (GST), UDP-glukuronosyltransferasy
(UGT).



2 Teoreticka cast

2.1 TKkanové rezy

Tkéanové fezy jsou Siroce pouzivany jako in vitro model studované¢ho orgénu.
Rezy jsou v podstaté Zivotaschopné explantaty tkané, které mohou byt kultivovany
ex vivo. Tkanové fezy obsahuji vSechny typy bun€k pfitomnych v daném organu in vivo,
je zachovana mezibunéénd a bunéfnd matrice, mezibunééna komunikace a bunécna
interakce. Rezy jsou uZite¢né pro studium biochemickych funkci, jako je endogenni
metabolismus, biotransformace, jsou dilezité i pro toxikologické studie a pro posouzeni
ucinnosti 1€kt (Bach a kol. 1996; (de Graaf a kol. 2010). Piprava tkanovych fezl pro
reprodukovatelné metabolické studie je zajiSt€éna pln€ automatizovanymi, presnymi
a spolehlivymi krajeci. C.L. Krumdieck navrhl plné¢ automatizovany mikrotom pro

ptipravu neposkozenych tkanovych ezt (Cervenkova a kol. 2001).

Obrazek 1 Krumdieck Tissue Slicer MD4000

2.1.1 Vyuziti tkanovych rezii

V soucasné dob¢ se fezy tkané pouzivaji hlavné ke studiu metabolismu
prirodnich a syntetickych 1éCiv. Jaterni tkan je nejvice vyuzivana, nebot’ se jedna o tkan
s nejvyssi metabolickou aktivitou. Tkéanové tezy se vyuzivaji i ke studiu organové
fyziologie, ke studiu mezidruhovych rozdildi nebo ke studiu inhibice/indukce
biotransformacnich enzymt. Slouzi také ke sledovani ucinka parakrinnich nebo
autokrinnich stimuld. Mohou byt pouzity jak zdravé tkan€, tak nemocné. Studie s témito
fezy umoziuji zkoumat metabolismus 1€k ve fyziologickém i patologickém prostredi.
Tyto studie mohou poskytnout lepsi piehled o zménach metabolismu 1éki. Rezy

znemocné tkané mohou byt vyuzity také ve farmakologii ke studiu terapeutického
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ucinku 1€kt na urcitou chorobu. Nové se tkanové fezy vyuzivaji v klinické praxi jako
diagnosticka technika pouZivana pii transplantaci organd (Cervenkova a kol. 2001;
de Graaf a kol. 2007; de Graaf a kol. 2010).
Vyhody:
e Piitomny vSechny typy bun¢k, které jsou typické pro danou tkan
e Snizeni poctu laboratornich zvitat pro vyzkum
e Piiprava fezl je relativné rychla a snadna
o Tkanové fezy lze ziskat z riznych tkani
e Zachovana struktura tkan¢, mezibunécna komunikace a interakce bunék
Nevyhody:
e Nizka zivotaschopnost fezi, fadove hodiny az dny
e Pokles hladiny biotransformacnich enzymii v Case
¢ Finan¢né naro¢né

e Nutnost erstvé tkané (Bach a kol. 1996; Cervenkova a kol. 2001).

2.1.2 Izolace tkané

Tkéan by méla byt po ziskdni pouzita co nejrychleji, aby byla Cerstva a byla
zachovana jeji zivotaschopnost. To znamend, ze organy by mély byt co nejrychleji
ochlazeny, aby nedoSlo kischémii. U malych organli neni nutné proplachovani
izotonickym roztokem, u velkych organt je vhodné vendzni proplachovani izotonickym

roztokem (de Graaf a kol. 2010).

2.1.3 Tloustka

Mikrotom by mél byt schopen tvofit fezy jednotné tloustky v rozmezi piiblizné
100-500 pm. Tloustka fezii ovliviiuje jejich zivotaschopnost, optimalni tloustka
zajistuje spolu s vhodné provzdusnénym mediem dostateCny piisun kysliku ke vSem
bunkam. Pokud jsou fezy pfili§ tenké < 100 pm, dochazi k poSkozeni povrchu bun&k
a fezy se trhaji. Naopak pokud jsou fezy pfili§ silné > 500 um, mtize to vést k nekroze
bunék ve stfedu fezu, protoze difuzni vzdalenost pro ziviny a kyslik je pfili§ dlouha.
Kazda tkan ma rizné pozadavky na optimalni tloustku fezu (Tab. 1) (Bach a kol. 1996;

de Graaf a kol. 2010; Krumdieck 2013).

11



Tab. 1: Optimalni tloustka preciznich fezii riiznych tkani

Organ Optimalni tloust’ka (um)
Jatra 200 -250
Ledvina 200 — 250
Srdce 250 -350
Plice 500 — 700
Slezina 200 —350

2.14 Tvar

Mikrotom musi byt schopen vytvofit fezy s jednotnou geometrii, fezy maji
stejny tvar a rozmér. Pokud je zachovana jednotna geometrie fezli, mohou byt tyto fezy
vzajemné porovnany bez potieby dals$i normalizace. Pro zachovani geometrie fezu se
vytvaii vélcovitd jadra, ktera jsou vykrojena ztkané pomoci specifického tvofitka
s danym pramérem. K dispozici jsou valecky o priméru 3, 5, 8, 10 a 15 mm. Vzniklé
valecky tkan¢€ by mély byt ulozeny na ledu a ponotené v izotonickém roztoku. Tkanovy
valeCek je poté vlozen do otvoru stejného priméru v krdjeci a je stlaten malym
vyvazenym pistem. Tkan je kolmo nasmérovana k Cepeli krajece, to zabezpecuje
jednotny tvar a tloustku tkané. Spravné fezy maji stejnou tloustku, tvar, jednotnou

barvu a maji hladky okraj (de Graaf a kol. 2010; Krumdieck 2013).

Obrazek 2 Valcovité jadro 7 thané vytvorené pomoci specifického tvoiitka
2.1.5 Fyziologické izotonické médium
Pro zachovani kvalitniho tkanového fezu je nezbytné fyziologické izotonické

médium, které chrani fez pfed zménami tonicity a poskytuje mu dostate¢nou lubrikaci.

12




Snizuje se riziko poskozeni tkan¢ béhem krajeni. Vhodna teplota média je 2-4 °C, coz
minimalizuje hypoxické poSkozeni tkan¢. Fyziologické médium usnadiiuje manipulaci
s fezy, jemny proud média odnasi Cerstvé vytvofené fezy do zasobni nddoby, nedochdzi

k hromadéni fezil v blizkosti ostii krajece a fezy se neposkodi (Krumdieck 2013).

Obrazek 3 Zasobni nadoba Krumdieck Tissue Slicer MD4000 s tkaiiovymi iezy

2.1.6 Jaterni tkan

Jatra jsou sloZend z vice typt bun€k. Hepatocyty zaujimaji zhruba 80% objemu
jater, tvori vSak jen 60% frakce jaternich bunék. Zbyvajicich 40% se sklada
z Kupfferovych bunék (tkanové buiiky), jaternich stellatovych bunck, endotelidlnich
bunék tvoficich vystelku cév, biliarnich epitelovych bunék, fibroblastli, imunitnich
bun¢k a kmenovych bunck. VSechny tyto buniky spolu navzijem komunikuji. Jatra
savcll predstavuji hlavni orgdn biotransformace xenobiotik. Pro studium ucink

xenobiotik se jako in vitro systém vyuzivaji jaterni tkanové fezy (de Graaf a kol. 2010).

2.1.7 Preinkubace

Preinkubace je provadéna za stejnych podminek jako inkubace fezii v médiu, ale
bez pfitomnosti testovanych latek. Preinkubace ve findlnim médiu je nutnd, protoze
vétSina inkuba¢nich médii ma jinou iontovou rovnovahu nez studené uchovavaci pufry.
U kratkodobych metabolickych studii se doporucuje preinkubace 10-30 minut.
U dlouhodobych toxikologickych studii se doporucuje preikubace 1-2 hodiny, tak aby
doslo k navratu K’ iontl v jaternich fezech do norméalu. Vyménou média dojde
k odstranéni povrchovych necistot ziezii a enzymi, napt. laktitdehydrogenasa,
alaninaminotransferasa, které jsou uvolnény z poskozenych bunék do média (Bach

a kol. 1996; (Fisher a Vickers 2013).
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2.1.8 Inkubace

Inkubace slouzi k metabolickym studiim testovanych latek nebo ke sledovéani
vlivu téchto latek na ftezy. Je nutnézachovani geometrie ftezu, zachovani
zivotaschopnosti a udrzeni funkc¢nosti fezi po celou dobu inkubace. K tomu slouzi
inkubacni médium, které zajistuje pristup zivin, kysliku, testovanych latek, zajist'uje
vymeénu plynti, zabrafiuje vzniku nekrozy (Fisher a Vickers 2013).

Pro tkéanové fezy je vyuzivana fada inkubacnich systémi. V ramci diplomové

prace byla vyuzita inkubace v jamkovych destickach.

Obrazek 4 Inkubace tkafiovych iezii v jamkovych destickdch

2.1.8.1 Inkubace v destickach

Rezy se umisti do vicejamkové desticky (6, 12, 24 jamek), do kazdé jamky je
mozné umistit 1-3 fezy. Desti¢ky jsou poté umistény do CO,/O; inkubatoru (37 °C), kde
jsou protiepavany (vétSinou 70rpm). Destickovd inkubace umoznuje rychly odbér
média nebo fezu bez pteruseni inkubace. Pomér objemu k povrchu kultivaéniho média
ma velky vyznam pro optimalni vyménu kysliku a CO, mezi kultivatnim médiem
a atmosférou a pomeér tkani k objemu je dulezity pro dostate¢ny ptisun zivin (Fisher

a Vickers 2013; de Graaf 2010).

2.1.9 Homogenizace

V metabolickych studiich jsou tkanové fezy inkubovany v riznych inkubacnich
systémech. Po inkubaci mohou byt xenobiotika a jejich metabolity zachyceny v fezech.
Testovanim samotného média by se spravna hladina xenobiotika a metabolitii nezjistila.
Nutna je tedy homogenizace v inkubaénim médiu. Vznikly homogenat obsahuje jak

xenobiotikum, tak jeho metabolity. Timto zptisobem jsou ziskany informace o hladiné
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matefské latky a jejich metabolitech (Lake a Price 2010). Homogenizace by m¢éla

probihat pfi teplot¢ 0-4 °C (Graham 2002).

2.2 Terpeny

Terpeny jsou organické slouCeniny patiici mezi isoprenoidy, jsou vétSinou
rostlinného pavodu a jsou biosynteticky odvozeny od izoprenové jednotky
s molekulovym vzorcem (CsHg),, kde n vyjadiuje pocet propojenych isoprenovych
jednotek. Terpeny lze délit podle struktury na acyklické nebo cyklické. Dalsi typ déleni
terpent je dle poctu isoprenovych jednotek: hemi- (Cs), coz odpovida jedné isoprenové
jednotce, mono- (Cjp) odpovidd dvéma izoprenovym jednotkam, seskvi- (C;s) odpovida
ttem molekuldm isoprenu, di- (C,9) odpovida ¢tyfem isoprenovym jednotkam, tri- (Csg)
odpovida Sesti molekulam isoprenu a tetra- (Cs) odpovidd osmi isoprenovym
jednotkdm. Terpeny na svém uhlovodikovém skeletu mohou obsahovat kyslikovou
funkéni skupinu — hydroxylovou, karboxylovou, ketonickou, aldehydovou. Vysledné
chemické modifikace terpentl jsou ozna¢ovany jako terpenoidy (Paduch a kol. 2007).

Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou pfirozené¢ se vyskytujici latky, vyskytuji se prevazné
ve vysSich rostlinach jako sekundarni metabolity, které jsou obsazeny v silicich, ale také
se nalézaji v houbach a v bezobratlych Zivocisich. Tyto latky se také vyznacuji Sirokou
anthelminticky, antimalaricky, antifungélni, antivirovy, antihyperglykemicky ucinek.
Kromé téchto pozitivnich €¢inku mohou mit tyto latky neZzadouci Gc¢inky a byt toxickeé.
Biologicka aktivita seskviterpent je zaloZena na jejich antioxidacnich a prooxidacnich
ucincich. Zda dany seskviterpen bude pusobit antioxida¢né, tedy proti oxida¢nimu
stresu nebo dany d¢j bude podporovat, zéalezi také na jeho struktuie, koncentraci
a v neposledni fad¢ zalezi i na typu builky a jejim metabolismu. Neni tedy jednoduché
predem urcit, jakym mechanismem bude seskviterpen Gc¢inkovat. Proto jsou neustalym
predmétem vyzkumu a sleduje se jejich biologicka aktivita in vitro a in vivo z divodu

urceni Ucinnosti a bezpecnosti (Bartikova a kol. 2014; Paduch a kol. 2007).
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2.2.1 Farnesol

HyC Z / = OH

CHj CHj CHs
Obrazek 5 Chemicka struktura farnesolu (pievzato z webu 1)

Farnesol (FAR, (2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trien-1-0l), je 15-
uhlikovy seskviterpenovy acyklicky alkohol. Farnesol vznika defosforylaci
farnesylpyrofosfatu (farnesyl-PP), metabolitu z biosyntetické¢ drahy cholesterolu. FAR
se nachazi v mnoha druzich ovoce a aromatickych rostlin (rize, citronova tréva,
hefmanek). FAR je bezbarva olejovitd kapalina s mirn¢ sladkym aromatem, diky ¢emuz
se vyuziva v kosmetickém primyslu. Silice se nejcastéji pouzivaji do toaletnich mydel,
Sampontl, parféml nebo do aromatickych olejii. Farnesol patfi mezi alergeny, muize
vyvolat alergickou reakci, proto je jeho pouziti omezené. Jeho hlavni vlastnosti jsou
protirakovinné a antibakteridlni, zabranuje rastu a mnozeni bakterii (Lapczynski a kol.
2008; Joo a Jetten 2010).

Protirakovinné a chemoprevencéni ucéinky FAR zahrnuji nckolik raznych
mechanisml, mohou plisobit bud’ ve fazi iniciace, nebo progrese tumorigeneze. FAR
muze sniZzovat karcinogenem indukované pferuseni DNA fetézce a tvorbu DNA adukti,
muze pusobit na nukledrni receptory nebo muze inhibovat proliferaci a indukovat
apoptozu bunék. Rada studii prokazala, ze FAR a piibuzné isoprenoidy véetné geraniolu
a perillylalkoholu inhibuji bunécnou proliferaci a indukuji bunétnou apoptdzu.
Nadorové buiiky jsou vyrazné citlivéjsi na u¢inky FAR nez buniky nenadorové, napf.
leukemické buiniky v porovnani s T-lymfocyty a monocyty jsou méné odolné viuci
farnesolem indukované apoptdze. Mechanismus, na kterém je tento rozdil citlivosti
zalozen neni doposud znam. Leukemické buniky patii mezi nejcitlivéjsi na ucinky
farnesolu. U vétSiny bunécnych typi vcetné adenokarcinomu plic, melanomu,
lymfoblastické leukemie, kolorektdlniho karcinomu, spinocelurdlniho karcinomu
a adenokarcinomu pankreatu vyvolal farnesol zastavu bunééného cyklu. Inhibice rtistu
vyvolana farnesolem je u vétSiny bunéénych typl zprosttedkovana apoptézou (Joo
a Jetten 2010).

Studie ukézaly, Ze inhibice bun&cné proliferace a indukce apoptdzy je spojena
s inhibicnim G¢inkem farnesolu na 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-(HMG-CoA)

reduktasu. Tento enzym preméiuje HMG-CoA na mevalonat. Mevalonat slouZzi
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k syntéze nejprve geranylpyrofosfatu a poté farnesyl-PP, ktery je prekurzor biosyntézy
cholesterolu a mize byt pifeveden na geranylgeranylpyrofosfat (geranylgeranyl-PP)
a farnesol. Nesterolovy isoprenoid farnesol vznika defosforylaci farnesyl-PP. Farnesyl-
PP a geranylgeranyl-PP jsou zodpovédné za prenylaci riiznych proteinti a posttranslacni
modifikace proteint. Vysledky studie vedou k myslence, Ze mezi farnesolem a HMG-
CoA reduktasou by mohla byt souvislost, inhibice HMG-CoA reduktasy by mohla
prispét k inhibici rastu nadorovych bunék a indukci apoptdézy. Tato myslenka je
v souladu 1 s jinymi studiemi, které poukazuji na souvislost mezi inhibici HMG-CoA
reduktasy, indukci apoptozy, potlacenim rustu nadoru a sniZzenim rizika rakoviny. Tyto
ucinky by se mohly vztahovat k inhibici prenylace urcitych protoonkogent jako jsou
napt. Clenové rodiny Ras, ktefi jsou dileziti pfi fizeni proliferace bunék. Ve studii
nebylo prokazano, ze by farnesol inhiboval prenylaci Ras, z ¢ehoz vyplyva, ze jeho
inhibice rstu a indukce apoptézy nesouvisi s ucinky na prenylaci. Rychle rostouci
nadorové buiky vyzaduji zvySenou biosyntézu cholesterolu, ucinky farnesolu
na potladeni ristu nadorovych bun€k se mohou vztahovat k inhibici biosyntézy
cholesterolu. Jind studie poukézala na dal$i mechanismus, inhibice HMG-CoA
reduktasy muze vyvolat stres endoplazmatického retikula, jedna se o hlavni cestu

vedouci k apoptoze (Joo a Jetten).

Acetyl-CoA
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'

Cholesterol

Obrazek 6 Schéma syntézy farnesolu (Joo a Jetten 2010)
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Dalsi biologicka aktivita, kterd je pfipisovana farnesolu je antifungalni. Bylo
zjisténo, ze ovlivituje kvasinku Candida albicans, pisobi nejen na jeji rust, ale také
ovlivituje jeji morfologii, proto je vhodnym kandidatem pii 1écbé kandidovych

onemocnéni (Saidi a kol. 2006).

2.2.2 Nerolidol

(3S,62)-nerolidol (3R,6Z)-nerolidol
OH OH
HGCWMCHZ HZC/\!/\/\I/\/\\\l/CHG
CH3 CH3 CH3 éH3 CH3 (:H3
(3S,6E)-nerolidol (3R,6E)-nerolidol

Obradzek 7 Chemicka struktura cis- a trans-nerolidolu (pievzato 7 Chan a kol. 2016)

Nerolidol (3,7,11-trimethyl-1,6,10-dodekatrien-3-0l; NER) téz znamy jako
peruvial je alylicky isomer farnesolu, ma ¢tyfi rizné isomerni formy, které se skladaji
ze dvou enantiomerd a ze dvou geometrickych izomert, které se vyskytuji v trans a cis
form¢. Tyto isomerni formy jsou zplsobeny pfitomnosti dvojné vazby na C-6
a asymetrického centra na C-3. Jedna se o pfirozené se vyskytujici seskviterpenovy
alkohol, ktery je pfitomny v silicich riznych rostlin, napt. Baccharis dracunculifolia,
Amaranthus retroflexus, Canarium schweinfurthii, Piper quandichaudiarum, Myrica
rubra. Ptitomnost nerolidolu je b&znad v mnoha kosmetickych vyrobcich (Sampodny,
parfémy) a v dalSich vyrobcich (Cistici prostfedky ¢i detergenty). Kromé toho se
vyuzivd 1 jako zesilova¢ chuti v potravindiském primyslu. Podobné jako ostatni
seskviterpeny ma nerolidol vysokou hydrofobicitu, snadno prochazi pies plazmatickou
membranu a muze interagovat s intraceluldrnimi proteiny ¢i uvnitt organel. Mezi
biologické a farmakologické vlastnosti nerolidolu patii antioxidacni, antimikrobialni,
antiparazitické, antiulcer6zni, antinociceptivni, antimykotické u¢inky (Ambroz a kol.
2015; Ferreira a kol. 2012; Chan a kol. 2016; Sperotto a kol. 2013; Spi¢akova a kol.
2017).
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Antioxidacni ucinky nerolidolu byly studovany na modelu mysiho hipokampu,
cilem bylo prokézat neuroprotektivni vlastnosti. Mozek je dobrym modelem ke studiu
antioxida¢niho potencialu, protoze pozitivni uc¢inky na bioenergetiku mozku koreluji
s antioxida¢nimi ucinky v neuralnich buiikach. Nerolidol muze chrénit hipokampus
proti neurodegenerativnimu poskozeni, snizuje peroxidaci lipidi a hladinu dusitand.
Antioxidacni uc¢inek nerolidolu je dulezity pro vyvoj selektivni antioxidacni terapie,
nebot’ oxidacni stres je jednim z patofyziologickych mechanismt vedoucich ke vzniku
neurodegenerativnich poruch, jako je amyotrofickd lateralni skler6za, Parkinsonova
nemoc, epilepsie a Alzheimerova nemoc (Neto a kol. 2013).

Nerolidol vykazoval antibakteridlni aktivitu proti Staphylococcus aureus, proti
kmentim citlivym i rezistentnim na methicilin. Nerolidol zptisoboval tnik K' iontd
z bunky, coz vedlo k poskozeni buiiky a k jeji 1yze. Antibakteridlni G¢inek muze byt
spojen se strukturou nerolidolu, resp. sjeho dlouhym alifatickym fetézcem. Kromé
antibakteridlniho Uc¢inku nerolidolu bylo zjiSténo, Ze potencuje ucinek nékterych
antibiotik  (amoxicilin/kyselina  klavulanovd  proti  Staphylococcus  aureus,
amoxicilin/kyselina klavulanova, ceftazidinu a imipenemu proti Escherichia coli). Také
byla pozorovana schopnost nerolidolu zvySovat citlivost bakterii k antimikrobialnim
latkam. Nerolidol zvySoval citlivost Staphylococcus aureus mna ciprofloxacin,
klindamycin, erytromycin, gentamycin, tetracyklin a vankomycin a také Escherichia
coli na polymyxin B (Chan a kol. 2016).

Také byla prokazana antifungalni aktivita nerolidolu. 7Trans-nerolidol, ktery je
hlavni slozkou Papaver claussenium, vykazuje fungicidni aktivitu tim, Ze naruSuje
hyfalni rist Trichophyton mentagrophytes. Dale nerolidol vykazuje antifungalni aktivitu
proti Microsporum gypseum, ktera zpusobuje dermatofytézu. Kromé antifungalniho
ucinku proti lidskym patogeniim vykazuje nerolidol také vysledky pii potlaceni
houbovych infekei u rostlin zpisobenych fytopatogennimi houbami. Na zékladé studii
zam¢efenych na antifungélni aktivitu nerolidolu je vhodnym kandiddtem na vyvoj
antifungélnich 1ékt (Chan a kol. 2016).

Antiparazitalni aktivita nerolidolu je vyznamna pro potenciondlni vyvoj novych
antiparazitik proti nemocem, jako je malarie, leishmanidza, spava nemoc, Chagasova
nemoc. Bylo zjiSténé, Ze nerolidol inhiboval rlst Leishmania amazonensis, L.
braziliensis a L. chagasi promastigotl a L. amazonensis amastigoti. Dalsi studie
ukdzala, ze je nerolidol schopen zvysit molekuldrni dynamiku lipidové slozky

v plazmatické membrané Leishmania. To je pravdépodobné zplsobeno vlozenim
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nerolidolu do lipidové dvojvrstvy, kde plisobi jako rozptylova¢ a zvySuje fluiditu
membrany, protoze nerolidol ma vysokou hydrofobicitu, coz zplsobuje vyznamnou
reorganizaci bunécné membrany. Nasledn¢ dochazi ke zvyseni molekularni dynamiky,
coz zpusobuje Unik cytoplazmatického obsahu a nakonec smrt buniky Leishmania.
V dalsi studii byla prok4zéna antitrypanozomalni aktivita, racemickd smés nerolidolu je
slibnym kandidatem pfi 1é€bé spavé nemoci. Nerolidol vykazuje také antiparazitarni
ucinky na krevni motolice rodu Schistosoma, resp. racemicka smés ma tyto ucinky.
Racemicka smés pisobi proti dospélcim Schistosoma mansoni. Uginek byl
zprostfedkovan snizenim motorické aktivity a smrti krevnich motolic. Studie také
zjistila, ze nerolidol vyvolal morfologické zmény v tegumentu u dospélych krevnicek.
Dalsim biologickym ucinkem je antimalaricka aktivita. Nerolidol vyvolal po 48
hodinové expozici 100% inhibi¢ni G¢inek na vyvoj trofozoitd do schizontl. Studie
naznacuje, ze antimalaricky ucinek je pravdépodobné zprostiedkovan kompetici
v biosyntéze isoprenoidnich derivatii, coz vede k inhibici biosyntézy glykoproteint.
Dale bylo zjiSténo, Ze nerolidol vykazuje synergicky ucinek s fosfomycinem
nebo squalestinem. Kombinace nerolidolu s t€émito 1é¢ivy zvySuje jejich antimalarickou
aktivitu (Chan a kol. 2016).

Nerolidol byl také oznacen jako nositel antiulcerézniho Uc¢inku. Nerolidol
vyznamné inhibuje tvorbu viedu vyvolanou rGznymi pfi¢inami, at’ je vyvolavajici
1é¢iva. Toto zjisténi vede k tomu, Ze nerolidol by mél byt pouzivéan jako aktivni slozka
pii gastroprotektivni a protinddorové 1écbé (Chan a kol. 2016).

Nerolidol ma vliv na zvySeni koZni penetrace, coZ umoziuje rychlejsi prinik
nékterych 1é€iv pifi transdermalni aplikaci. Proto jsou terpeny pouZivany jako lokalni
zesilovace penetrace pies kiizi. Mechanismus je pravdépodobné zalozen na rozrusSeni
koznich lipidt ve stratum corneum, coz vede ke zvySeni propustnosti. Bylo zjisténo, ze
nerolidol umi zvysit rychlost difize vice nez 20 krat u nékterych 1é¢iv, napt. u 5-
fluoruracilu (Chan a kol. 2016).

Dalsi biologicky uc¢inek nerolidolu je antinociceptivni a protizanétlivy, ma vliv
na GABAergni receptory a inhibicni vliv na zanét. Nerolidol ma tedy slibné analgetické
a protizanétlivé ucinky (Chan a kol. 2016).

Né&kolik studii pfipisuje nerolidolu cytotoxickou aktivitu na rakovinné buiiky.
Bylo zjisténo, Ze indukuje silny cytotoxicky Gc¢inek u karcinomu plic, prsu, prostaty,

adenokarcinomu ledvin. Antiproliferacni Uc¢inek byl pozorovan také u nadorové linie
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sttevniho adenokarcinomu (CaCo-2), pfi€emz neovliviioval Zivotaschopnost zdravych
hepatocyti. Kromé toho bylo zjisténo, ze v kombinaci s doxorubicinem potencuje jeho
ucinek a dochazi ke zvyseni koncentrace doxorubicinu v nddorovych buiikkach (Ambroz
a kol. 2015; Chan a kol. 2016).

Nerolidol se také pouziva jako slozka repelentii k odpuzovani hmyzu. Ma
insekticidni ucinky proti specifickym Skiddcim bez Skodlivych vedlejSich ucinki
na Clovéka a zvirata. Kombinace nerolidolu a linaloolu vykazuji odpuzujici aktivitu
proti Sitophilus zeamais (Pilous kukuficny), ktery napada kukufici. V jiné studii bylo
prokazano, ze smeés nerolidolu a c¢ajovniku australského v poméru 2:1 vykazuje
insekticidni a ovocidni ucinek proti Pediculus capitis (Ves détskd). Dale ma nerolidol
akaricidni aktivitu a zptsobuje 100% Umrtnost larvy Rhipicephalus microplus (KI1isté

skotu). Nerolidol snizuje kvalitu vajicek a larvalniho lihnuti (Chan a kol. 2016).

2.3 Biotransformace xenobiotik

Biotransformacni enzymy hraji dilezitou roli v metabolismu, eliminaci a/nebo
detoxikaci 1¢kt a jinych xenobiotik zavedenych do lidského organismu. Tyto enzymy
chrani organismus pfed Skodlivymi ucinky xenobiotik a nékterych endobiotik.
Metabolismus xenobiotik se tradi€né déli do dvou fazi. Prvni faze biotransformace
zahrnuje oxidaci, redukci a hydrolyzu, pro II. fazi biotransformace jsou typické
konjugacni reakce. Nasledovat mize 1 I1I. fze, na které se podileji transportni proteiny,

které pienasSeji xenobiotika a jejich metabolity pfes membrany (Xu a kol. 2005).

2.3.1 Prvni faze biotransformace

Do prvni faze biotransformace se zahrnuje jiz vySe zminéna oxidace, redukce
a hydrolyza. Béhem této faze se ptipoji nebo odhali funkéni skupiny (-OH, -NH,, -SH
nebo -COOH) a vétSinou vedou pouze k mirnému zvyseni hydrofility. Funkéni skupiny,
které vznikaji b&hem této faze, jsou vétSinou mistem pro reakce II. faze (Parkinson
a kol. 2001)

Nize jsou popsany ty biotransformacni enzymy, které byly prakticky

stanovovany v ramci diplomové prace.
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2.3.1.1 Enzymy redukujici karbonylovou skupinu
Enzymy redukujici karbonylovou skupinu se rozd¢luji do tfi nadrodin:
e Aldo-ketoreduktasy (AKR)
e Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem (SDR)
e Dehydrogenasy/reduktasy se sttedn¢ dlouhym fetézcem (MDR)

2.3.1.1.1 Aldo-ketoreduktasy

Aldo-ketoreduktasy (AKR) ptedstavuji nadrodinu oxidoreduktas ucastnicich se
prvni faze biotransformace. Nachézeji se ve vétSin€é zivych organismill a vyznacuji se
tkanovou specifitou. Jejich kofaktorem pii redukci aldehydt nebo ketonii na primarni
nebo sekundarni alkoholy je NADPH. Proteiny tvofici nadrodinu AKR jsou typické tim,
Ze ve svém prostorovém usporadani obsahuji (a/B)s soudkovy motiv, ktery je tvoten
osmi o-Sroubovicemi a osmi B-skladanymi listy, které se stiidaji podél centralniho
tetézce peptidil. Nadrodinu AKR tvoii pfedev§im monomerni proteiny o velikosti 34-37
kDa, vyjimky zde tvofi rodiny AKR2, AKR6 a AKR7, které vytvafeji multimerni
komplexy. Charakteristickou vlastnosti AKR je nizkd substratova selektivita, AKR
pfeménuji jak endogenni latky, tak xenobiotika. Reakce, které AKR katalyzuji, jsou
obousmérné, ale prevladaji spise redukéni reakce nez oxidacni. Nazvoslovi je odvozené
od nadrodiny CYP (El-Kabbani a kol. 2007; Skalové a Bousova 2011).

V této diplomové praci byla stanovovéana aldo-ketoreduktasa isoforma AlA
(aldehydreduktasa, AKR1Al) a isoforma 1C9 (hydroxysteroiddehydrogenasa,
AKRI1C9).

Isoforma AKRIAT1 je jednou z prvnich objevenych AKR. Je pfitomna ve vSech
eukaryotach od kvasinek po savce. Enzym je exprimovan ve vét§iné tkani, nejvice vSak
v kiife ledvin a v jatrech. Vyznacuje se nizkou substratovou selektivitou. AKR1A1 je
dilezitd v metabolismu glukuronatu, neurotransmiterti (produkti monoaminooxidasy)
a steroidl (hlavné kortikosteroidi) (Barski a kol. 1999; Skalova a BouSova 2011).

Aldo-ketoreduktasy AKRIC1-1C4 katalyzuji oxidoredukéni pfeménu rtznych
substratl. Jednotlivé isoformy u lidi se navzdjem lisi rozdilnou citlivosti k inhibitoram
a rozdilnou tkanovou distribuci. VSechny isoformy byly nalezeny v jaterni tkani, ale
jejich extrahepatalni distribuce je odlisna. AKR1C4 je pouze jaterni enzym, 1C2 a 1C3
jsou exprimovany v prostaté a prsni tkani. Enzymy této podrodiny $tépi nejen aldehydy
a ketony, ale maji vyznamnou roli v metabolismu steroidi, resp. androgenti a estrogentl,

¢imz mohou ovlivilovat vznik a progresi androgen- a estrogen-dependetnich
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onemocnéni, dale hraji diillezitou roli v biosyntéze neurosteroidi a zlucovych kyselin.
Nerovnovaha v biosyntéze a inaktivaci steroidi miize vést ke karcinomu prostaty,
benigni hyperplazii prostaty, karcinomu prsu, karcinomu endometria, k cholestaze,
neonatalnimu selhani jater, neurologickym porucham, k malformaci nebo diferenciaci
genitalii. VSechny isoformy se podileji na metabolismu xenobiotik (Rizner a Penning

2014; Skalova a Bousova 2011).

2.3.1.1.2 Dehydrogenasy/reduktasy s kratkym retézcem

Karbonylreduktasa 1 (CBR1) patfi do rozsahlé nadrodiny SDR, pocet ¢leni této
nadrodiny neustale roste, v soucasné dob¢ existuje vice nez 160 000 Clenu pfifazenych
k SDR nadrodiné (Persson a Kallberg 2013). SDR hraji vyznamnou roli v I. fazi
biotransformace xenobitotik. Karbonylreduktasy jsou NAD(P)(H)-dependentni
oxidoreduktasy, vétSinou monomerni, cytosolové enzymy se Sirokou substratovou
specifitou pro mnoho endogennich latek, napf. steroidy, prostaglandiny
a xenobiotickych karbonylovych sloucenin, napft. alifatickych a aromatickych alehydt
a ketontl, chinoni, protinddorovych antracyklini (daunorubicin, doxorubicin) a dalSich
1é¢iv. U lidi byly objeveny tfi isoformy CBR — CBR1, CBR3, CBR4, mezi CBRI
a CBR3 je 72% podobnost v aminokyselinové sekvenci, 1i8i se vSak v enzymatickych
vlastnostech, CBR3 ma vys§i substratovou selektivitu. Rozdily v selektivité¢ jsou
zpusobeny predevSim odliSnym tvarem aktivnich mist a vlastnostmi povrchu.
Nejvyznamngj§im clenem nadrodiny SDR je CBRI, u c¢loveka se nachazi nejvice
v jaterni tkdni, v placenté a centrdlni nervové soustavé, dale se mulZe vyskytovat
v epidermis zaludku, v tenkém stievé nebo v ledvinach (Pilka a kol. 2009; Forrest

a Gonzales 2000; Miura a kol. 2013; Dinkova-Kostkova a Talalay 2010).

2.3.1.2 NAD(P)H-chinonoxidoreduktasa 1 (NQO1)

Chinonreduktasy byly nalezeny v mnoha eukaryotnich bunkach. Jejich
katalytické vlastnosti poprvé popsali Ernster a Navazio vroce 1958. NQOI je
homodimerni FAD-dependetni flavoprotein, jedna molekula FAD pfipad4d na monomer.
Tento flavoenzym zprostiedkovavd dvouelektronovou redukci, vyznacCuje se svou
schopnosti vyuzivat jak NADH, tak NADPH jako reduk¢ni kofaktor. Kofaktor
a substrdt se vazi na stejné vazebné misto a katalyza probihd ping-pongovym
mechanismem. NQO1 katalyzuje dvouelektronovou redukci chinont, ve které je chinon
redukovan na hydrochinon v jednom kroku. Tim zabrani vzniku toxickych

semichinonovych radikalti a reaktivnich forem kysliku, ¢imz snizuje jejich mutagenitu
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a kancerogenitu. NQOI tak hraji dtilezitou protektivni roli pfi oxida¢nim stresu. Méné
stabilni hydrochinony mohou reagovat s molekularnim kyslikem za vzniku semichinont
a aktivnich kyslikovych forem, které jsou schopny alkylovat nukleofilni mista DNA.
NQOI pusobi bud’ jako detoxikac¢ni, nebo jako aktivacni enzym v zavislosti na stabilité
vzniklého hydrochinonu. NQO1 enzym je exprimovan v mnoha tkénich, které vyzaduji
vysokou uroven antioxida¢ni ochrany. Patfi sem epitelidlni buniky plic, prsu a tlustého
stteva, vaskularni endotel, adipocyty, epitel rohovky a ¢ocky, opticky nerv a nervova
vladkna, jatra, dale je ve vysoké mife exprimovan v solidnich nadorech (Dinkova-
Kostova a Talalay 2010; Ross a kol. 2000; Siegel a kol. 2012; Skalovd a BousSova
2011).

Predpoklada se, Ze NQOI1 hraje roli antioxidantu v redukci endogennich
chinonti, jako je vitamin E a koenzym Q10. Redukci téchto latek dochazi ke vzniku
stabilnich hydrochinonli s vyznamnymi antioxida¢nimi Uc€inky, chrani bunécné

membrany pied oxidacnim stresem (Ross a kol. 2000; Siegel a kol. 2004).

2.3.1.3 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (CYP) patii do rozsahlé rodiny hemoproteinti a hraji klicovou
roli v metabolismu xenobiotik 1 endogennich latek. CYP se podili jak
na biotransformacnich procesech Siroké Skaly xenobiotik, tak je to i enzymaticky
systém podilejici se na tvorbé cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin, steroidii, prostacyklinti
a tromboxanu A,. V organismu jsou predev§im zodpovédné za oxidacni reakce I. faze
biotransformace. Slouceniny, které jsou substraty CYP, jsou v organismu
biotransformovany za vzniku polérnéjSich sloucenin, které pak mohou byt vylouceny
a nedochazi k bioakumulaci xenobiotik. Krom¢ detoxikace téchto xenobiotik muze
dochazet 1 ke vzniku takovych derivati, které jsou biologicky aktivnéjSi: nékteré
pozitivné (napf. aktivni formy nékterych 1é¢iv), jiné mohou byt toxické, mutagenni ¢i
karcinogenni. V lidském organismu je lze nalézt v nejvétsi mite v jatrech, ledvinach,
plicich, ktizi, v tkdnich gastrointestinalniho traktu a mocovych cest, v menSim mnozstvi
jsou pfitomny prakticky ve vSech tkanich a specializovanych buikach.
V eukaryotickych bunikdch jsou lokalizovany pfevdazné v membranach hladkého
endoplazmatického retikula, v mensi mife pak v membranadch mitochondrii, pfipadné
jadra. Naproti tomu v bakteridlnich bunkdch je CYP pfitomen volné¢ v cytosolu

(Dostélek a kol. 2006, Stiborova a kol. 1999; Skélova a Bousova 2011).
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Mnozstvi cytochromu P450 v jednotlivych tkanich nelze povazovat za absolutni.
Obsah tohoto enzymu v jednotlivych tkdnich zdvisi na mnoha faktorech, napft.
na genetickém polymorfismu, vlivu vnéj$iho prostredi, vyzive, véku, pohlavi, koufeni,
konzumaci alkoholu, piisobeni podavanych 1éCiv, proto se mohou hladiny jednotlivych
isoforem cytochromu P450 kazdého jednotlivee znacné lisit (Dostalek a kol. 2006).

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny, jejichz spolecnym rysem je pfitomnost
hemu typu b (protoporfyrin IX), podobné jako u hemoglobinu a myoglobinu s tim
rozdilem, Ze u CYP je Zelezo v hemové skuping v oxidované formé (Fe’™). Atom Fe'* je
lokalizovan v centru protoporfyrinového kruhu, ke kterému je vazan ¢tyfmi ligandy.
Patym ligandem Zeleza je thiolatovy anion pochazejici z cysteinu. Sestym ligandem
hemu se v pribchu reakce stdva atom kysliku molekuly vody (Dostalek a kol. 2006;
Skélova a Bousova 2011; Zuber a kol. 2002).

Cytochrom P450 je centrdlni enzym monooxygenacnich déjii. Monooxygenasy
jsou enzymy, které vazi vzdusny kyslik, $tépi jeho molekulu, jeden atom kysliku je
inkorporovan do molekuly substratu a druhy do molekuly vody. Souhrnné lze rovnici

monooxygenasové aktivity CYP vii¢i substratu (RH) napsat:
Substrat RH + O, + NADPH + H" — Produkt ROH + H,0 + NADP"

Reakéni cyklus CYP je pomérné slozity, lze ho struén€ popsat v nékolika
krocich (Obrazek 8). V prvnim kroku dochdzi k vazbé substratu (RH), substrat se vaze
na oxidovanou formu CYP, vznikd komplex RH-(Fe’"). Dochézi k jednoelektronové
redukci Fe’™ na Fe™, resp. RH-(Fe’"), nasleduje vazba kysliku na volné Sesté
koordina¢ni misto hemového Zeleza, vznika RH—Fe%(Oz) a nasleduje druha redukce.
Dochézi k rozstépeni vazby O-O a reakci se dvéma protony za vzniku molekuly vody
a komplexu (Fe-O)’"RH. Poslednim krokem reakéniho cyklu CYP je tvorba produktu.
Atom kysliku vazany na Zelezo je navazan na molekulu RH, dochazi ke vzniku
hydroxylované formy substratu (ROH), které je produktem reakce. Dochazi k uvolnéni
produktu a dochazi k regeneraci enzymu, ktery se vraci do pivodniho stavu
s oxidovanym Fe’. Zdrojem kysliku mohou byt i peroxidy (zvlasté organické
hydroperoxidy); reakéni mechanismus je pak samoziejmé odlisny. K redukci CYP jsou
nutné dva elektrony, které pochazi z NADPH, nebot’ je to darce elektronil. K transportu
elektroni na CYP slouzi ve tkénich savch dva typy elektronovych transportnich
systémti. Prvni typ je v mitochondriich, druhy typ se nachazi v endoplazmatickém

retikulu. Druhy typ se téZ nazyva mikrosomalni typ cytochromu P450. Elektrony
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pro mitochondridlni CYP jsou prendSeny z NADPH pies adrenodoxinreduktasu
na adrenodoxin a znéj na CYP. Mikrosomalni cytochrom P450 se skladd ze dvou
na membran¢ vazanych komponent, cytochromu a NADPH-cytochrom P450 reduktasy.
NADPH-cytochrom P450 reduktasa ma dvé domény — FAD doménu a FMN doménu.
Flavin adenin dinukleotid pfijima dva elektrony (pottebné k redukci cytochromu P450)
z NADPH a pies flavin adenin mononukleotid je pfenasi na cytochrom P450 (Dostalek
a kol. 2006).

RH
ROH
Fe¥*
() (1 Fe*
Fo®* RH 1ste
ROH @)
2+
Fe
(5
RH
O,

Obrazek 8 Katalyticky cyklus CYP450 (pievzato z webu 2)

V disledku rozséhlého poctu zastupcii enzymového systému cytochromu P450,
bylo nutné zavést systémové ndzvoslovi. VSechny cytochromy P450 tvoii dohromady
nadrodinu oznafovanou zkratkou CYP. Nadrodina CYP je pak podle stoupajici
podobnosti v aminokyselinové sekvenci ¢lenéna do rodin (minimdlné 40% homologie
v aminokyselinové sekvenci) a do podrodin (minimalné¢ 60% homologie
v aminokyselinové sekvenci). Rodiny jsou oznacovany arabskou ¢islici za zkratkou
CYP. Podrodiny jsou oznafovany velkym pismenem za arabskou ¢&islici. Poslednim
znakem v nomenklatufe je op¢t arabska Cislice, ktera charakterizuje pfesnou isoformu
cytochromu P450 (Dostalek a kol. 2006; Skalova a Bousova 2011; Stiborova a kol.
1999).

V praktické casti této diplomové casti byly studovany isoformy CYPI1AI,
CYP1A2 a podrodiny CYP2B, CYP3A.
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2.3.1.3.1 Podrodina CYP1A

Podrodina CYP1A zahrnuje dv¢ hlavni isoformy, tj. CYP1A1 a CYP1A2, které
se vyznamné podileji na biotransformaci xenobiotik. Oba enzymy jsou si znacné
podobné, vykazuji az 70% homologii v aminokyselinové sekvenci. Katalyzuji 1 stejné
reakce, 1iSi se vSak v lokalizaci. Isoforma CYPIA1 se nachdzi v extrahepatalnich
tkanich, a to v mozku, plicich, gastrointestindlnim traktu, srdci, lymfocytech a pouze
v nizkych hladinach se nachézi v jatrech. Vyssi hladiny CYPI1AI1 jsou zaznamenany
hlavné pfi koufeni, fyzické ndmaze a pifi konzumaci grilovaného masa. Isoforma
CYPIA2 je ptedevSim lokalizovana v jaterni tkani. Podrodina CYPIA patii mezi
nejvyznamnéjsi formy CYP z hlediska karcinogeneze. Obé isoformy jsou hlavnimi
aktivatory kontaminantii Zivotniho prostfedi, 1éc¢iv, toxickych latek a hlavné
prokarcinogenil, jako jsou polycyklick¢é aromatické uhlovodiky, polychlorované
bifenyly a heterocyklické aromatické¢ aminy. Mezi vyznamné substraity CYP1A1/2 se
také fadi kofein, theofylin, paracetamol, benzimidazoly a fada dalSich IéCiv.
Cytochromy P450 1A1 a 1A2 se podileji také i na aktivaci genotoxickych chemikalii
pfitomnych v cigaretovém koufi. Indukce CYP1A je zprosttedkovéna pies receptor
aromatickych uhlovodiki (AhR). Ligandy AhR jsou jak kontaminanty Zzivotniho
prostiedi, tak i pfirodni latky. VétSina AhR ligandd, jako je a-naftoflavon,
B-naftoflavon, quercetin, galargin, je pfitomna v potravé, napf. v ovoci, zeleniné,
cerveném viné, fazolich nebo v ¢aji. Flavonoidy tedy predstavuji nejvétsi skupinu AhR
ligandli obsazenych v potraveé. Flavonoidy jsou jak AhR agonisté, indukujici expresi
CYP1A1/2, tak i antagonisté, blokujici vazbu ligandti na AhR. Uginek flavonoidi
na tyto receptory zavisi na jejich struktufe a koncentraci. Dale mohou byt CYP1A1/2
indukovany napf. kofeinem a inhibovany napi. nékterymi antibiotiky (erytromycin,
ciprofloxacin). Vzhledem k toxickému U¢inku CYP1A je indukce nezddouci (Ashida
a kol. 2000; Dostalek a kol. 2006, Martignoni a kol. 2006; Skalova a BouSova 2011;
Stiborova a kol. 1999).

2.3.1.3.2 Podrodina CYP2B

Zastupcem této podrodiny u ¢loveka je isoforma CYP2B6. Jednd se o enzym,
ktery je lokalizovén jak v jaterni tkani, tak i extrahepatalng, ve vysokych koncentracich
je popisovan v centralni nervové soustavé, v nizkych koncentracich v ledvinach. Hraje

dualezitou roli v metabolismu rtiznych farmaceutickych substanci a podili se na aktivaci
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nékterych karcinogent. Hraje ulohu 1 pfi bioaktivaci antineoplastik, zejména

cyklofosfamidu a isofosmamidu (Dostalek a kol. 2006; Stiborova a kol. 1999).

2.3.1.3.3 Podrodina CYP3A

vvvvvv

CYP, jelikoz se podili na biotransformaci endogennich i exogennich latek (Dostalek
a kol. 2006)

Nejvice jsou u Clovéka zastoupeny isoformy CYP3A4 a CYP3AS, které se
nachazeji pfedevsim v jatrech a gastrointestindlnim traktu, dale pak v ledvinéch, plicich,
centralnim nervovém systému, endotelu, placenté a v lymfocytech. Tyto isoformy se
podileji z 52% na celkové metabolické aktivité cytochromu P450. Podrodina CYP3A se
vyznacuje Sirokou substratovou specifitou, proto vyznamné chrani zivé organismy pied
Skodlivymi latkami z vnéjSiho prostiedi (Dostalek a kol. 2006). U €loveka se vyskytuje
1 isoforma CYP3A7 jedna se o fetalni formu, kratce po narozeni ptebird jeji funkci
CYP3A4 (Skalova a BouSova 2011).

Ukastni se metabolismu asi poloviny znamych 1&&iv, které se pouzivaji
v klinické praxi. Mezi léCiva, kterd jsou povazovana za typické substraty s velkym
potencidlem k interakcim, jsou fazena makrolidové antibiotika (erytromycin), azolova
antimykotika  (itrakonazol, ketokonazol) a  blokatory kalciovych  kandla
s dihydropyridinovou strukturou (nifedipin). Lékové interakce na trovni CYP3A4 jsou
zpusobeny jak indukci, tak inhibici tohoto enzymu (Kousalova a kol. 2003).

CYP3A4 se podili také na oxidaci fady karcinogentl. Z hlediska kancerogeneze
jsou tedy dulezitymi substraty kancerogenni xenobiotika, jako jsou nékteré ptirodni
produkty (aflatoxiny), polycyklick¢é aromatické uhlovodiky, aromatick¢ aminy
(Stiborova a kol. 1999).

Hladiny CYP3A4 se zvySuji po podani fady latek, dochazi k indukci, miize se
jednat o vyznamné 1ékové interakce. Induktory jsou ligandy pregnanovych X receptort,
na zaklad¢ interakce s ligandem je regulovdna exprese CYP3A4. Indukci vyvoléavaji
napt. barbituraty, nckteré steroidy (dexametazon), rifampicin, extrakt trezalky
teCkované. Diisledkem této interakce je snizeni hladiny metabolizované latky a zvySeni
hladiny metabolitu. Dal§im typem lékové interakce na trovni CYP3A4 je inhibice,
jedna se o soutéz o vazebné misto dvou ¢i vice 1é¢iv vazicich se na CYP3A4. Takto se
vzajemné inhibuji napt. blokdtory vapnikovych kandld (nifedipin) a prokinetikum

cisaprid. Mezi inhibitory CYP3A4 patii zejména makrolidova antibiotika (erytromycin,
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klaritromycin), chemoterapeutika norfloxacin a ciprofloxacin, azolova antimykotika,
inhibitory vapnikovych kanélu (nifedipin, verapamil), néktera antidepresiva (fluoxetin,
sertralin, paroxetin), inhibitory reverzni transkriptazy (delavirdin, efavirenz), inhibitory
proteas (indinavir, ritonavir) a grapefruitovy dzus. V tadé¢ piipadi tyto Iékové interakce
mely zavazné dasledky vcetné selhani 1é€by nebo nezddoucich a toxickych ucinkt
vedoucich az k umrti pacienta (Kousalova a kol. 2003; Skalova a Bousova 2011).

Kwvuli prekryvani substratové specifity CYP3A4 a P-glykoproteinu (proteinovy
pienaseC zodpovédny za mnohocetnou Iékovou rezistenci) a kvili podobnostem
inhibitordt a induktori CYP3A4 a P-glykoproteinu je mnoho Iékovych interakci
spole¢nych (Kousalova a kol. 2003).

2.3.2 Druha faze biotransformace

Pro II. fazi biotransformace jsou charakteristické¢ konjuga¢ni enzymy. Pfi téchto
konjugacnich reakcich xenobiotikum nebo metabolit vznikly v I. f4zi biotransformace
reaguje s endogenni slouceninou, kterd se musi vétSinou pied konjugaci aktivovat
vazbou s makroergnim kofaktorem, poté dochédzi ke vzniku konjugatu. Konjugacnim
reakcim podléhd i tfada endogennich latek s vyraznou biologickou aktivitou, napf.
hormony, hemoglobin, cholesterol, Zlu¢ové kyseliny. Aktivita konjugacnich enzym je
také regulatorem endogenniho metabolismu (Dostélek a kol. 2006; Skalova a BouSova
2011).

Mezi nejcastéjsi konjugacni reakce patii glukuronidace, sulfonace, metylace,
acetylace ¢i konjugace s glutathionem nebo konjugace s aminokyselinami, tyto reakce
jsou katalyzované rliznymi transferasami. Vzniklé konjugaty jsou vétSinou hydrofilngjsi
a snadnéji eliminovatelné z organismu, mohou byt vylou€eny moci nebo zluci.
Hydrofilni konjugity jsou pfes membrany piendSeny pomoci transportnich
membranovych proteinli. Afinita a aktivita transportéri ovliviluje rychlost eliminace
konjugatl. Konjugacnimi reakcemi témet vzdy dochdzi ke sniZeni biologické aktivity
a toxicity. Rizikem toxického ucinku xenobiotik je nestabilita n€kterych konjugata,
které mohou podléhat enzymové nebo neenzymové hydrolyze za vzniku reaktivnich
toxickych produktt (Dostélek a kol. 2006; Skalova a Bousova 2011).

Néktera xenobiotika mohou podléhat vice typim konjugacnich reakci
v zavislosti na afinité¢ konjugacnich enzymt k substratu, na koncentraci xenobiotika

a kapacit¢ enzymu (Skalovéa a BouSova 2011).
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2.3.2.1 Glutathion-S-transferasa (GST)

GST patii mezi enzymy II. faze biotransformace, vyznamny je zejména
protektivni Uc¢inek proti chemickym kancerogenim a detoxikacni ucinek (Dostalek
a kol. 2006).

Ke konjugaci dochédzi za pfitomnosti kofaktoru, endogenniho tripeptidu
glutathionu, ktery vznikd syntézou glycinu, cysteinu a glutamové kyseliny ve dvou
po sob¢ jdoucich reakcich. Prvni reakce je katalyzovéna y-glutamylcysteinsynthetasou
a druha glutathionsynthetasou. Oba kroky jsou ATP-dependentni (Parkinson a kol.
2001; Skalova a Bousova 2011).

Thiolova skupina cysteinu v glutathionu ma nukleofilni charakter, diky ¢emuz
dochazi ke konjugaci s elektofilnimi xenobiotiky nebo s xenobiotiky, kterd mohou byt
biotransformovana na elektrofil, vyslednym produktem této konjugace je thioether.
Substraty pro konjugaci s glutathionem mohou byt rozdéleny do dvou skupin. Prvni
skupinou jsou latky, které jsou dostatecné elektrofilni a mohou byt konjugovany ptimo,
do druhé skupiny jsou tazeny slouceniny, které se stavaji elektrofilnimi béhem I. faze
biotransformace. Konjugace glutathionu s xenobiotikem je katalyzovana glutathion-S-
tranferasou (Parkinson a kol. 2001).

VétSina GST se fadi prevazné do cytosolické nadrodiny, ale existuji
1 mitochondrialni a mikrosomalni nadrodiny téchto enzymu. Nadrodina cytosolickych
dimernich enzymii (téZ rozpustnych) se déli na zakladé podobnosti aminokyselinové
sekvence do osmi tfid (alpha, kappa, mi, omega, pi, sigma, theta a zheta). Do druhé
nadrodiny patfi mikrosomalni membranové véazané trimerni proteiny, nazyvané
MAPEG (membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism).
Jednotlivé GST se pfili§ nelisi v substratové specifité, vice isoforem miize konjugovat

jedno xenobiotikum (Jancova a kol. 2010; Skalova a Bousova 2011).

0 SH o SR
H,N NH COOH H,N NH COOH
Y\J\NH ~ GST \(\J\NH ~
+ Xenobiotic (RX) — 5
COOH o] COOH o]
Glutathione Glutathione-S-conjugate

Obrazek 9 Tvorba glutathionového konjugdtu (pievzato 7 Jancova a kol. 2010)
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2.3.2.2 UDP-glukuronosyltransferasa (UGT)

Konjugace s kyselinou glukuronovou je nejvyznamnéjsi biodegradacni reakei I1.
faze biotransformace. Kofaktorem glukuronidace je uridin difosfatglukuronové kyselina
(UDP-glukuronova kyselina, UDP-GA), kterd v organismu vznikd oxidaci UDP-
glukosy za katalyzy enzymem UDP-glukosadehydrogenasou. Pro UDP-
glukosadehydrogenasu je nebytna pfitomnost koenzymu NAD" (Dostélek a kol. 2006;
Skalova a Bousova 2011).

Glukuronidace je katalyzovana UDP-glukuronosyltransferasami (UGT), d¢€li se
na tfi zdkladni podrodiny: UGT1A, UGT2A a UGT2B. Enzym je lokalizovan
na endoplazmatickém retikulu v blizkosti enzymatického systému cytochromu P450
a nachdzi se predevSim v jatrech, ledvindch a stfevni sliznici. V mensi mife se
glukuronosyltranferasova aktivita vyskytuje v mozkové tkdni a placent€ (Dostalek a kol.
2006).

Glukuronidace se ucastni slouceniny obsahujici ve své struktufe nukleofilni
heteroatom (O, S, N), podili se na metabolismu xenobiotik, karcinogenti a endogennich
latek, jako jsou steroidni hormony, zluové kyseliny, bilirubin, apod. Vzniklé
glukuronidy jsou hydrofiln€jsi, méné toxické a biologicky aktivni, z organismu jsou
vylou¢eny moci nebo zluci. Nékteré glukuronidy mohou byt nestabilni, coz miize mit
toxikologické nasledky (Skalova a kol. 2011; Tukey a Strassburg 2000).

UGT vykazuji malé rozdily v substratové selektivité, proto fada latek je
substratem pro vice isoforem UGT. Pfi sou¢asném vyskytu dvou a vice xenobiotik hrozi

vysoka pravdépodobnost kompetice pii glukuronidaci (Skalovéa a BouSova 2011).

OH

COOH
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] | o COOH
HO o p—0—p—0-—
oH f,: Eu uet Y
+ R-X—H —=
H HO
OH  OH Nucleofile substrate H

Uridine-5'-diphospho-a-D-glucuronic acid B-D-glucuronide Uridine diphosphate

Obrazek 10 Konjugace uridin-5 -difosfo-a-D-glukuronové kyseliny se substrdtem (pievzato 7 Jancova
a kol. 2010)

2.3.2.3 Sulfotransferasy
Sulfata¢ni reakce jsou vyznamnou soucasti enzymatickych reakci podilejicich se
na konjugacni fazi biotransformace, jsou katalyzované sulfotransferasami za vzniku

sulfatu. Jsou znamy Ctyfti lidské rodiny SULT: SULT1, SULT2, SULT4 a SULT6. Tyto
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enzymy ptrenasi sulfonovou skupinu (SO3") na hydroxy- nebo amino-skupiny
endogennich (neuromediatory, steroidni hormony, zlucové kyseliny) i exogennich
substratti. Donorem sulfonové skupiny je 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat (PAPS). Tento
univerzalni donor vznikd dvoustupiiovou reakci ATP a siranu pochazejiciho z cysteinu
za katalyzy ATP-sulfurylasou a adenosin-5'-fosfosulfatkinasou. Koncentrace PAPS
v organismu piedstavuje limitujici faktor pro rychlost sulfonace. Sulfonace je obecné
povazovana za detoxikacni reakci. Produkty této reakce jsou polarni, snadno
eliminovatelné moc¢i nebo Zzluci. Nékteré sulfaty jsou nestabilni a podléhaji lehce
hydrolyze za vzniku vysoce reaktivnich elektrofilnich sloucenin, které jsou mutagenni

a karcinogenni (Gamage a kol. 2005; Jancova a kol. 2010; Skalova a Bousova 2011).

SULT lze rozdélit na dvé tfidy, a to na cytosolickou a membranovou rodinu.
Cytosolické sulfotransferasy se nachazeji v jatrech, ledvinach, stfevech, plicich,
placenté¢, mozku a kazi. Cytosolické SULT jsou zodpovédné za metabolismus
xenobiotik a malych endogennich substratii (napt. Zlu¢ové kyseliny, steroidni hormony,
neurotransmiter dopamin). Membranové vazané SULT se vyskytuji v Golgiho aparatu
a jsou odpovédné za sulfonaci peptidit (cholecystokininu), proteini, lipidd,
glykosaminoglykanti (Gamage a kol. 2005, Jancova a kol. 2010; Skalova a BouSova
2011).

Mnoho substrati SULT jsou i substraty UGT. SULT ma vyssi afinitu, ale nizsi
kapacitu, naopak UGT ma niz8i afinitu a vySS$i kapacitu. Vyznamnou roli hraje
koncentrace xenobiotika, pokud je koncentrace nizsi, pfevazuje sulfonace, pokud je
koncentrace xenobiotika vyssi, pfevlada glukuronidace (Gamage a kol. 2005; Skalova

a BouSova 2011).
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Obrazek 11 Biosyntéza PAPS a reakce katalyzované SULT (pievzato 7 Jancova a kol. 2010)
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2.4 Mezidruhové rozdily

Zviteci modely se bé€zné pouzivaji ke studiu metabolického chovani novych
sloucenin. Vysledky téchto studii predpovidaji chovani novych slou¢enin v lidském
organismu. Je vSak nutné si uvédomit, ze lidé se lisi od zvifat. Lisi se napf.
v isoformach enzymi, expresi nebo v katalytické aktivit¢ enzymu. VétSina studii je
zam¢ifena na cytochrom P450, jelikoz se jednd o enzym, ktery se podili
na biotransformaci vétSiny xenobiotik. Rozdily v isoformadch CYP mezi druhy jsou

hlavni pfic¢inou rozdili v metabolismu 1é¢iv (Martignoni a kol. 2006).

CYPIA

CYPI1A byl detekovan u vSech druhtl, jsou znamy jeho dvé isoformy: CYP1A1
a CYP1A2. CYPIALl je exprimovan pouze ve velmi nizkych hladindch v jatrech
potkana i ¢lovéka, jedna se o extrahepatdlni enzym. U potkana se CYP1A1 vyskytuje
hlavné¢ v tenkém stievé. U ¢loveéka je CYP1AT exprimovan v tenkém stifeveé proménlivé.
CYPI1A2 je exprimovan hlavné v jatrech u lidi i potkana, v extrahepatalnich tkanich je
pozorovan u obou druhtt velmi omezené. CYPIA1/2 vykazuje tedy znacné
interindividudlni rozdily mezi jedinci a jeho hladina je zavisla na druhu. CYP1AL je
indukovatelny jak u hlodavci, tak u clov€ka, ucinek induktoru se
u obou druhii muze liSit, protoze se zde uplatiiuji mezidruhové rozdily v regulaci
exprese genu. Stejn¢ tak inhibice je mezidruhoveé rozdilnd, napt. latka furafylin
ovlivituje aktivitu CYP1A2 u lidi a potkana v odliSné koncentraci (Martignoni a kol.
2006).

CYP2B

U clovéka jsou znamé dvé isoformy CYP2B, a to CYP2B6 a CYP2B7, zatimco
u potkana jsou znamé jiné isoformy: CYP2BI1, -B2 a -B3. CYP2B byl detekovan
vjatrech vSech druhii. Naproti tomu CYP2B nebyl detekovan v tenkém stieve
u Cloveéka, ale byl vysoce exprimovan ve stfevé potkana. Rizné isoformy CYP2B se
vyskytuji u riznych druhii a maji rizné substratové specificnosti. CYP2B je indukovan
fenobarbitalem jak u hlodavci, tak u ¢lovéka. Je zajimavé, ze CYP2B je u c¢lovéka
1 potkana sexudlné¢ dimorfni a u psit a opic tomu tak neni. Sexudlni dimorfimus je
vysvétlen sekreci rtistového hormonu hypofyzy, ktery potlacuje CYP2B vice u samic

nez u samcu (Martignoni a kol. 2006).
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CYP3A

U lidi jsou znamé ctyfi isoformy CYP3A: CYP3A4, -3AS5, -3A7 a -3A43.
U potkanti jsou znamé jiné isoformy: CYP3A1, -3A2, -3A9, -3A18 a -3A62. U potkani
jsou isoformy CYP exprimovany na zakladé sexualniho dimorfismu. Nedavna studie
identifikovala novou potkani isoformu CYP3A62, jeji profil je podobny lidské isoformé
CYP3A4 a potkani CYP3A9. Isoforma CYP3A62 je hlavné exprimovana ve stfevnim
traktu, zatimco ostatni potkani isoformy jsou exprimovany v jatrech. Isoformy CYP3A9
a -3A18 byly detekovany jak v jatrech, tak i v tenkém stfevé. Potkan neni dobrym
modelem pro studium novych latek na lidskou populaci, jelikoz se zde objevuji
vyznamné mezidruhové rozdily. Navic byly mezi potkany a clovékem zjistény
1 nesrovnalosti v metabolismu, mnoho typickych substrati lidskych enzymii CYP3A,
jako jsou napft. blokatory kalciovych kanali (nifedipin), nejsou metabolizovany potkani
CYP3AIl. Rizné isoformy CYP jsou exprimovany u riiznych druhti a vykazuji rizné
substratové specificnosti. Extrapolace vysledkt studii u zvifat na ¢lovéka neni proto
zcela optimalni (Martignoni a kol. 2006).

Zviteci modely jsou vyuzivany ke studiu metabolismu, predikci kinetiky nebo
toxicity studované latky na ¢lovéka. Je nutné si uvédomit, ze zde plati mezidruhové
rozdily, vysoky stupenn sekven¢ni identity v aminokyselinovych sekvencich mezi
isoformami u riznych druhli, neznamena automaticky stejnou katalytickou aktivitu,

na toto by se mélo myslet pii interpretaci ziskanych vysledkti (Martignoni a kol. 2006).
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3 Cil prace
Cilem diplomové prace bylo zjistit vliv seskviterpent (cis-nerolidolu, trans-
nerolidolu, farnesolu) na aktivitu vybranych biotransformacénich enzymi (AKRI1AI,
AKR1C9, CBRI1, NQOI1, CYP1A1, CYP1A2, CYP2B, CYP3A, GST, SULT, UGT)
v jaternich fezech.
Pfedem bylo nutné provést:
e Vytvoreni ultratenkych preciznich fezii z jater potkana laboratorniho
(Rattus norvegicus, kmen Wistar)
e Inkubace fezli s vybranymi seskviterpeny
e Homogenizace fezli a stanoveni aktivit vybranych biotransformacnich
enzymil v subceluldrnich frakcich jaterniho homogenatu

e Porovnani aktivit mezi kontrolnimi a seskviterpeny ovlivnénymi vzorky
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a chemikalie

4.1.1 Biologicky material

K experimentalni casti diplomové prace byli pouziti samci laboratorniho potkana
(Rattus norvegicus, kmen Wistar) o hmotnosti 320-480g. Prace se zvifaty byla
provadéna v souladu se Zakonem ¢.246/1992 Sb. O ochrané zvifat proti tyrani a pod

dohledem Odborné komise Univerzity Karlovy, Farmaceutické fakulty pro zajistovani

dobrych podminek pokusnych zvirat.

4.1.2 Chemikalie

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES), Rath

1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), Fluka
2-naftol, Sigma-Aldrich
3'-fosfoadenosin-5'-fosfat (PAP), Sigma-Aldrich
Acenaftenol, Sigma-Aldrich

Albumin, Sigma-Aldrich

Benzyloxyresorufin, Sigma-Aldrich

Bovine serum albumin BSA, Sigma-Aldrich
Cytochrom c, Serva

D-glukoza, Riedel-de-Haén

Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich
Dikumarol, Sigma-Aldrich

DL-glyceraldehyd, BDH

Ethoxyresorufin, Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Roche
Farnesol, Sigma-Aldrich

Gluthation redukovany (GSH), Fluka
Glukuronova kyselina (UDP-GA), Sigma-Aldrich
Hydrokortison-21-hemisukcinat, Sigma-Aldrich
Methoxyresorufin, BioChemica

L-methionin, Sigma-Aldrich
Menadion,Sigma-Aldrich
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Nerolidol, Sigma-Aldrich

Nikotinamidadenindinukleotid redukovand forma (NADH), Merck
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovand forma (NADPH),
Merck

p-nitrofenol, Fluka

p-nitrofenylsulfat (PNFS), Sigma-Aldrich

Resorufin, Sigma-Aldrich

Roztok bicinchoninové kyseliny (NaHCO;, Na,COs;, BCA v 0,IM
NaOH), Sigma-Aldrich

Roztok siranu méd’natého (4% CuSO4.6H,0), Sigma-Aldrich

Roztok bicinchoninové kyseliny, Sigma-Aldrich

Slovasol, Sigma-Aldrich

Trichloroctova kyselina 3% (TCA), Penta
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), Penta

Ostatni bézné chemikalie Cistoty p.a.

4.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy Sartorius CP225D

Centrifuga Therma Scientific Heraeus Biofuge Stratos
CO, inkubator Heraeus HeraCell

Laboratorni magnetickd michacka

Mrazici box Thermo Scientific Jouan VXE Series

pH metr ino Lab WTW

Spektrofotometr Tecan Infinite M 200

Stolni centrifuga Eppendorf 5415D

Thermomixer Comfort Eppendorf

Tkanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD4000
Ttepacka Heidolph Unimax 1010

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonorex RK31

Vortex IKA MS2 Minishaker
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4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava Krebsova-Henseleitova pufru

Vsechny slozky (Tab. 2) Krebsova-Henseleitova (K-H) pufru byly rozpustény
v redestilované vod¢ a pH bylo upraveno roztokem HCI na hodnotu 7,4. Na jedna
potkani jatra byla spotfeba pufru ptiblizné 1000 ml. Roztok chloridu vapenatého byl

ptidan nakonec, aby bylo zabranéno vysrazeni slabé rozpustnych vapenatych soli.

Tab. 2: Slozeni Krebsova-Henseleitova pufru

Substance Molekulova hmotnost Koncentrace v pufru
M; (g/mol) ¢ (mM)
Chlorid sodny 58,44 116
Chlorid draselny 74,56 4,6
Hydrogenuhlicitan sodny 84,01 254
Siran hotecnaty heptahydrat 246,48 1,16
Dihydrogenfosforecnan draselny 136,09 1,16
Chlorid vapenaty 147,02 2,5
D-glukéza 180,16 25
HEPES 238,31 20

4.2.2 Priprava inkuba¢niho média
Inkuba¢ni médium RPMI-1640 bylo upraveno v laminarnim boxu (Tab. 3)

a doplnéno na 100 ml. pH bylo upraveno roztokem NaOH na hodnotu 7,4; vysledné

doplnéné médium bylo sterilné prefiltrovano.

Tab. 3: Rozpis pro doplnéni inkuba¢niho média RPMI-1640

Molekulova hmotnost
Substance Koncentrace
M,
Fetélni hovézi sérovy albumin 5%
L-methionin 149,2 g/mol 0,5 mM
Insulin 5807 g/mol 1 uM
Hydrokortison-2 1-hemisukcinat 484,5 g/mol 0,01 mM
Gentamycin 50 mg/ml 50 pg/ml
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Ptiprava na krajeni jaternich fezli, byla zahdjena jiz den pfedem, piipraven byl
pufr, inkuba¢ni médium. Krajec byl pfipraven také ptedem. VSechny ¢asti krajece, které
m¢ély piijit do kontaktu s pufrem, byly nejprve omyty redestilovanou vodou a poté 70%
lihem. Po uschnuti byly ¢asti krajece prekryty alobalem a umistény spolecné s pufrem

do chladici mistnosti.

4.2.3 Priprava ultratenkych Fezii z potkanich jater

Vden experimentu byl studeny K-H pufr hodinu pfedem provzdusnovan
pneumoxidem 95% 0,/5% CO,. Kraje¢ Krumdieck byl sestaven a naplnén timto
pufrem. Krajec byl pfipojen k vodni lazni s vodou a ledem, kterd byla temperovéana na 4
°C. Vodni lazen chladila puftr, kterym byl kraje¢ naplnén. Piipraven byl box s ledem,
kadinka s pufrem na fezy, Petriho miska s filtracnim papirem a pufrem pro valecky
zjaterni tkan€é. Po vypreparovani byla jatra uloZzena do kadinky se studenym
provzdusnénym pufrem, kterd byla umisténa na ledu. Vykrajovaci trubi¢kou o priiméru
8 mm byly vykrojeny valecky. Valecky se poté umistily do nastavce v krajeci
Krumdieck. Krajené fezy mély tloust’ku ptiblizné¢ 200-250 pm.

4.2.4 Preinkubace a inkubace jaternich Fezi

K inkubaci byly pouzity 12 jamkové desticky, do kazdé jamky bylo pipetovano
1,3 ml inkubaéniho média. Ve 12 jamkové desticce byl vzdy jeden fez na jednu jamku.
V inkubéatoru, ktery byl vytemperovan na 37 °C, byla umisténa orbitalni tfepacka,
béhem inkubace byla nastavena na 70 rpm. Na tfepacce byl box s pfivodem
pneumoxidu, desticky byly umistovany do tohoto boxu. Ptred kazdou inkubaci byla
provedena preinkubace. Preinkubace probihala pii 37 °C v atmosféie 95% 0,/5% CO,.
Rezy byly inkubovéany v suplementovaném RPMI médiu bez testovanych latek. Po 30
minutich nasledovala vyména média a inkubace médiem, které obsahovalo testované

latky.

4.2.5 Odbér vzorkii, homogenizace a priprava subcelularnich frakei

Pfiprava sodno-fosfatového pufru

Nejprve byl ptipraven 0,1 M roztok Na,HPO; rozpuSténim 35,8 g
Na,HPO4.12H,0 v 1000 ml redestilované vody a 0,1 M roztok NaH,PO4 rozpusténim
3,9 g NaH,P0O4.2H,0 ve 250 ml redestilované vody. Roztoky byly smichany za stalého

michani v takovém poméru, aby vysledny pufr mél pH 7,4.
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Rezy a médium byly odebirany po 8 a 24 hodinich. Rezy byly odebrany
do mikrozkumavek pfipravenych v ledu, obsahujicich 500 ul 0,1 M sodno-fosfatového
pufru s pH 7,4. Rezy byly ve zkumavce zhomogenizovany homogenizaéni ty&inkou.
Od kazdého fezu s danou latkou bylo odebrano 450 pl homogenatu a stoceno do jedné
mikrozkumavky v centrifuze po dobu 20 minut pfi 10000 G a 4 °C. Vznikly
supernatant byl slit do nové zkumavky, rozpipetovan po 190 ul do menSich

mikrozkumavek a ithned zamraZen v hlubokomrazicim boxu na -80 °C.

4.2.6 Stanoveni koncentrace proteint

Ke stanoveni celkového obsahu proteinti byla pouzita BCA metoda. Jejim
principem je reakce méd’natych iontd s proteiny v alkalickém prostiedi. Reakci dojde
k redukci médnatych iontdi na médné, v prostiedi kolem pH 10 vznikd stabilni
modrofialovy komplex s kyselinou bicinchoninovou (BCA). Intenzita zbarveni je pfimo
umérna koncentraci bilkoviny ve vzorku. Absorbance komplexu se méfi
na spektrofotometru pii vinové délce 562 nm (Smith a kol. 1985).

Reakéni roztoky

Roztok A ¢iry: NaHCO3, Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH

Roztok B modry: 4% CuSO,4.6H,O

Pracovni roztok C: ptfipraven smichanim roztoku A s roztokem B v poméru 50:1
za vzniku zelen¢ barvy

Kalibra¢ni kiivka

Kalibra¢ni kfivka byla vytvotena z 0,1% roztoku hovéziho sérového albuminu
(BSA). Do 6 mikrozkumavek bylo pipetovano rizné mnozstvi 0,1% roztoku BSA
a redestilované vody, bylo pfipraveno 6 vzorkli o presné¢ znamé koncentraci bilkovin

(Tab. 4).

Tab. 4: Redéni BSA pro kalibragni p¥imku

Koncentrace (ug/ml) 0,1% roztok BSA (ul) | Redestilovana voda (ul)
1 0 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
6 1000 100 0
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Postup

Vzorky supernatantu byly v mikrozkumavce Skrat nebo 10krat nafedény
redestilovanou vodou. Kalibra¢ni roztoky a nafedéné vzorky supernatantu byly
napipetovany na mikrotitracni desticku GAMA. Do celych sloupcti 1-6 byly dle
vzestupné koncentrace BSA (0-1000 pl) napipetovany piislusné kalibracni roztoky.
Na dalsi desticku byly napipetovany natedéné vzorky supernatantu, vzdy do jednoho
sloupce jeden vzorek. Kalibra¢ni roztoky a vzorky byly pipetovany po 10 ul na jamku
v celém sloupci desticky, tj. celkem 8 paralelnich méteni. Na slepy vzorek bylo
pipetovano 10 pl redestilované vody. Nakonec bylo multikanalovou pipetou ptidano
200 pl pracovniho roztoku C. Desti¢ka byla vlozena do Thermomixeru a po dikladném
promichani, byly vzorky inkubovany pii 37 °C po dobu 30 minut. Po 30 minutach
inkubace, byla zmétfena absorbance na spektrofotometru Tecan pifi vinové délce
562 nm.

Z hodnot absorbance kalibracnich roztokd byla sestrojena kalibra¢ni kiivka,
kterd vyjadiuje zavislost absorbance na koncentraci bilkoviny BSA. Od naméfenych
absorbanci vzorkl (A,;) byl ode¢ten primér hodnot slepych vzorkil (Ay), byla ziskdna
vyslednd absorbance (A1) podle rovnice (1). Nameéfené hodnoty absorbance
u jednotlivych vzorkl byly dany do rovnice linearni regrese (2), ktera vychazela
z kalibrac¢ni kiivky. Kalibracni kiivka udava zavislost absorbance méfenych vzorkl

na koncentraci (ug/ml).
Rovnice vysledné absorbance (1)
Apgst = Ay, — Ay
Rovnice linearni regrese (2)
y =ax*x, kde

y hodnota absorbance
koncentrace jednotlivych roztoku kalibra¢ni kiivky
a koeficient rovnice
Z a hodnot absorbanci vzorkil byla stanovena koncentrace jejich proteinl (xy)

podle rovnice (3)
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Rovnice koncentrace proteint ve vzorku (3)

Xo = Vg (ng/mi)

Do vypoctu koncentrace bilkoviny (cy,) bylo zahrnuto i zfedéni méteného

vzorku (zt) podle rovnice (4).
Cyoy = Xy, *zF/1000  (mg/ml)

4.2.7 Priprava roztoku seskviterpenu

Zasobni roztoky seskviterpenti byly nafedény na potfebnou koncentraci pomoci
DMSO. Pozadovana koncentrace roztokii seskviterpenti byla 10 uM. V piipade
kontrolniho vzorku byl k buiitkdm namisto seskviterpenu pifidan pouze DMSO.
Vysledna koncentrace DMSO v médiu byla 0,1% (neovliviluje Zivotnost fezl).

10 uM roztok cis-nerolidolu, trans-nerolidolu, farnesolu

e Mr=222737 (vSechny seskviterpeny maji stejnou Mr)

4.2.8 Stanoveni aktivity aldehydreduktasy AKR1A1

Principem stanoveni aktivity aldehydreduktasy pomoci glyceraldehydu je méteni
poklesu absorbance, ke kterému dochazi pfeménou NADPH na NADP' ve vzorku.
Méfeni je provadéno pii vinové délce 340 nm a teploté 37 "C. Aktivitu reduktas lze
kvantitativné vyjadfit pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho koeficientu
NADPH 6,22 mM"'.cm”. Enzymové aktivita je vyjadfena jako oxidace 1 molu
NADPH/min pfi zadané teploté. Métfeni je provadéno pii 37 °C na Tecanu po dobu
5 min (Ohara a kol. 1995).

Pouzité roztoky:

0,1 M draselno-fosfatovy pufr, pH 6,0
e Smichat 0,1 M K,HPO, s 0,1 M KH,PO4 v takovém poméru, aby pH
bylo 6,0
1 M roztok DL-glyceraldehydu
e M;=90,08 g/mol; rozpustit v DMSO
4 mM roztok NADPH
e M, =833,4 g/mol; rozpustit v redestilované vodée

Roztoky byly pfipraveny Cerstvé v mnozstvi dle poctu vzorki.
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Do 6 jamek v kazdém sloupci mikrotitracni desticky GAMA s kulatym dnem
bylo napipetovano 10 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek
v sloupci bylo napipetovano 10 ul 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7.4; jako slepy
vzorek. Do vSech jamek bylo poté multikanalovou pipetou napipetovano 190 pl master
mixu. Nakonec byla desticka vlozena do spektrofotometru Tecan a byl méfen pokles

absorbance po dobu 5 minut pti vinové délce 340 nm a teploté 37 °C.

Tab. 5: SloZeni master mixu na stanoveni AKR1A1

MnoZstvi
Slozky
Na jednu desticku 96 jamek | Na jednu jamku desti¢ky
0,1 M K-fostatovy pufr, pH 6 21,36 ml 178 ul
1 M DL-glyceraldehyd 240 pl 2 ul
4 mM NADPH 1200 ul 10 pl

Me¢fteni probihalo kinetickou metodou po dobu 5 minut. Pro vypocet vysledné
aktivity bylo potfebné odecist zménu absorbance za minutu slepého vzorku od zmény
absorbance za minutu vzorku supernatantu v oblasti linearniho poklesu. Pomoci
molarniho absorp&niho koeficientu 6,22 mM™-cm™ a délky méfené vrstvy 0,75 cm byla
vypocitana koncentrace vzniklého NADPH/min. Jednotky enzymové aktivity byly

vztazeny na mg proteinu.
Vypocet enzymovée aktivity AKR1A1 (nmol/min/ml):

(AA,, — AAg).V;.1000

akivita = el
AA,, absorbance vzorku
AAy  absorbance slepého vzorku
V; objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml
€ molarni absorpéni koeficient, tj. 6,22 mM™".cm’!
1 délka méfené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm

Vi objem cytosolu, tj. 0,01 ml

4.2.9 Stanoveni aktivity aldoketoreduktasy AKR1C9
Principem spektrofotometrického stanoveni aktivity aldoketoreduktasy pomoci

. v r o r r 7 ~ M +
acenaftenolu je méfeni vzrlistu absorbance, ke kterému dochazi pfeménou NADP
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na NADPH ve vzorku. Méfeni je provadéno pii vinové délce 340 nm a teploté 37 °C.
Aktivitu reduktas lze kvantitativné vyjadfit pomoci vzriistu absorbance a molarniho
absorp&niho koeficientu NADPH 6,22 mM™.cm™. Enzymova aktivita je vyjadiena jako
oxidace 1 molu NADPH/min pfi zadané teploté. Méfeni je provadéno pii teploté 37 °C
na Tecanu po dobu 5 minut (Ohara a kol. 1995).

Pouzité roztoky:

0,1 M TRIS/HCI puft, pH 8.9

e 1,21 g TRIS rozpustit v pfiblizné¢ 70 ml redestilované vody, upravit
na pH 8,9 pomoci HCI a doplnit na 100 ml
0,1 M roztok acenaftenol
e M,;=170,21 g/mol; rozpustit v DMSO
20 mM roztok NADP"
e M, =787,37 g/mol; rozpustit v redestilované vodé
Roztoky byly pfipraveny cerstvé v mnozstvi dle poctu vzorki.

Do 6 jamek v kazdém sloupci mikrotitracni desticky GAMA s kulatym dnem
bylo napipetovano 10 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek
v kazdém sloupci bylo napipetovano 10 ul 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 jako
slepy vzorek. Do vSech jamek bylo multikandlovou pipetou napipetovano 190 pl master
mixu. Nakonec byla desticka vlozena do spektrofotometru Tecan a byl méfen vzrist

absorbance po dobu 5 min pfi vlnové délce 340 nm a teploté 37 °C.

Tab. 6: Slozeni master mixu na stanoveni AKR1C9

MnozZstvi
Slozeni

Na jednu desticku 96 jamek

Na jednu jamku desticky

0,1 M TRIS/HCI puft, pH 8,9 21,36 ml 178 ul
0,1 M acenaftenol 240 pul 2 ul
20 mM NADP" 1200 pl 10 pl

Pro vypocet vysledné aktivity bylo potfebné odecist absorbanci za minutu

slepého vzorku od absorbance za minutu vzorku supernatantu v oblasti linedrniho
vzristu. Pomoci molarniho absorpéniho koeficientu 6,22 mM™.cm™ a délky méfené
vrstvy 0,75 cm byla vypocitdna koncentrace vzniklého NADPH/min. Jednotky

enzymove aktivity byly vztazeny na mg proteinu.
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Vypocet enzymové aktivity AKR1C (nmol/min/ml):

(AA,, — AA).V, 1000

aktivita = e 1.V,
AA,, absorbance vzorku
AAg  absorbance slepého vzorku
Vi objem reakéni smési, tj. 0,2 ml
€ molérni absorpéni koeficient, tj. 6,22 mM"'.cm?!
1 délky métené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm

Vi objem cytosolu, tj. 0,01 ml

4.2.10 Stanoveni aktivity karbonylreduktasy CBR1

Principem spektrofotometrického stanoveni aktivity karbonylreduktasy je
inkubace cytosolu se substratem menadionem. Redukce menadionu karbonylreduktasou
je doprovazena oxidaci NAPH, ¢imz dochazi k poklesu absorbance. Aktivitu reduktas
lze kvantitativné vyjadfit pomoci poklesu absorbance a molarniho absorpéniho
koeficientu NADPH 6,22 nM™'-cm™. Mé&feni je provadéno na spektrofotometru Tecan
pii vinové délce 340 nm a teploté 37 °C (Maté a kol. 2008).

Pouzité roztoky:

0,1 M draselno-fosfatovy pufr, pH 7,4

e K,HPO4 (8,71 g do 500 ml) : KH,PO4 (2,72 g do 200 ml), smichat
v takovém pom¢éru, aby pH bylo 7,4

50 mM roztok menadionu
e M,;=172,18 g/mol; rozpustit v etanolu

5 mM roztok NADPH
e M, = 833,40 g/mol; rozpustit v redestilované vodé

Roztoky byly pfipraveny Cerstvé a v mnozstvi dle po¢tu vzork.

Do 6 jamek v kazdém sloupci mikrotitraéni desticky GAMA s kulatym dnem
bylo napipetovano 10 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek
v kazdém sloupci bylo napipetovano 10 pl 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 jako
slepy vzorek. Desti¢ka byla preinkubovana v Thermomixeru pfi teploté¢ 37 °C po dobu
5 minut. Poté bylo multikanalovou pipetou do vSech jamek pfidano 190 pl master mixu.
Nakonec byla desticka vloZzena do spektrofotometru Tecan a byl méfen pokles

absorbance po dobu 5 minut pti vinové délce 340 nm a teploté 37 °C.
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Tab. 7: SloZeni master mixu na stanoveni CBR1

Mnozstvi
SloZeni
Na jednu desticku 96 jamek | Na jednu jamku desticky
0,1 M K-fosfatovy puftr, pH 7,4 21,36 ml 178 ul
50 mM menadionu 240 pl 2 ul
5 mM NADPH 1200 pl 10 pl

Pro vypocet vysledné aktivity bylo potfebné odecist absorbanci za minutu

slepého vzorku od absorbance za minutu vzorku supernatantu v oblasti linedrniho

poklesu. Pomoci molarniho absorpéniho koeficientu 6,22 mM™.cm™ a délky mé&fené

vrstvy 0,75 cm byla vypocitana koncentrace vzniklého NADPH/min. Jednotky

enzymové aktivity byly vztazeny na mg proteinu.
Vypocet enzymové aktivity CBR1 (nmol/min/ml):

(AA,, — AAg).V;.1000

aktivita = s 1.
AA,, absorbance vzorku
AAy  absorbance slepého vzorku
Vi objem reakéni smési, tj. 0,2 ml
€ molarni absorpéni koeficient, tj. 6,22 mM™.cm’
1 délka méfené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm

Vi objem cytosolu, tj. 0,01 ml

4.2.11 Stanoveni aktivity NAD(P)H: chinonoxidoreduktasy 1 (NQO1)

Principem metody je redukce cytochromu c¢ v pfitomnosti NADH (¢i NADPH)

a menadionu jako elektronového akceptoru. Narist redukovaného cytochromu c (¢ = 28

mM™".cm™) se zaznamenava na spektrofotometru Tecan pfi vlnové délce 550 nm

a teploté¢ 37 °C. Aktivita NQOI1 odpovida aktivité¢ inhibované dikumarolem, ktery je

znamym inhibitorem tohoto enzymu (Benson a kol. 1980).
Pouzité roztoky:

50 mM TRIS/HCI puft, pH 7,5

e navazku 0,606 g TRIS rozpustit v pfiblizné¢ 80 ml redestilované vody,

1 M HCI upravit pH na 7,5 a doplnit na 100 ml
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0,2188% TRIS/HCI s BSA
e navazku 0,1094 g BSA rozpustit v 50 ml pufru
308 uM roztok cytochromu ¢
e navazku 0,05 g cytochromu ¢ (M ~ 13000, ¢istota 80%) rozpustit v 10 ml
BSA
4 mM roztok NADH
e navazku 0,0043 g NADH (M; = 709,5) rozpustit v 1,5 ml redestilované
vody

2 mM roztok menadionu

e navazku 0,0017 g menadionu (M; = 172,18 g/mol) rozpustit v5 ml
etanolu

2 mM roztok dikumarolu

e navazku 0,00336 g dikumarolu (M; = 336,3 g/mol) rozpustit v5 ml
DMSO
Roztoky byly pfipraveny Cerstvé vzdy podle poctu vzorkd.

Do 6 jamek v kazdém sloupci mikrotitracni desticky GAMA s kulatym dnem
bylo napipetovano 10 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek
v kazdém sloupci bylo napipetovano 10 ul 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 jako
slepy vzorek. Poté bylo multikandlovou pipetou do prvni poloviny desticky ptidano 190
pl master mixu bez inhibitoru (s DMSO) a do druhé poloviny bylo ptfiddno 190 pl
master mixu s inhibitorem (s dikumarolem). Nakonec byla desticka vloZena
do spektrofotometru Tecan a absorbance byla méfena pii vinové délce 550 nm a teploté

37 °C po dobu 4 minut.

Tab. 8: SloZeni master mixu na stanoveni NQO1 na celou desticku (tj. na 2 desticky

bez inhibitoru, na %2 desti¢ky s inhibitorem)

SloZeni Bez inhibitoru S inhibitorem
0,2188% TRIS/HC1 + BSA 7,68 ml 7,68 ml
308 uM cytochrom c 3 ml 3ml
4 mM NADH 600 pl 600 pl
2 mM menadion 60 ul 60 ul
2 mM dikumarol - 60 ul
DMSO 60 pl -
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Z namé&fenych hodnot absorbance po kazdé minuté byla z rozdilu mezi 4. a 1.
minutou vypocitana absorbance za minutu. Pomoci molarniho absorpéniho koeficientu
redukovaného cytochromu ¢ 28 mM™.cm™ a délky méfené vrstvy 0,75 cm byla
vypocitana koncentrace vzniklého cytochrom c/min. Jednotky enzymové aktivity byly
vztazeny na mg proteinu. Aktivit¢ NQO1 odpovidéa aktivita inhibovana dikumarolem,

vypocita se: aktivita NQO1 = aktivita neinhibované reakce — aktivita inhibované reakce
Vypocet enzymové aktivity NQO1 (nmol/min/ml):

(AA,, — AA).V, 1000

aktivita = e 1.V,
AA,, absorbance vzorku
AAy  absorbance slepého vzorku
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml
€ molarni absorpéni koeficient, tj. 28mM™.cm
1 délka mefené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,75 cm

Vi objem cytosolu, tj. 0,01 ml

4.2.12 Stanoveni aktivity isoforem cytochromu P450

Metoda je zalozena na ptidani relativné specifického substratu jen pro urcitou
isoformu CYP k mikrosomalni frakci. Kazda isoforma metabolizuje sviij specificky
substrat na fluoreskujici produkt — resorufin. Pfirlistek fluorescence vznikajiciho

resorufinu je méten na spektrofluorimetru Tecan.

Tab. 9: Ptehled isoforem cytochromu P450 a jejich substratii

Enzym Substrat Isoforma cytochromu P450
Ethoxyresorufin-O-deethylasa
Ethoxyresorufin 1A1, ¢asteéne 1A2
(EROD)
Methoxyresorufin-O-demethylasa
Methoxyresorufin 1A2, ¢asteéné 1A1
(MROD)
Benzyloxyresorufin-O-dearylasa
Benzyloxyresorufin 3A,2B
(BROD)
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Pouzité roztoky:

0,1 M TRIS/HCI pufr, pH 7,4

e navazku 1,21 g TRIS rozpustit v pfiblizné¢ 80 ml redestilované vody, 1 M
HCl upravit pH na 7,4 a doplnit na 100 ml

0,1 M roztok MgCl, (kofaktor)

e pouzit MgCl,. 6 HO; M; = 203,30 g/mol, rozpustit v redestilované vodé

Roztok substratu

e potiebny substrat byl rozpustén v DMSO, vysledna koncentrace tohoto
roztoku byla 0,5 mM
50 mM roztok NADPH v TRIS/HCI pufru
e M, =2833,40 g/mol, rozpustit v 0,1 M TRIS/HCI pufru, pH 7,4
0,5 mM roztok resorufinu v DMSO
e Pted pouzitim natedit redestilovanou vodou na 0,5 uM (10 pl 0,5 mM
resorufinu a 9,99 ml pufru)
Roztoky byly pfipraveny Cerstvé vzdy podle poctu vzorkd.

Na mikrotitra¢ni desticku GREINER s plochym dnem bylo do prvniho sloupce
napipetovano 10 pl 0,5 M resorufinu (odpovidd 5 pmol v jamce), do dalSich sloupcii
desticky bylo napipetovano 10 pl nefedéného vzorku supernatantu (8 paralelnich
méfeni). Poté bylo do prvniho sloupce desticky napipetovano 190 ul 0,1 M TRIS/HCI
pufru, pH 7,4; do zbyvajicich sloupct bylo napipetovano multikanalovou pipetou 190
ul master mixu. Poté byla desti¢ka vloZena do spektrofluorimetru Tecan a byla zméfena
fluorescence v Case Ty (excitaéni A = 530 nm, emisni A = 585 nm). Po zméfeni byla
desticka umisténa do Thermomixeru na 30 minut pii teploté 37 °C. Po uplynuti 30 min
byla desticka znovu vloZzena do Tecanu a byl zméfen pfirGistek emitovaného
fluorescencéniho zafeni substratem v Case Tjo.

Tab. 10: SloZeni master mixu na stanoveni isoforem cytochromu P450

MnoZstvi
SloZeni
Na jednu desticCku GREINER | Na jednu jamku desticky
0,1 M TRIS/HCI pufr, pH 7,4 18,2 ml 177 pul
0,1 M MgCl, 1 ml 10 pl
0,5 mM substrat 100 pl 1 ul
50 mM NADPH v TRIS/HCI 200 pl 2ul
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Vypocet enzymov¢ aktivity jednotlivych isoforem (pmol/ml/min):

(FT30 — FTo)'n'Vi
AFSZTO VS .min

aktivita =

FT30 prirtstek fluorescence v ¢ase T
fluorescence v ¢ase T

n latkové mnozstvi resorufinu v jamce, tj. 5 pmol

V;  objem reakéni smési, tj. 0,2 ml

AF  primér hodnot fluorescence vzorku obsahujiciho 5 pmol resorufinu
V;  objem cytosolu, tj. 0,01 ml

min 30 min inkubace v Thermomixeru pfi teploté 37 °C

Jednotky enzymové aktivity byly vztaZeny na mg proteinu.

4.2.13 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Principem této metody je spektrofotometrické stanoveni mnozstvi produktu
konjugacni reakce mezi substratem  1-chloro-2,4-dinitrobenzenem (CDNB)
a konjugatnim ¢inidlem glutathionem (GSH) za vzniku konjugitu S-24-
dinitrofenylglutathion. Reakce je katalyzovand glutation-S-transferasou. Vznikly
konjugat ma zluté zbarveni a absorpéni maximum pii vinové délce 340 nm, je
detekovan na spektrofotometru Tecan (Ye a Zhang 2001).

Pouzité roztoky:

0,1 M sodno-fostatovy pufr, pH 6,5
e navazka 1,79 g Na,HPO,. 12H,0 rozpustit v redestilované vod¢ a doplnit
po rysku 50 ml; 0,1 M roztok Na,HPO,. 12H,0; M, = 325,149 g/mol
e navazku 1,56 NaH,PO,. 2H,0 rozpustit v redestilované vod€ a doplnit
po rysku 100 ml; 0,1 M roztok NaH,PO4. 2H,0; M, = 177,99 g/mol
e smichat pfiblizné v poméru 1:3 a upravit pH na 6,5
5,15 mM roztok GSH v 0,1 M Na-fosfatovém pufru, pH 6,5
e navazku 7,92 mg GSH rozpustit v 5 ml 0,1 M Na-fosfatovém pufru, pH
6,5
51,5 mM roztok CDNB v etanolu
e navazku 5,22 mg CDNB rozpustit v 0,5 ml etanolu
Roztoky byly vZdy pfipraveny Cerstvé dle poctu vzorki.
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Do 6 jamek v kazdém sloupci mikrotitracni desticky GREINER s plochym dnem
bylo napipetovano 6 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek
v kazdém sloupci bylo napipetovano 6 ul 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 6,5 jako
slepy vzorek. Nakonec bylo do vSech jamek multikanalovou pipetou ptfidano 194 pl
master mixu. Desticka byla lehce protfepana a poté vlozena do spektrofotometru Tecan.
Absorbance byla zmétena 6x v minutovych intervalech pii vinové délce 340 nm.

Tab. 11: SloZeni master mixu na stanoveni GST

MnoZstvi
SloZeni
Na jednu desticku GREINER
0,1 M Na-fosfatovy pufr 15,6 ml
5,15 mM GSH 4 ml
51,5 mM CDNB 0,4 ml

Koncentrace konjugovaného S-2.4-dinitrofenyl-glutathionu byla vypocitana
z odeCtené absorbance po 1 minuté pii 340 nm s pouzitim molarniho absorp¢niho
koeficientu 9,6 mM™.cm™ a délky m&fené vrstvy 0,55 cm. Jednotka enzymové aktivity
je definovana jako mnoZzstvi enzymu katalyzujici pfeménu 1 pmolu S-2,4-dinitrofenyl-
glutathionu za 1 minutu (pfi pouziti ImM GSH a 1mM CDNB). Jednotky enzymové

aktivity byly vztazeny na mg proteinu.
Vypocet enzymové aktivity GST (nmol/min/ml):

(A4, — AAg).V; 1000

aktivita = el
AA,, absorbance vzorku
AAy  absorbance slepého vzorku
Vi objem reak¢ni smési, tj. 0,2 ml
€ molarni absorpéni koeficient, tj. 9,6 mM ' .cm™
1 délka mefené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,55 cm

V, objem cytosolu, tj. 0,006m

4.2.14 Stanoveni aktivity UDP-glukuronosyltransferasy
Principem této metody je spektrofotometrické stanoveni premény zlutého p-

nitrofenolu  na  bezbarvy  p-nitrofenolglukuronid  za  katalyzy =~ UDP-
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glukuronosyltransferasy (UGT). Stanovovdno je mnozstvi nezreagovaného p-
nitrofenolu, které je pfimo timérné hodnoté absorbance (Mizuma a kol. 1982).

Pouzité roztoky:

Substrat: 2,5 mM roztok p-nitrofenolu
e M; = 139 g/mol; navazku 3,5 mg p-nitrofenolu rozpustit v 10 ml
redestilované vody
Konjugaéni ¢inidlo: 10 mM roztok UDP-glukuronové kyseliny (UDP-GA)
e M, = 631 g/mol; navazku 6,46 mg UDP-GA rozpustit v1 ml
redestilované vody
Detergent: Slovasol
e Navazku 50 mg Slovasolu rozpustit v 1 ml redestilované vody
0,5 M TRIS/HCI pufr, pH 7,4
e Navazku 0,5 g TRIS rozpustit v 10 ml redestilované vody, upravit pH 1
M HCI, pak objem doplnit na 15 ml redestilované vody a v celém
objemu pufru rozpustit 24,4 mg MgCl,
Deproteinizacni roztok: 3% trichloroctova kyselina
Neutralizacni roztok: 1 M NaOH
Po rozmrazeni vzorkl supernatantu o pfedem zndmé koncentraci bilkoviny bylo
odpipetovano potfebné mnozstvi vzorku 150 pl a smichano s detergencnim cinidlem
Slovasol v poméru detergent:protein 1:2. Mikrozkumavky byly promichany
a ponechany v lednici, kde byly inkubovany po dobu 20 minut. Mezitim do stojanku
v ledu byly ptipraveny mikrozkumavky, kazdy vzorek byl délan po 4-5 paralelkach + 3
slepé vzorky. Postupné bylo do kazdé mikrozkumavky napipetovano dle Tab. 12.

Tab. 12: SloZeni mikrozkumavek

SloZeni Vzorek Slepy vzorek
0,6 M TRIS/HCI, pH 7,4 40 pl 40 pl
2,5 mM p-nitrofenol 20 pl 20 ul
10 mM UDP-GA 20 pl -
Mikrosomy s detergentem 20 pl 20 pl
Redestilovana voda - 20 pl

Mikrozkumavky byly promichany a dany do Thermomixeru, kde byly

inkubovany po dobu 20 minut pfi teploté 37 °C a mirném tfepani 350 rpm. Po inkubaci
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byly mikrozkumavky pfendany zpét do ledu a do vSech bylo pfidano 50 ul 3%
trichloroctové kyseliny. Mikrozkumavky byly promichany a sto¢eny na stolni centrifuze
(5000 ot/min, 5 min).

Do mikrotitracni desticky GAMA s kulatym dnem bylo napipetovano 50 pl
roztoku 1M NaOH (jamky podle poctu vzorkd), do prvni jamky byla napipetovana
redestilovand voda. Do jamek s NaOH bylo napipetovano 50 pl inkubaéni smési.
Nakonec byla zmétfena absorbance na spektrofotometru Tecan pii vinové délce 405 nm.

Hodnoty namétené absorbance vzorkii byly odecteny od naméienych hodnot
absorbance slepych vzorkl. Enzymové aktivita UGT byla vypoc¢itdna pomoci molarniho

1

absorpéniho koeficientu 18,3 mM™.cm™ a délky mé&fené vrstvy 0,55 cm. Jednotky

enzymové aktivity byly vztazeny na mg proteinu.
Vypocet enzymové aktivity UGT (nmol/min/ml):

(AAy — AA,,) 1000

aktivita = T 1t
AA,, absorbance vzorku
AAy  absorbance slepého vzorku
€ molarni absorpéni koeficient, tj. 18,3 mM™.cm™
1 délka mefené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,55 cm

t ¢as inkubace, tj. 20 min

4.2.15 Stanoveni aktivity sulfotransferasy

Principem této metody je spektrofotometrick¢é stanoveni piemény p-
nitrofenylsulfatu  na  p-nitrofenol, pficemZ dochazi k ptenosu sulfoskupiny
z 3'-fosfoadenosin-5'-fosfatu na 2-naftol za vzniku 2-naftylsulfatu (Frame a kol. 2000).

Pouzité roztoky:

50 mM draselno-fosfatovy pufr, pH 6,5
e pripravit 50 mM roztok K,HPO4 (M, = 174,18 g/mol) a KH,PO4 (M, =
136,09 g/mol)
e poté slévat piiblizné v poméru 1:3 za stalého michani a upravit pH 6,5
50 mM roztok MgCl,
e navazku 0,01525 g MgCl,.6H,O (M; = 203,30 g/mol) rozpustit v 1,5 ml

redestilované vody
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20 uM roztok PAP
e 2 mM zamrazeny zasobni roztok PAP natedit 100x redestilovanou vodou
50 mM roztok p-nitrofenylsulfatu
e navazku 0,01930 g p-nitrofenylsulfatu (M, = 257,26 g/mol) rozpustit 1,5
ml redestilované vody
10 mM roztok 2-naftol
e navazku 0,00144¢g 2-naftolu (M; = 144,17 g/mol) rozpustit v 1 ml etanolu
STOP roztok: 0,25 M TRIS/HCI puft, pH 8,7
e navazku 3,0285 g TRIS rozpustit pfiblizn€ v 80 ml redestilované vody,
upravit pH 1 M HCI na 8,7; objem doplnit na 100 ml redestilovanou
vodou
Roztoky byly ptipraveny vzdy Cerstvé dle poctu vzorku.
Do 6 jamek mikrotitraéni desticky GAMA s kulatym dnem bylo napipetovano
10 pl nefedéného vzorku supernatantu a do poslednich 2 jamek v kazdém sloupci bylo
napipetovano 10 pl 0,1 M Na-fosfatového pufru o pH 7,4 jako slepy vzorek. Nakonec
bylo do vsech jamek multikanalovou pipetou napipetovano 90 pl master mixu. Desticka
byla lehce protfepana a byla vloZzena do Thermomixeru, kde byla inkubovéana po dobu
10 min pfii teploté 37 °C. Po inkubaci bylo do kazd¢ jamky multikandlovou pipetou
napipetovano 100 pl stop roztoku (0,25 M TRIS/HCI puft, pH 8,7). Desticka byla lehce
protfepana a vlozena do spektrofotometru Tecan, kde byla zméfena absorbance pfii
vlnové délce 405 nm.

Tab. 13: SloZeni master mixu na stanoveni SULT:

MnoZstvi
SloZeni
Na jednu desticCku GAMA | Na jednu jamku desti¢ky
50 mM K-fosfatovy pufr, pH 6,5 5,9 ml 59 ul
50 mM MgCl, 1 ml 10 pl
20 uM PAP 1 ml 10 pul
50 mM p-nitrofenylsulfat 1 ml 10 pul
10 mM 2-naftol 100 pl 1 ul

Koncentrace vzniklého produktu p-nitrofenolu byla vypocitdna z odectené
absorbance pfi vlnové délce 405 nm s pouzitim molérniho absorp¢niho koeficientu 18,2

mM™.cm™ a délky méfené vrstvy 0,55 cm. Jednotka enzymové aktivity je definovana
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jako mnozstvi enzymu katalyzujici vznik 1 pmol p-nitrofenolu za 1 minutu. Jednotky

enzymové aktivity byly vztazeny na mg proteinu.
Vypocet enzymové aktivity SULT (nmol/min/ml):

(AA,, — AA).V, 1000

aktivita = AR
AA,, absorbance vzorku
AAg  absorbance slepého vzorku
Vi objem reakéni smési, tj. 0,2 ml
€ molérni absorpéni koeficient, tj. 18,2 mM".cm?!
1 délka mefené vrstvy (vyska jamky), tj. 0,55 cm

Vi objem cytosolu, tj. 0,01 ml

t ¢as inkubace, tj. 10 min
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5 Vysledky
Ziskané¢ vysledky byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu
s hladinou vyznamnosti p < 0,05 v programu Excel. Hodnoceny byly rozdily mezi

kontrolnimi (K) a seskviterpeny (CNER, TNER, FAR) ovlivnénymi vzorky.

5.1 BCA stanoveni koncentrace proteinii

Koncentrace proteinii byla stanovena pomoci metody BCA (Kapitola 4.2.6).
Koncentrace proteinii byla stanovena v 10000g supernatantu jaterniho homogenatu
pripraveného z kontrolnich a seskviterpeny ovlivnénych jaternich fezi po dobu 8 a 24
hodin. Nejprve byla odeftena absorbance kalibracnich roztokli a sestrojena kalibracni
kiivka popisujici zavislost naméfené absorbance na koncentraci bilkoviny BSA

(Obrazek 12).

y =0,0006x
R?=0,9987

P

Kalibraéni kiivka

0,7
0,6
s /
0,4 /
0,3
0,1 /
0 / . . . . . .

0 200 400 600 800 1000 1200

Absorbance

Koncentrace BSA (ng/ml)

Obrazek 12 Graf zavislosti koncentrace bilkoviny BSA na naméiené absorbanci

Nameétené hodnoty absorbance jednotlivych vzorka byly dosazeny do rovnice
linearni regrese y = 0,0006x s korelaénim koeficientem R* = 0,9987, vynasobeny
ziedénim a pfevedeny na jednotky mg/ml. Vypocitané hodnoty koncentrace bilkoviny

(Tab. 14) byly pouzity pro vypocet specifické aktivity stanovovanych enzymtl.
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Tab.14: Koncentrace proteinti v kontrolnich (K) a seskviterpeny (CNER, TNER, FAR)

ovlivnénych vzorcich

Vzorek Koncentrace bilkoviny (mg/ml) £ SD
K8 1,71 £ 0,05
CNER 8 1,81 £ 0,06
TNER 8 1,68 0,03
FAR 8 1,72 £ 0,09
K24 1,65 +0,09
CNER 24 1,63 +0,14
TNER 24 1,42 £0,09
FAR 24 1,62 +0,14

5.2 Ovlivnéni aktivit biotransformacénich enzymi seskviterpeny

5.2.1 Vliv seskviterpenii na aktivitu AKR1A1

Stanoveni specifické aktivity AKR1A1 bylo provedeno pomoci glyceraldehydu
(Kapitola 4.2.8). Z namétenych hodnot absorbance ze tfi nezavislych meéfeni byla
vypocitana aktivita enzymu. Zjisténa aktivita AKR1A1 byla vztazena na mg proteinu
(Kapitola 5.1, Tab. 14). Vysledné hodnoty specifické aktivity AKRI1AI jsou
zaznamenany v tabulce (Tab. 15) a v grafu (Obrazek 13).

Tab. 15: Specificka aktivita AKR1A1 v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita AKR1A1 (nmol/min/mg) + SD
K8 5,81 +1,22
CNER 8 5,22 +0,36
TNER 8 4,37 +£0,23
FAR 8 5,51+£0,22
K 24 3,97 +0,07
CNER 24 6,34 + 0,44 *
TNER 24 4,49 +£1,10
FAR 24 5,34+0,71

*Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studentiiv t-test, p < 0,05)

57




Specificka aktivita AKR1A1

ikl

K& CNER8 TNER8 FARS8 K24 CNER24TNER24 FAR?24

Specificka aktivita
nmol/min/mg

O B N W M U1 O N ©©
1

Obrazek 13 Specificka aktivita AKR1A1 v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich. Signifikantni zména
oproti kontrole je oznacena * (Studentiy t-test, p < 0,05)

Z grafu (Obrazek 13) vyplyva, ze vzorky ovlivnéné CNER vykazovaly po 24
hodinové inkubaci zvySeni enzymové aktivity AKR1A1 oproti kontrolnim vzorkiim.
U ostatnich vzorkd nedoSlo po 8 a 24 hodinové inkubaci ke staticky vyznamnému

ovlivnéni enzymové aktivity AKR1AT1 (Studentiv t-test, p < 0,05).

5.2.2 Vliv seskviterpenii na aktivitu AKR1C9

Stanoveni specifické aktivity AKRIC9 bylo provedeno pomoci acenaftenolu
(Kapitola 4.2.9). Z namétenych hodnot absorbance ze tfi nezdvislych méfeni byla
vypoc€itana aktivita enzymu. Zjisténa aktivita AKR1C9 byla vztazena na mg proteinu
(Kapitola 5.1, Tab.14). Vysledné¢ hodnoty specifické aktivity AKRIC9 jsou
zaznamenany v tabulce (Tab. 16) a v grafu (Obrazek 14).

Tab. 16: Specificka aktivita AKRI1C9 v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorky Specificka aktivita (nmol/min/mg) + SD
K8 4,56 + 0,49
CNER 8 4,23 £0,33
TNER 8 3,91+ 1,00
FAR 8 3,07+0,21 *
K24 3,71 £0,96
CNER 24 3,95 +0,33
TNER24 3,84 + 0,59
FAR 24 2,48 £ 0,51

*Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou (Studentiv t-test, p < 0,05)
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Obrazek 14 Specificka aktivita AKRIC9 v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich. Signifikantni zména
oproti kontrole je oznacena * (Studentiiv t-test, p < 0,05)

Z grafu (Obrazek 14) vyplyva, Ze vzorky ovlivnéné FAR vykazovaly po 8
hodinové inkubaci statisticky vyznamné snizeni enzymové aktivity AKR1C oproti
kontrolnim vzorklim. U ostatnich vzorkli nedoslo po 8 a 24 hodinové inkubaci

ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity AKR1C9 (Studentlv t-test,

p <0,05).

5.2.3 Vliv seskviterpenii na aktivitu CBR1

Stanoveni specifické aktivity CBR1 bylo provedeno pomoci menadionu
(Kapitola 4.2.10). Z naméfenych hodnot absorbance ze tfi nezavislych méfeni byla
vypocitana enzymova aktivita. ZjiSt€na aktivita CBR1 byla vztazena na mg proteinu
(Kapitola 5.1, Tab. 14). Vysledné hodnoty specifické aktivity CBR1 jsou zaznamendny
v tabulce (Tab. 17) a v grafu (Obrazek 15).

Tab. 17: Specificka aktivita CBR1 v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita CBR1 (nmol/min/mg) + SD
K8 27,95+ 1,09
CNER 8 25,94 +2,50
TNER 8 28,85+ 0,81
FAR 8 26,08 + 1,82
K24 27,97 £2,74
CNER 24 31,26 £ 0,82
TNER 24 27,61 £ 4,12
FAR 24 26,65+ 3,12

59




35

30

25

20

15

Specificka aktivita
nmol/min/mg

10

Specificka aktivita CBR1

il

JfIIJTrqL

K8 CNERS8 TNER88 FARS& K24 CNER24TNER 24 FAR 24

Obrazek 15 Specificka aktivita CBR1 v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich

Z grafu (Obrazek 15) vyplyvd, ze ve vzorcich ovlivnénych seskviterpeny

nedoslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity CBR1 (Studentiv

t-test, p < 0,05).

5.2.4 Vliv seskviterpenii na aktivitu NQO1

Stanoveni

specifické¢ aktivity NQO1 bylo provedeno pomoci redukce

cytochromu c (Kapitola 4.2.11). Z naméfenych hodnot absorbance ze tii nezavislych

méfeni byla vypocitdna enzymova aktivita. Zjisténa aktivita NQO1 byla vztazena na 1

mg proteinu (Kapitola 5.1, Tab. 14). Vysledné hodnoty specifické aktivity NQOI jsou

zaznamenany v tabulce (Tab. 18) a v grafu (Obrazek 16).

Tab. 18: Specificka aktivita NQO1 v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita NQO1 (nmol/min/mg) = SD
K8 14,53 £ 1,49
CNER 8 13,82 £1,53
TNER 8 17,34+ 1,77
FAR 8 12,71+ 0,89
K24 15,98 + 2,65
CNER24 17,20+ 1,51
TNER 24 18,25+ 0,57
FAR 24 16,90 + 0,45
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Obrazek 16 Specificka aktivita NQO1 v kontrolnich a ovlivnénych vzorcich

Z grafu (Obrazek 16) vyplyva, Ze ve vzorcich ovlivnénych seskviterpeny
nedoslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity NQO1 (Studentiv

t-test, p < 0,05).

5.2.5 Vliv seskviterpenii na aktivitu isoforem cytochromu P450

Stanoveni specifické aktivity CYP bylo provedeno pomoci specifického
substratu, ktery je charakteristicky pro urCitou isoformu cytochromu P450 stanoveni
koncentrace vznikajiciho resorufinu (Kapitola 4.2.12). Ve vzorcich byla stanovovana
aktivita isoforem CYP1A1l, CYP1A2, CYP2B/3A. Ve vzorcich byla detekovana aktivita
CYP2B/3A (BROD aktivita), aktivita ostatnich isoforem detekovana nebyla.
Z namétenych hodnot absorbance ze Ctyf nezdvislych meéfeni byla vypocitana
enzymova aktivita. Zjisténa aktivita CYP2B/3A byla vztazena na mg proteinu (Kapitola
5.1, Tab. 14). Vysledné hodnoty specifické aktivity CYP2B/3A jsou zaznamenany
v tabulce (Tab. 19) a v grafu (Obrazek 17).
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Tab. 19: Specificka aktivita CYP2B/3A v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita CYP3A4/2B (pmol/min/mg) = SD
K8 0,25+ 0,02
CNER 8 0,26 £ 0,03
TNER 8 0,22 +0,01 *
FAR 8 0,25+ 0,04
K24 0,22 £0,01
CNER 24 0,21 +£0,01
TNER 24 0,19+0,02 *
FAR 8 0,21 +0,01

*Statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontorlou (Studentiv t-test, p < 0,05)
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Obrazek 17 Specificka aktivita CYP2B/3A v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich. Signifikantni zména
oproti kontrole je oznacena * (Studentity t-test, p < 0,05)

Z grafu (Obrazek 17) vyplyva, Ze vzorky ovlivnéné TNER po 8 a 24 hodinové
inkubaci vykazovaly statisticky vyznamné sniZeni enzymové aktivity CYP2B/3A oproti
kontrolnim vzorkim. U ostatnich vzorkli nedoSlo po 8 a 24 hodinové inkubaci
ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity CYP2B/3A (Studentiv t-test,

p <0,05).

5.2.6 Vliv seskviterpenii na aktivitu GST
Stanoveni specifické aktivity GST bylo provedeno pomoci reakce 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenu s glutathionem (Kapitola 4.2.13). Z naméfenych hodnot absorbance

ze tii nezavislych méfeni byla vypocitdna enzymova aktivita. Zjisténa aktivita GST byla
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vztazena na mg proteinu (Kapitola 5.1, Tab.14). Vysledné hodnoty specifické aktivity

GST jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 20) a v grafu (Obrazek 18).

Tab. 20: Specifickd aktivita GST v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita GST (nmol/min/mg) + SD
K38 242,02 £ 6,31
CNER 8 234,64 + 26,66
TNER 8 229,08 £ 17,65
FAR 8 240,28 + 15,05
K24 220,97 £ 8,91
CNER 24 212,15+ 10,15
TNER 24 217,94+ 16,31
FAR 24 22827+ 10,94
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Obrazek 18 Specificka aktivita GST v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich

Z grafu (Obrazek 18) vyplyva, Ze ve vzorcich ovlivnénych seskviterpeny

nedoslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity GST (Studentlv t-test,

p <0,05).

5.2.7 Vliv seskviterpenii na aktivitu UGT

Stanoveni specifické aktivity UGT bylo provedeno pomoci konjugace

p-nitrofenolu s kyselinou UDP-glukuronovou (Kapitola 4.2.14). V Zadném vzorku

nebyla aktivita UGT detekovéna.
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5.2.8 Vliv seskviterpenii na aktivitu SULT

Stanoveni specifické aktivity SULT bylo provedeno pomoci piremény
p-nitrofenylsulfatu na p-nitrofenol (Kapitola 4.2.15). Z namétenych hodnot absorbance
ze Ctyf nezavislych méfeni byla vypocitana enzymova aktivita. Zjisténa aktivita SULT
byla vztazena na mg proteinu (Kapitola 5.1, Tab. 14). Vysledné hodnoty specifické
aktivity SULT jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 21) a v grafu (Obrazek 19).

Tab. 21: Specifickd aktivita SULT v kontrolnich (K) a v ovlivnénych vzorcich

Vzorek Specificka aktivita SULT (nmol/min/mg) + SD
K38 5,77 £ 0,26
CNER 8 5,50+ 0,15
TNER 8§ 5,30+0,18 *
FAR 8 6,19+ 0,31
K24 5,74 £ 0,27
CNER 24 5,51+0,34
TNER 24 5,71 £0,28
FAR 24 6,35+ 0,46

*Statisticky vyznamny rozdil ve srovnadni s kontrolou (Studentiiv t-test, p < 0,05)
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Obrazek 19 Specificka aktivita SULT v kontrolnich a v ovlivnénych vzorcich. Signifikantni zména
oproti kontrole je oznacena * (Studentiiv t-test, p < 0,05)

Z grafu (Obrazek 19) vyplyva, Ze vzorky ovlivnéné TNER po 8 hodinové
inkubaci vykazovaly statisticky vyznamné sniZeni enzymové aktivity SULT oproti

kontrolnim vzorkim. U ostatnich vzork(i nedoSlo po 8 a 24 hodinové inkubaci
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ke statisticky vyznamnému ovlivnéni enzymové aktivity SULT (Studentiiv t-test,

p <0,05).

65



6 Diskuze

Seskviterpeny jsou piirodni latky, jedna se o sekundarni metabolity produkované
vys$simi rostlinami, ale také se nachazi v houbach a bezobratlych Zivoéisich. Rada
seskviterpenti vykazuje zajimavé biologické vlastnosti, jsou vyuzivany v tradicni
medicing, jsou soucasti potravinovych doplitkki a kosmetickych vyrobkt. Seskviterpeny
jsou slibnymi kandidaty pii objevovani novych 1éCiv. Byly u nich popsany
nékteré seskviterpeny mohou pusobit toxicky a mit dalsi nezadouci Gcinky, proto je
nutné studovat jejich mechanismus uc¢inku, metabolismus a vliv na biotransformaéni
enzymy a tim na metabolismus soucasné¢ podavanych 1é¢iv. Jsou vyuZivany pro své
biologické vlastnosti samostatné nebo v kombinaci, naptf. s doxorubicinem, kde
potencuji jeho ucinek (Bartikova a kol. 2014, Ambroz a kol. 2015).

Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv seskviterpenii (cis-nerolidolu, trans-
nerolidolu, farnesolu) na vybrané biotransformacni enzymy v ultratenkych jaternich
fezech. Byla sledovéna aktivita enzymt I. faze biotransformace (AKR1A1, AKR1C9,
CBRI1, NQO1, CYP) a II. faze biotransformace (GST, SULT, UGT). VSechny tyto
enzymy se podili na biotransformaci fady xenobiotik (vCetné 1€civ), a proto jejich
indukce nebo inhibice by mohla mit negativni disledky pro pacienta.

Seskviterpeny jsou lipofilni slouceniny s potencidlem inhibovat enzymy
metabolizujici 1é¢iva. Informace o jejich potencionalnich inhibiénich G€incich jsou vSak
omezené. Studie byly hlavné zaméfené na cytochrom P450, jelikoZ je nej€astéji
metabolizujicim enzymem. Deset seskviterpentt izolovanych zoddenku Curcuma
aromatica bylo vyhodnoceno jako inhibitory cytochromu P450, napt. (4S, 55)-(+)-
germakon-4,5-epoxid inhiboval nékteré isoformy CYP velmi siln€ uz pii koncentraci 1
uM (Bamba a kol. 2011). Dalsi seskviterpen alantolakton vykazoval silny inhibi¢ni
ucinek na aktivitu CYP3A4 v koncentraci 3,6 uM na lidské jaterni mikrosomy (Qin
a kol. 2015). Seskviterpeny zederon a germakron mirn¢€ inhibovaly CYP2B6 a CYP3A4
v lidskych jaternich mikrosomech (Pimkaew a kol. 2013). Cedrol, B-cedren, thujopsen,
bioaktivni seskviterpeny nalezené v cedrové silici, vykazovaly inhibici nékterych
isoforem CYP v lidskych jaternich mikrosomech (Jeong a kol. 2014). V dalsi studii
(Deng a kol. 2008) bylo zjisténo, ze seskviterpen bilobalid obsazeny v Ginkgo biloba
ma vliv na aktivitu CYP, zvySuje aktivitu CYP3A1, -1A2, -2E1, -2B1/2 v zavislosti

na davce. V diplomové praci byly stanovovany ¢tyii isoformy cytochromu P450 (1A1,
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1A2, 2B, 3A), byla detekovana jen BROD aktivita (CYP2B/3A), aktivita ostatnich
isoforem CYP450 nebyla detekovana. Bylo zjisténo, ze TNER po 8 a 24 hodinové
inkubaci ptsobil mirny pokles aktivity CYP2B/3A, ale zadny statisticky vyznamny vliv
na aktivitu pii inkubaci s CNER a FAR nebyl pozorovan.

Cytochrom P450 neni jedinym enzymem podilejicim se na [ fazi
biotransformace. Na této fazi se také podileji enzymy redukujici karbonylovou nebo
chinonovou skupinu. Tyto skupiny mohou podporovat oxidacni stres, jehoz produkty
rakoviny. Tyto reduktasy vykazuji Siroké a prekryvajici se substratové specifity, maji
ochranou funkci vii¢i xenobiotickym karbonyliim a chinontm (Spi¢akova a kol. 2017).
Jedina studie (Spi¢akova a kol. 2017), ktera se zabyvala vlivem CNER, TNER, FAR
na redukéni enzymy in vitro v lidskych a potkanich subcelularnich frakcich, zjistila, ze
tyto seskviterpeny nevykazuji zadny inhibi¢ni ucinek na aktivitu AKR1A1, AKRIC,
CBRI1 a NQOL. V jiné studii (Lnénickova a kol. 2017) vykazoval enzym CBR1 snizeni
aktivity po 6 hodinach ptisobeni TNER a po 24 hodinach vykazoval zvySeni enzymové
aktivity oproti kontrole, studie probihala in vivo na mySim modelu. Aktivita NQOI1
nebyla seskviterpeny ovlivnéna, u AKRIC doslo po 24 hodinach od podani mySim
ke zvyseni aktivity. Vlivu seskviterpenti na aktivitu redukénich enzymi se mnoho studii
nezabyva, proto jsou stale pfedmétem ke zkoumani. V diplomové praci byly studovany
redukéni enzymy 1. faze biotransformace: AKR1A1, AKRIC9, CBR1, NQOI. Bylo
zjisténo, ze AKR1A1 po 24 hodinové inkubaci s CNER, vykazoval tento enzym zvySeni
aktivity oproti kontrole. U AKR1C9 bylo pozorovano mirné sniZzeni enzymové aktivity
po 8 hodinové inkubaci s FAR. Studované seskviterpeny nemély zddny vyznamny vliv
na aktivitu CBR1 a NQO1.

Enzymy II. faze biotransformace jsou nejméné prozkoumané z hlediska vlivu
studovanych seskviterpentl. Pouze Spi¢akova a kol. (2017) se zabyvala vlivem
seskviterpentil na konjugacni enzymy v subcelularnich frakcich ¢lovéka a potkana. Byl
studovan vliv CNER, TNER, FAR na tyto enzymy, nebyl zjistén zadny vliv na GST,
UGT, SULT. Ve studii Lnénickové a kol. (2017) byla pozorovana zmeéna aktivity
SULT, doslo ke zvySeni aktivity v jatrech myS$i po in vivo podani seskviterpent.
V diplomové praci nebyl vliv seskviterpeni na aktivitu konjugacniho enzymu GST
v jaternich fezech statisticky vyznamny. U konjugacniho enzymu SULT byl detekovan

mirny pokles enzymové aktivity po 8 hodinové inkubaci s TNER. Aktivita UGT nebyla
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viubec detekovana. Znalost vlivu seskviterpend na enzymy II. faze je dilezitd, protoze
tyto enzymy jsou zodpovédné za snizeni toxicity xenobiotik.

Vysledky diplomové prace poukazuji na moznost vlivu nékterych seskviterpenti
na aktivitu biotransformacnich enzymii. Pozorovany induk¢éni nebo inhibicni vliv
na biotransformacni enzymy v jaternich fezech potkana byl v nékterych ptipadech
signifikantni, ale z farmakologického hlediska neni nebezpecny. Nutné je brat také
v tvahu, ze naméfené hodnoty aktivity mély relativné vysoké smeérodatné odchylky.
Pfi¢inou mize byt ztrata aktivity uz pfi pfipravé jaternich ezl napt. poskozenim fezu
nebo muze dojit k vyplaveni proteolytickych enzymi, které¢ degraduji enzymy I. a II.
faze biotransformace. Vysledky, které byly ziskany, pochdzeji z in vitro experimenti,
tyto vysledky musi byt ovéteny in vivo, aby mohly byt potvrzeny nebo vyvraceny. Dale
se musi brat v uvahu, ze se pracovalo s biologickym materidlem, ktery pochazel od vice
proband, kteti se od sebe mohli lisit. Ziskané vysledky je potfebné ovéfit i na lidskych
vzorcich, aby se vyloucily mezidruhové rozdily.

Do budoucna je nutné se vénovat studiu ptirodnich latek a jejich vlivu
na metabolismus. Pro bézné a bezpecné uzivani ptirodnich latek jako doplika stravy
jsou nezbytné informace o jejich plisobeni na biotransformacéni enzymy. Tyto informace
slouzi hlavné k odhaleni potencionalnich interakci mezi ptirodnimi latkami a 1éCivy.
Vysledky takovychto studii jsou vyznamné z hlediska minimalizace rizik pro pacienta

a maximalizace uéinku léCiv.
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7 Zavér
V ramci diplomové prace byl zjistén vliv tii seskviterpenti (cis-nerolidolu, trans-
nerolidolu a farnesolu) na aktivitu vybranych biotransformacénich enzymd.
Z jater potkana byly vytvofeny ultratenké precizni fezy o priméru § mm
a tloust’ce 200-250 um, které¢ byly inkubovany se seskviterpeny po dobu 8 a 24 hodin.
V ovlivnénych a kontrolnich fezech byla sledovéna aktivita enzymu I. faze a II. faze
biotransformace.
e U AKRI1AI1 bylo pozorovano zvyseni enzymové aktivity po 24 hodinové
inkubaci s CNER.
e U AKRIC bylo pozorovano mirné sniZzeni enzymové aktivity po 8
hodinové inkubaci s FAR.
e U SULT bylo pozorovano sniZzeni enzymové aktivity po 8 hodinové
inkubaci TNER.
e U CYP2B/3A (BROD aktivita) bylo pozorovdno mirné sniZeni
enzymové aktivity po 8 a 24 hodinové inkubaci s TNER.
Z4dna dal§i zména aktivity oproti kontrole nebyla detekovana po 8 a 24

hodinové inkubaci s vybranymi seskviterpeny.
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8 Seznam zkratek

AKR
BCA
BROD
BSA
CBR
CDNB
CNER
CYP
DMSO
EDTA
EROD
FAR
GSH
GST
HEPES
K
MAPEG
MROD
NADH
NADP"
NADPH
NQO 1
PAPS
SD
SDR
SULT
TNER
TRIS
UDP
UDP-GA
UGT

aldo-ketoreduktasa

kyselina bicinchoninova
benzyloxyresorufin-O-dealkylasa

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)
karbonylreduktasa

1-chloro-2,4-dinitrobenzen

cis-nerolidol

cytochrom P450

dimethylsulfoxid

ethylendiamintetraacetat
ethoxyresorufin-O-deethylasa

farnesol

glutathion

glutathion-S-transferasa
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
kontrolni vzorek

membrané-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism
methoxyresorufin-O-demethylasa

redukovany nikotinamidadenindinukleotid
oxidovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADPH: chinonoxidoreduktasa 1
3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat

smérodatna odchylka
dehydrogenasy/reduktasy s kratkym fetézcem
sulfotranferasa

trans-nerolidol
tris(hydroxymethyl)aminomethan
uridindifosfat

UDP-glukuronova kyselina
UDP-glukuronosyltranferasa
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