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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Bc. et Be. Kristyna Deingruberova
Skolitel: doc. PharmDr. Iva Bougova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Modula¢ni Gc¢inek cis-nerolidolu, trans-nerolidolu a farnesolu

na vybrané enzymy 1. faze biotransformace v lidskych jaternich fezech

Seskviterpeny jsou prirodni latky, které miizeme najit v alternativnich 1é¢ivech ¢i
doplicich stravy. Nicméné ne vSichni zastupci plisobi na zdravi blahodarné. Existuji totiz
poznatky o véaznych toxicitich a vedlejSich Ucincich, kterym by se méla vénovat
dostatecnd pozornost. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jestli maji acyklické
seskviterpeny cis-nerolidol (¢cNER), #rans-nerolidol (tNER) a farnesol (FAR) modulacni
ucinek na proteinovou a genovou expresi vybranych enzymu 1. faze biotransformace -
¢tyfi isoformy cytochromu P450 (CYP), jmenovit¢ CYP1A2, CYP2B6, CYP2C a
CYP3A4, karbonylreduktasa 1 (CBR1) a aldo-ketoreduktasa 1C3 (AKRI1C3).
Zkoumanym materialem byly ultratenké lidské jaterni fezy pochazejici od péti pacienti
obou pohlavi ve véku od 45 do 81 let. Jaterni fezy byly inkubovany se studovanymi
latkami v koncentraci 10 uM (u jednoho pacienta cNER a tNER i v koncentraci 30 uM)
pii teploté¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Proteinovou expresi jsem stanovovala pomoci
elektroforézy s Western blotem a relativni expresi mRNA pomoci kvantitativni
polymerasové fetézové reakce (QPCR).

U jednoho pacienta FAR a tNER v koncentraci 10 uM vyznamnég inhibovaly
proteinovou expresi CBR1. U jiného cNER (10 a 30 uM) a tNER (30 uM) snizovaly
expresi proteinu AKR1C3. Nejsilngjsi U¢inek na expresi mRNA mél tNER, ktery
indukoval expresi CYP1A2 u pacienta €. 9 2,1x. FAR a tNER signifikantn€ snizily
expresi mRNA vSech sledovanych enzymi u jednoho pacienta, u kterého zaroven cNER
vyznamné zvysil expresi mRNA CYP2B6. Krom¢ inhibi¢nich ucinkli vyvolal FAR u
dvou pacientll zvySeni exprese mRNA CYP1A2 a CYP2B6. Vysledky poukazaly na
interindividudlni variabilitu mezi jednotlivci. Zavérem lze ftici, Zze je malo
pravdépodobné, ze by tyto acyklické seskviterpeny v koncentracich b&ézné dostupnych

v potraveé vyznamng ovliviiovaly biotransformaci soucasné podavanych 1éciv.
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Title of diploma thesis: Modulatory effect of cis-nerolidol, trans-nerolidol and farnesol

on selected phase 1 drug-metabolizing enzymes in human liver slices

Sesquiterpenes are natural compounds which can be found in alternative
medicines or food supplements. However, not all representatives have a beneficial effect
on health. Indeed, sufficient attention should be paid to the evidence of serious toxicities
and side effects. The aim of this diploma thesis was to find out, whether acyclic
sesquiterpenes cis-nerolidol (¢(NER), trans-nerolidol (tNER) and farnesol (FAR) possess
a modulatory effect on protein and gene expression of selected phase 1 drug-metabolizing
enzymes - four cytochrome P450 (CYP) isoforms, namely CYP1A2, CYP2B6, CYP2C
and CYP3A4, carbonyl reductase 1 (CBR1) and aldo-ketoreductase 1C3 (AKR1C3). The
ultra-thin liver slices from five patients of both sexes aged 45 to 81 years were used as
studied material. The liver slices were incubated with studied compounds at a
concentration of 10 uM (in one patient, cNER and tNER also at 30 uM concentration) at
37 °C for 24 hours. The protein expression was determined by electrophoresis with
Western blot and relative mRNA expression by quantitative polymerase chain reaction
(qPCR).

The FAR and tNER at 10 uM concentration markedly inhibited CBR1 protein
expression in the one patient. In other patient, cNER (10 and 30 uM) and tNER (30 pM)
decreased AKRI1C3 protein expression. The strongest effect on mRNA expression
expressed tNER, which 2.1-times induced CYP1A2 expression in patient No. 9.
Furthermore, FAR and tNER significantly reduced mRNA expression of all followed
enzymes in one patient, at whom cNER at the same time significantly increased CYP2B6
mRNA expression. Beside inhibitory effects, FAR cause increase in CYP1A2 and
CYP2B6 expression in two patients. The results pointed out interindividual variability
among individuals. In conclusion, these acyclic sesquiterpenes at concentrations
commonly available in the diet are unlikely to markedly affect the biotransformation of

co-administered drugs.



1. UVOD

Pfirodni alternativy vyzivy, ale i 1éCiv jsou v soucasnosti nesmirn€¢ popularni.
Castou slozkou pravé tdchto vyrobki jsou seskviterpeny. Jedna se o latky ptirodniho
Nutno ale fici, Ze ne vSechny seskviterpeny plisobi na zdravi blahodarn€. Existuji totiz
poznatky o vaznych toxicitdich a vedlejSich ucincich, kterym by se méla vénovat
dostate¢na pozornost. Seskviterpeny jsou povazovany za pravdépodobné modulatory
(inhibitory a/nebo induktory) biotransformac¢nich enzymu, ale dostupné poznatky jsou
znacn¢ omezené (Bartikova a kol. 2014).

Na katedie biochemickych véd FaF-UK se skupina prof. Skéalové dlouhodobé
vénuje studiu biologickych uc¢inka ptirodnich latek (napt. flavonoidi, prenylflavonoidi,
mono- a seskviterpenil). Tato skupina popsala antiproliferacni Gc€inky seskviterpenti
pochazejicich ze silice rostliny Myrica rubra (Myricaceae) a jejich potencial
v kombinacni terapii s klasickymi cytostatiky in vitro v riznych nadorovych bunéénych
liniich (napf. Ambroz a kol. 2015, Ambroz a kol. 2016, Ambroz a kol. 2017) a in vivo
v tumorizovanych mySich (HanuSova a kol. 2017). Rovnéz sledovali G¢inek vybranych
seskviterpenti na aktivitu biotransformacnich enzymu in vitro v subcelularnich frakcich
(Spicakova a kol. 2017, Nguyen a kol. 2017) a in vivo na mysich (Lnéni¢kové a kol.
2017).

Vzhledem k tomu, ze vlivu acyklickych seskviterpenli cis-nerolidolu (cNER),
trans-nerolidolu (tNER) a farnesolu (FAR) na aktivitu a/nebo expresi biotransformacnich
enzymi nebyla dosud vénovana prili§ velka pozornost, jsem se ve své diplomové praci
vénovala modula¢nimu Gc¢inku téchto latek na vybrané enzymy 1. faze biotransformace
v lidskych jaternich fezech pochazejicich od péti pacienti. Mezi vybrané enzymy patfily
- Ctyfi isoformy cytochromu P450 (CYP), jmenovité CYP1A2, CYP2B6, CYP2C a
CYP3A4, déle karbonylreduktasa 1 (CBR1) a aldo-ketoreduktasa 1C3 (AKR1C3). Jaterni
fezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 uM (u pacienta ¢. 16
cNER a tNER 1 v koncentraci 30 pM) pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Studovala jsem
vliv té€chto latek na proteinovou expresi a expresi mRNA vySe zminénych enzymi.
K tomuto tcelu jsem pouzila polyakrylamidovou gelovou elektroforézu za denaturujicich
podminek s naslednym Western blotem (urCeni proteinové exprese) a kvantitativni
polymerasovou fetézovou reakci v realném cCase s pouzitim reverzni transkripce (RT-

gPCR) (stanoveni relativni exprese mRNA).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 ISOPRENOIDY

Isoprenoidy (t€z terpeny) jsou rozsahlou skupinou biomolekul lipoidni povahy
prevazné rostlinného ptivodu, kam fadime terpenoidy a steroidy (Kodicek a kol. 2018;
Spilkova a kol. 2015).

Terpenoidy disponuji piiblizn¢ 25 000 riznymi chemickymi strukturami,
zahrnujicimi systémy linearni (= acyklické), cyklické, dale uhlovodiky, ale i slouc¢eniny
obsahujici atomy kysliku (Huang a kol. 2012; McMurry 2007).

Terpenoidy jsou rostlinné sekundarni metabolity a hraji roli v interakcich typu
rostlina-hmyz, rostlina-patogen a rostlina-rostlina (Cheng a kol. 2007).

Strukturu vSech terpenoidll lze odvodit od jednoduché pétiuhlikaté jednotky
isoprenu (2-methylbuta-1,3-dien, Obrazek 1), ale prekursorem jejich biosyntézy je
isopentenyl-difosfat = isopentenyl-pyrofosfat (3-methylbut-3-en-1-yl-difosfat, zkracené
IPP), ktery vznika nékolikastupniovou syntézou vychazejici z acetylkoenzymu A (acetyl-
CoA) (Kodicek a kol. 2018; McMurry 2007).

Diky isoprenovému pravidlu vime, Ze vznikaji spojovanim jednotlivych
1soprenovych jednotek v pofadi hlava-pata. Jako hlava isoprenové jednotky se oznacuje

atom uhliku C1 a jako pata atom uhliku C4 (McMurry 2007).

CH,
1 P 4 isopren
H,C—=C—CH=—CH, (2-methylbuta-1,3-dien)

hlava “-pata

Obrazek 1 Vzorec isoprenu a naznaceni isoprenového pravidla (prevzato z McMurry 2007)

A pravé na poctu isoprenovych jednotek je zaloZzena i samotna klasifikace
terpenoidlt (Tabulka 1) — rozezndvame hemiterpeny, monoterpeny, seskviterpeny,
diterpeny, sesterterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny (McMurry 2007; Singh a
Sharma 2015).



Tabulka 1 Prehled terpenii (prevzato a zméeneno ze Singh a Sharma 2015; McMurry 2007)

Nazev Pocet atomu | Pocet isoprenovych jednotek

hemiterpeny 5 1
monoterpeny 10 2
seskviterpeny 15 3
diterpeny 20 4
sesterterpeny 25 5
triterpeny 30 6
tetraterpeny 40 8

polyterpeny > 40 >8

2.1.1 Biosyntéza terpenoidii

Biosyntetické cesty seskviterpent jsou lokalizovany v cytosolu (Bartikova a kol.

2014).

Biosyntéza prekursoru IPP miiZze probihat dvéma cestami — mevalonatovou a
deoxyxylulosovou (Obrazek 2). Mevalonatova cesta, ktera je obvyklejsi, vychazi
z mevalonatu ((R)-3,5-dihydroxy-3-methylpentanoat) a davd vznik seskviterpenim a
triterpenim. Druhd cesta vyuziva jako vychozi slouceninu 1-deoxyxylulosa-5-fosfat
(derivat D-xylosy) — timto zplsobem vznikaji monoterpeny, diterpeny a tetraterpeny

(Bartikové a kol. 2014; McMurry 2007).

0]
H,C OH HO H I
4 g O—P—0O
0 H OoH o
Co0~ Sog > -
CH,4 0 0 1-deoxyxylulosa-5-fosfat
mevalonat )\/\ \ \
0—P—0—P—0"
(_‘), (‘) —, terpenoidy

isopentenyl-difosfat (IPP)
Obrazek 2 Dvé mozné cesty biosyntézy isopentenyl-difosfatu (IPP) (prezato z McMurry 2007)

Mevalonatova cesta (Obrazek 3) startuje konverzi acetdtu na acetyl-CoA a
pokracuje tzv. Claisenovou kondenzaci za vzniku produktu — acetoacylkoenzymu A
(acetoacetyl-CoA). Karbonylové skupina déle aldolove reaguje s tfeti molekulou acetyl-

CoA a hydrolyzou vznika Sestiuhlikaty 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA. Ten se pak
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redukuje na mevalonat. Nasleduje fosforylace, dekarboxylace, odstépeni fosfatového

iontu a proces je ukoncen vznikem IPP (Bartikova a kol. 2014; McMurry 2007).

0 0 0 0O me, o O
I | I I \/ I
G C S N el S e
b Em— A -
HyC SCoA 5 CoAS CH; CH, 0 0 CH; CH; i "
acetyl-CoA |I i CH,USCoA, (35)-3-hydroxy-3-
CH,CSC0A AtaopcelyCon B0 -methylglutaryl-CoA
‘|'-|’ HEC\ OH ‘|3Hs
S /
C C CH,0H — A~ CH0—FP + CO,
ZNADERES o omy oHp H,c” cH;
(R)-mevalonit isopentenyl-difosfit

Obrazek 3 Mevalonatova draha (prevzato a upraveno z McMurry 2007)

Déle se IPP isomerizuje na dimethylallyl-difosfat (3-methyl-2-en-1-yl-difosfat
nebo dimethylallyl-pyrofosfat), zkracené DMAPP. Syntézou IPP a DMAPP (resp. jejich
CS5 stavebni jednotky) se umozni vytvoreni geranyl-difosfatu (GPP) a vznik monoterpenti
(C10). Po navazani dalSi molekuly IPP vznik4a farnesyl-difosfat (FPP), ktery je
prekursorem seskviterpenit (C15). V syntéze terpenti hraji klicovou roli enzymy

oznacované jako syntasy (Bartikova a kol. 2014; McMurry 2007).

2.1.2  Seskviterpeny

Seskviterpeny jsou patnéctiuhlikaté slouceniny a skladaji se ze tii isoprenovych
jednotek. JakoZto sekundarni metabolity jsou produkovany vy$§imi rostlinami (obsaZeny
jsou v kvétech, listech, plodech a dalSich organech), houbami a bezobratlymi organismy
(Ambroz a kol. 2015; Bartikova a kol. 2014; Spilkova a kol. 2015).

Smeési terpentl, zndmé jako silice, jsou tekavé, prchavé, s nizkou teplotou varu a
navic intenzivné a piijemné¢ voni. Své vyuZiti nachazeji v oblasti lidové mediciny (napf.
proti respiraénim onemocnénim), v doplicich stravy, jako kofeni ¢i v kosmetickém
primyslu. Dilezitou funkci je 1 funkce ochrannd, kdy rostlina v ptipadé poskozeni
vypousti tekutinu, ktera na vzduchu oxiduje a méni se na pryskyFici, zabranujici
bakteridlni nebo houbové infekci. Zaroven lze fici, Ze t€kavé seskviterpeny slouzi i jako
nastroj k odpuzovani bylozravcl. Spojenim pryskyfice a silice se ziskava polotekuta
smés, kterd je soucasti balzami (Bartikova a kol. 2014; Spilkova a kol. 2015).

Destilace s vodni parou umoziuje z piirodnich rostlinnych latek extrahovat

vonavé, kapalné silice. Vyuziva se ale i tuhy zbytek, ktery v destila¢ni aparatufe zlistane
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(Spilkova a kol. 2015). Rika se mu kalafuna a nachazi vyuziti pii pajeni ¢i v hudbé jako
prostiedek pro zvySeni tfeciho odporu na smycci (Keira a kol. 1997).

Mnoho seskviterpent a jejich derivati maji zajimavé biologické aktivity, diky
kterym se staly tématem vyzkumii pro vyvoj novych 1ékt. Seskviterpeny vykazuji
vSechny seskviterpeny pisobi na zdravi blahoddrné, existuji poznatky o vaznych
toxicitach a vedlejSich Ucincich, které se vétSinou zakladaji na antioxidacnich a
prooxidacnich vlastnostech seskviterpent. Seskviterpeny jako vysoce lipofilni
slou¢eniny mohou byt povazovany za pravdépodobné moduléatory (inhibitory a/nebo
induktory) biotransformacnich enzymu (Bartikova a kol. 2014).

Nékolik studii ukazalo, Ze nékteré seskviterpeny (napt. zederon, germakron)
pusobi hepatotoxicky a to diky vzniku reaktivnich metabolitd, zvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku a naruSenim antioxida¢ni obrany bun¢k. Je pravdépodobné, ze
dalsi zastupci terpenti nachazejicich se v silicich, jejichz metabolismus a u¢inky na lidska
jatra jesté nebyly dostate¢né prozkoumany, by mohly tento problém sdilet. Podrobné&;jsi
vyzkum v oblasti toxicity a metabolismu téchto latek by vyrazné pomohl k pfedchazeni
rizika jaterniho poskozeni (Zarybnicky a kol. 2018).

Hepatotoxikanty, tedy latky zptisobujici poskozeni jater, se 1isi v morfologickych
a funkénich zménach, které svym plisobenim v jatrech vyvolavaji. Mozné jaterni
poskozeni naznaCuje vyskyt zondlni nekrozy, hepatitidy, cholestazy, steatdzy,
granulomu, vaskuldrnich 1ézi, novotvaru ¢i venookluze (Singh a kol. 2011).
Diagnostickymi biochemickymi parametry oznamujicimi jaterni poSkozeni jsou
bilirubin, aspartitaminotransferasa (AST), alaninaminotransferasa (ALT) a alkalicka
fosfatasa (ALP). Relevantnim indikatorem jaterniho poSkozeni je elevace hladin téchto
enzymul v séru. Zatimco zvySeni celkového i konjugovaného bilirubinu vypovida o
celkové funkci jater. V ptipadé€, Ze dojde k vzestupu AST a bilirubinu (bez vyznamné
elevace ALP), mohlo by jit o dal$i znamku posSkozeni. OvSem samotné zvySeni AST
muze byt méné specifické pro diagnostiku vazného jaterniho poskozeni (Reuben a kol.
2004; Zarybnicky a kol. 2018).

V soucasné dobé€ se z rostlin pouzivanych v tradi¢ni ¢inské mediciné ¢i ajurvédé
isoluji a identifikuji dalSi seskviterpeny s biologickymi U¢inky. Naptiklad kurkumel-
9,10-epoxid a kurkuzedoalid B byly izolovany z metanolového extraktu pochazejiciho
z Curcuma zedoaria (Celed’ Zingiberaceae) a byl popsan jejich cytotoxicky ucinek v

burikach lidského karcinomu Zaludku (AGS buniky) (Lee a kol. 2019).
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NejznaméjSimi acyklickymi seskviterpeny jsou farnesol (FAR) a nerolidol
(NER). Diky svym biologickym aktivitim jsou hodné prozkoumavany a vznika fada
novych poznatkil o jejich pouziti v terapii. Jejich mozna interakce s 1€Civy ale nebyla
dosud plné prostudovéna, stejné¢ jako jejich schopnost modulovat aktivity enzymi
metabolizujicich xenobiotika typu cytochromu P450 (CYP) a dalSich. Modulace aktivity
biotransformacénich enzymti by mohla vyvolat vazné vedlejsi uCinky a ohrozit zivot

pacienta (Spi¢akova a kol. 2017).

2.1.2.1 Farnesol

Ze zakladni struktury farnesolu ((2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeka-2,6,10-trien-1-
ol, FAR), uvedené v Obrazku 4, jsou ptfimo odvozeni i dalsi acykli¢ti zastupci (Bartikova

akol. 2014).

OH

farnesol

Obrazek 4 Vzorec farnesolu (pievzato ze Spicakova a kol. 2017)

Farnesol je bezbarva kapalina ziskana z rostlinnych silic, vyznacujici se jemnou
kvétinovou vini. Kromé& zjevného pouziti v parfumerii, kde podtrhuje sladkou kvétinou
vini parfémd, se také ptridava do cigaretového tabaku, vyuziva se jako insekticidni
atraktant ¢i pfirodni pesticid proti rozto¢im, nebo se piidava do vyrobkil proti poceni
nohou (Williams 2011).

Nachdzi se v kvétech jasminu, riiZze, pomerance hotkého, tuberozy ¢i brambotiku
(Jung a kol. 2018, Spi¢akova a kol. 2017).

Farnesol je antioxidant s protizanétlivymi, antialergickymi, chemopreventivnimi
a antikancerogennimi uc¢inky (Spi¢akova a kol. 2017). Proto se pouziva k 16¢bé
alergického astmatu, diabetu, aterosklerdzy, obezity a hyperlipidémie. Z n€kterych studii
vyplyva, ze farnesol reguluje zanétlivou odpovéd a ma ptiznivy ucinek na edém,
alergické astma, glidzu, onkogenezi v tlustém stieveé, kozni kancerogenezi a imunitni
systém. Vykazuje také antineoplastické uc¢inky pomoci inhibice bunécné proliferace in
vitro a potlaceni rlstu tumoru in vivo u riiznych druhli nddorovych onemocnéni, napt. u

nadort pankreatu, plic, prostaty, prsu, u leukémie ¢i mnohoc¢etného myelomu. Nicméné
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krémy obsahujici farnesol mohou kromé ptiznivych G€inkdi u pacientii s atopickou
dermatitidou vyvolat i alergické reakce, a proto je vhodné jejich toxicitu v pfipravcich

peclivé monitorovat (Jung a kol. 2018).

2.1.2.2 Nerolidol

Nerolidol (3,7,11-trimethyl-1,6,10-dodekatrien-3-ol, peruviol, NER) je allylicky
isomer farnesolu a existuje ve dvou geometrickych konformacich — trans a cis (Obrazek
5). Mizeme jej najit v silicich riznych rostlin, jako jsou cabreuva (Myrocarpus
fastigiatus, Celed’ Fabaceae), niaouli (Melaleuca quinquenervia, Myrtaceae) a neroli

(Citrus aurantium, Rutaceae) (Schiller a Schiller 2008; Spi¢akova a kol. 2017).

HO

HO.

rrans-nerolidol cis-nerolidol

Obrazek 5 Vzorec trans- a cis-nerolidolu (prevzato ze Spicikova a kol. 2017)

Obecné je nerolidol popisovan jako ¢ird, svétle Zluta az zluta kapalina se slabym
kvétinovym odérem piipominajicim riizi a jablko (Lapczynski a kol. 2008). Své vyuZiti
nachdzi v riznych odvétvich primyslu, kde se ptidava do Sampdéni nebo Cisticich
prostiedkd, ale 1 jako potravinové dochucovadlo (Chan a kol. 2016).

Nerolidol ma antibakterialni, antiparazitické, antikancerogenni U¢inky a diky
rotenonem-indukovaném modelu Parkinsonovy choroby u potkanil), coz z n¢ho déla
kandidata pro potencionalni 1é¢bu Parkinsonovy choroby (Javed a kol. 2016; Spi¢akova
a kol. 2017). Dalsi moZné nadé¢je pfinasi 1 do 1écby babesiosy (pozorovano in vitro)
(AbouLaila a kol. 2010), schistosomosy (pozorovano u mysi) (Silva a kol. 2014) ¢i
malarie (pozorovano na mysich) (Saito a kol. 2016).

Souhrnné 1ze fici Ze, nerolidol disponuje velkym potencidlem a mohl by pfispét
k objeveni novych léCiv.

Nerolidol mtze byt extrahovan z riznych ¢asti rostliny, jako jsou listy (nejcastéjsi
zdroj pro extrakci), kvétiny, semena, ovoce, pryskyfice, vétvicky a dfevo. Z hlediska

procentualniho podilu nerolidolu v listech byl nejvyssi podil nalezen v Piper
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claussenianum (Miq.) C. DC. (Piperaceae, 81,4 %), nasledovany Zanthoxylum hyemale
A.St.-Hil. (Rutaceae, 51,0 %), Zornia brasiliensis Vogel (Fabaceae, 48,0 %) a Swinglea
glutinosa (Blanco) Merr. (Rutaceae, 28,4 %). Nejvice cis-nerolidolu bylo nalezeno ve
vétviéce Myrocarpus fastigiatus Alemao (Fabaceae, 80 %). Na pfitomné koncentrace
nerolidolu maji vliv jak mikroklimatické, tak environmentalni faktory, jako tfeba rocni
obdobi, klima nebo typ pidy. Nejcastéjsi metodou detekce je plynova chromatografie

s hmotnosti detekci (GC-MS) (Chan a kol. 2016).

2.2 BIOTRANSFORMACE

Béhem tzv. biotransformace se léCiva v organismu preménuji plsobenim
specifickych, ale i nespecifickych enzymovych reakci, pficemz vznikaji latky 1épe
rozpustné ve vodég, které jsou snaze vyluCovany z organismu. Vysledkem mohou byt
metabolity vykazujici stejny nebo podobny farmakologicky ucinek jako parentni latka.
Frekventovangji ale dochazi k pfeméné¢ na neucinnou latku (inaktivace), popiipadé
vznika latka G€inngjsi (aktivace). Nebezpecnéjsi je ptipad, kdy preména vede ke vzniku
toxické nebo toxictéjsi latky, nez byla latka ptivodni. Raritné se miizeme setkat s tim, ze
k biotransformaci nedochazi viibec (Hampl a kol. 2007).

Biotransformace je definovana jako dvojstupiiovy proces a rozdéluje se do dvou
fazi (Linhart a kol. 2012):

- 1. faze — oxidacni, reduk¢ni a hydrolytické reakce
- 2. faze — konjugacni (slucovaci) reakce s polarnimi endogennimi latkami (napf.
glutathion (GSH), sulfat, acetat a dalsi).

V prvni fazi se xenobiotikum pfeméiuje na obvykle polarngjsi metabolity
vyznacujici se snadné€jsi rozpustnosti v télnich tekutinich nez ptivodni latka. Setkdvame
se sreakcemi oxida¢nimi, které jsou katalyzované prevazné cytochrom P450
monooxygenasovym systémem v jatrech, dale s reakcemi redukénimi, katalyzovanymi
napf. nitroreduktasami a azoreduktasami nachazejicimi se v endoplasmatickém retikulu,
a reakcemi hydrolytickymi, které jsou katalyzované riznymi esterasami ¢i amidasami
(Hampl a kol. 2007).

Druha faze je zastoupena reakcemi konjugacnimi s endogennimi produkty
normalniho metabolismu, kdy, kdy vznikd konjugat ve vodé rozpustny (vyjimkou je

methylace, pfi které vznikd metabolit lipofiln€jsi nez parentni latka) a vylucujici se mo¢i,
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stolici nebo potem (Hampl a kol. 2007). Slucovaci reakce vyzaduje ptivod energie, proto
endogenni latka musi bat aktivovana vazbou s kofaktorem (Skalova a kol. 2013).

V experimentalni ¢asti své diplomové prace jsem se zabyvala vlivem acyklickych
seskviterpenii na genovou a proteinovou expresi vybranych enzymu 1. faze

biotransformace, a proto se dale soustiedim pouze na né.

2.2.1 Enzymy 1. faze biotransformace

Biotransformacni enzymy méni chemickou strukturu cizorodé latky a snizuji jeji
koncentraci v celém organismu a/nebo v urcité tkani, a zaroven vytvareji v téle dalsi
xenobiotické slouceniny. Z piivodné piijaté latky se tvofi nova sloucenina s jinou
chemickou strukturou (metabolit) a jinymi fyzikélné-chemickymi vlastnostmi (Skalové a
kol. 2013). Biotransformacni enzymy se vyznacuji tim, ze tentyz enzym muize katalyzovat
biotransformaci vice substratt (Linhart a kol. 2012).

Jejich primarnim ukolem je detoxikovat cizorodé latky a usnadnit tak jejich
eliminaci (Skalova a kol. 2013). Kdyby nedochazelo k vylu¢ovani lipofilnich latek,
nasledovalo by jejich uskladnovani v tukové tkani, které by v pribéhu ¢asu umoznovalo
dosazeni toxickych koncentraci i po relativné nizké hladiné expozice (Linhart a kol.
2012).

Kromé biotransformacnich enzymii se na metabolismu xenobiotik podili
transportni proteiny pienasejici cizorodé latky a jejich metabolity skrze membrany

(Skélové a kol. 2013).

2.2.1.1 Cytochromy P450 (CYP)

MV v

Nejbéznéjsimi enzymy 1. faze biotransformace jsou cytochromy P450 (CYP),
které katalyzuji oxidacni reakce pfedevSim xenobiotik, pficemz vyuzivaji jako oxidacéni
¢inidlo kyslik a jako kofaktor redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)
(redukéni ¢inidlo) (Linhart a kol. 2012; Spi¢akova a kol. 2017).

Jedna se o nadrodinu tzv. hemoproteinti — jejich redukovana forma tvoii komplex
s oxidem uhelnatym s vyraznym absorp¢nim maximem v UV-VIS spektru pii 450 nm.
Zaroven s oxidaci substratu kyslikem (vstupem jednoho atomu kysliku do molekuly
substratu) se druhy atom kysliku, tedy druha polovina O», redukuje na vodu. NADPH je
praveé zdrojem elektronti (Linhart a kol. 2012; Skalova a kol. 2013).
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Katalyticky cyklus CYP (Obrazek 6) zacina tim, Ze se do aktivniho mista enzymu

M navaze substrat (RH). Vznikly komplex

s hemovym zelezem v oxida¢nim d¢isle Fe
(Fe'---RH) se redukuje elektronem z NADPH pomoci enzymu NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasou. Tento enzym ma jako kofaktory flavinadenindinukleotid (FAD) a
flavinmononukleotid (FMN). Po redukci na Zeleznaty komplex (Fe!:--RH) se na hemové
zelezo navaze kyslik za vzniku hemoperoxidového radikélu, ktery je dale redukovan
elektronem z NADPH a protonizovan — vznikd tzv. hemhydroperoxidovy komplex (Fe'!'-
OLOH™'---RH). Nasleduje katalyza NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou nebo
NADPH:cytochrom b5 reduktasou (dals$i hemovym enzym). Komplex
hemhydroperoxidu se substratem se pak aktivuje heterolytickym §té€penim peroxidové
vazby (odstépenim OH-, popf. molekuly vody po ptedchézejici protonizaci), vznika
hemovy komplex Zeleza v oxidovaném stupni Fe¥ (FeVO™:--RH). Tento komplex
pienese kyslik na navézany substrat (za redukce hemového Zeleza na Fe') a produkt
vznikly touto oxidaci (ROH) se uvolni z komplexu. Vlastnim oxida¢nim ¢inidlem je

hemoporfyrinovy komplex FeV-O!! (Linhart a kol. 2012).

ROH RH

.+l

- 1
Fe Fe
ROH RH

Fe~0™ Y

Fe™ O OH' Fe'~0~0"

RH — i - F¢™ + RH +0;°

e H

+H NADPH

)

m

Fe'" + RH +H,0,

Obrazek 6 Katalyticky cyklus cytochromu P450 (prevzato z Linhart a kol. 2012)

V soucasné dob¢ existuje 57 funkénich genti a 88 pseudogenti kddujicich CYP

v lidském genomu, pficemz bylo identifikovano 35 isoforem, z nichZ 18 metabolizuje
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xenobiotika. Pro zajimavost, myS$ ma 102 funkénich genti a 88 pseudogenti (Nelson a kol,
2004; Skalova a kol. 2013).

Nejhojnéjsim mistem vyskytu CYP jsou jatra, dale pak gastrointestindlni trakt,
plice a ledviny. CYP najdeme v mens$i mife prakticky ve vSech tkéanich (napft. kize,
mozek, svaly, cévy atd.) a specializovanych buiikach (krevni desticky, makrofagy)
(Skalova a kol. 2013).

Vzhledem k velkému mnozstvi identifikovanych ¢lenti této nadrodiny se CYP
klasifikuji na zakladé podobnosti v aminokyselinové sekvenci apoproteinu, a to na
rodiny, podrodiny a jednotlivé isoformy. Ptikladem mize byt CYP1Al, kde CYP je
zkratka cytochromu P450, 1 je identifikaci rodiny, A je identifikaci podrodiny a 1 je
identifikaci isoformy (Skalova a kol. 2013).

Prvni misto za zkratkou cytochromu zaujima €islice - zastupci jedné rodiny se
vyznacuji 40% shodou v aminokyselinové sekvenci. Druhé v potadi je velké pismeno
(podrodina), a to je stejné pro proteiny se shodou vyssi nez 60-70 %. Posledni ¢islice
definuje isoformu. Kazda isoforma ma jinou aminokyselinovou sekvenci, a tudiz odlisné
vlastnosti ¢i aktivitu. Neni vyjimkou, ze par isoforem existuje pouze u jednoho druhu
organismu. Najdeme ale i takové, které¢ 1ze nalézt i u naprosto riiznych druht (Skélova a
kol. 2013).

Z 57 funkénich lidskych CYP se jedna asi o tucet enzymd, které patii do rodiny
CYPI, 2 a 3, které jsou zodpovédné za biotransformaci vétSiny cizorodych latek véetné
70-80 % vSech léCiv v klinickém pouziti. Nejvice exprimované formy v jatrech jsou
CYP3A4, 2C9, 2C8, 2E1 a 1A2, zatimco 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 s 3A5 jsou méné
zastoupené a CYP 2J2, 1A1 a 1BI jsou exprimovany pievazné extrahepatalng. Exprese
kazdého cytochromu je ovlivnéna jedine€nou kombinaci mechanismil, vcetné
genetickych polymorfismi, indukce xenobiotiky, regulace cytokind, hormonti a béhem
chorobnych stavl taky pohlavim, v€kem a dalSimi faktory (Handschin a Meyer 2003;
Zanger a Schwab 2013).

Genetické polymorfismy, které siln€ zavisi na etnickém piivodu, hraji vyznamnou
roli pii plsobeni CYP2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 a 2A6 a vedou k rliznym
farmakogenetickym fenotypiim znamych jako pomali, stiedni, normalni, rychli a

ultrarychli metabolizatofi (Perlik a Slanat 2015; Zanger a Schwab 2013).
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2.2.1.1.1 CYPIA2

Z podrodiny 1A je isoforma CYP1A2 primarné exprimovana v jatrech a nachéazi
se na dlouhém raménku 15. chromosomu. Zajimavosti je, ze tato isoforma patii mezi
enzymy, které se objevuji az po 1. mésici zivota (Skalova a kol. 2013; Zanger a Schwab
2013).

Spolu s isoformou CYP1A1l je hlavnim aktivatorem kontaminantli Zivotniho
prostiedi, hlavné prekarcinogenti typu polycyklickych aromatickych uhlovodikti (PAH)
a dalsich, které mtize CYP1A2 transformovat na vysoce skodlivé genotoxické produkty.
Indukce CYP1A2 koufenim je dobie prokazéana a byla potvrzena v nedavnych studiich in
vivo. Tato isoforma je velmi aktivni v metabolismu paracetamolu nebo kofeinu. Prave pti
fenotypizaci pomoci kofeinu se zjistilo, ze disponuje velkou interindividualni variabilitou

ve své expresi (Skéalova a kol. 2013; Zanger a Schwab 2013).

2.2.1.1.2 CYP2B6

Dftive se predpokladalo, Ze isoforma CYP2B6 ma malou funkci v metabolismu
1é¢iv, nyni ale vime, ze primérny relativni podil CYP2B6 na celkovém obsahu jaterniho
CYP jev rozmezi 2 — 10 %. Mizeme jej najit v mensi mife i v ledvinéch, srdci ¢i placente,
zatimco jeho exprese v klizi je nizkd nebo nulova (Wang a Tompkins 2008; Zanger a
Schwab 2013).

ZvySeny zajem o jeho vyzkum stimulovala identifikace stale vétSiho poctu
substrat pro tento enzym. Cetné studie dokumentuji vyznamnou ulohu CYP2B6
v metabolismu pesticidll, 1é¢iv (napt. cyklofosfamid, bupropion, propofol) a nékolika
dal§ich environmentalnich polutanti. Zarovenn vykazuje velkou interindividudlni

variabilitu v expresi (Wang a Tompkins 2008; Zanger a Schwab 2013).

2.2.1.1.3 CYP2C

Podrodina lidského cytochromu P450 2C (CYP2C) se sklada ze ¢ty isoforem:
CYP2CS, 2C9, 2C18 a 2C19, jejichz geny jsou lokalizovany na dlouhém raménku 10.
chromozomu (Skélova a kol. 2013; Zanger a Schwab 2013).

Enzymy CYP2C mohou byt exprimovany extrahepatalné zejména v tenkém stieve
a kardiovaskularni tkdni. V lidském srdci pievlada exprese CYP2CS8 (a CYP2J2), naopak
v aorté a koronarnich arteriich pfevazuje CYP2C9, i kdyZ je zde ptfitomen i CYP2J2
(Delozier a kol. 2007).
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CYP2C8 je =zodpovédny za metabolismus antidiabetik rosiglitazonu a
pioglitazonu, nékterych 1€k obsahujicich kyselinu retinovou, antiarytmika amiodaronu
nebo i ptirodniho antikancerogenniho 1€¢ku paklitaxelu (Zanger a Schwab 2013). Klinicky
vyznam inhibice CYP2CS byl podpoien Iékovou interakci hyperlipidemika gemfibrozilu
s cerivastatinem, pii které se zvysSuje riziko rhabdomyolyzy (Backman a kol. 2002).

CYP2C9 je nejdulezitéjsi isoformou na poli metabolismu 1é¢iv. Vykazuje
geneticky polymorfismus, ktery se klinicky projevuje napi. krvacenim po aplikaci
warfarinu. Jeho substratem je tedy antikoagulant warfarin, dale antiepileptika fenytoin a
kyselina valproovd, peroralni antidiabetika glibenklamid a tolbutamid a vétSina
nesteroidnich antiflogistik (NSAID) (Skalova a kol. 2013; Zanger a Schwab 2013).
Enzym CYP2C9 také metabolizuje endogenni latky, zejména kyselinu arachidonovou a
nckteré steroidy (Zanger a Schwab 2013). Soucasné podani warfarinu s amiodaronem
zpuisobuje inhibici CYP2C9 (Skalové a kol. 2013).

Ackoliv je mRNA CYP2C18 vysoce exprimovand v jatrech, nema vyznamny vliv
na metabolismus 1¢kt. Diivodem je, Ze ptitomna mRNA neni efektivné translatovana do
fetézce proteinu (Zanger a Schwab 2013).

CYP2C19 byl prvnim z podrodiny CYP2C, ktery byl objeven a hraje roli
v metabolické inaktivaci inhibitort protonové pumpy (PPI) omeprazolu i pantoprazolu
(Bremer a kol. 2018) a antidepresiv 1. a 2. generace. Jeho endogennimi substraty jsou

progesteron a melatonin (Zanger a Schwab 2013).

2.2.1.1.4 CYP3A4

Nejvyznamnéjsi isoformou CYP je cytochrom P450 3A4 (CYP3A4), ktery se
vyskytuje pfevazné v jatrech, stfevé a v mensim mnozstvi 1 v ledvinach, placenté, plicich
1 mozku (Skalova a kol. 2013). CYP3A4 je jednim z nejhojnéji exprimovanych
cytochromi v lidskych jatrech, zaujima okolo 15-30 % celkového obsahu (Klein a Zanger
2013).

Je zapojen do metabolismu zhruba poloviny vSech klinicky pouZivanych lidskych
1éCiv na trhu (Marsch a kol. 2018). Spolu s CYP3AS vykazuje vysokou sekvencni
podobnost - sdili vice nez 83 % primarni aminokyselinové sekvence (Zanger a Schwab
2013; de Wildt a kol. 1999). Exprese CYP3A4 je regulovana prostfednictvim
pregnanového X receptoru (PXR), mezi jehoZ ligandy fadime napft. rifampicin (RIF), a
konstitutivniho androstanového receptoru (CAR) (Skalova a kol. 2013; Timsit a Negishi
2007).
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I kdyZz nebyl u CYP3A4 prokazan geneticky polymorfismus, jeho aktivita je
interindividudlné variabilni. Duvodem je vyraznd indukovatelnost a citlivost
k inhibi¢nimu ptsobeni slozek v potravé 1 k enviromentalnim kontaminantim. Vykyvy
v aktivité¢ (nartst a pokles) Casto zapticinuji selhani 1écby a vyskyt vedlejSich ucinkd.
Klinicky zavazné 1€ékové interakce ohrozuji pacienta pii soucasném podavani vice 1éCiv,
kdy dochézi ke kompetici o vazebné misto na CYP3A4 (Skalova a kol. 2013).

Mezi znamé induktory CYP3A4 patii rifampicin (silny), barbituraty,
dexametazon Ci extrakt z tiezalky teCkované. Tento extrakt, jehoz hlavnimi slozkami
jsou hypericin a hyperforin, indukuje CYP3A4 v zavislosti na davce, trvani a zpisobu
podani. Dusledkem této interakce je pokles plasmatické hladiny metabolizované latky a
narGst koncentrace metabolitu (Komorski a kol. 2004; Kousalova a kol. 2003).
Inhibitorem CYP3A je napi. grepovy dZus, ktery pravdépodobné inaktivuje stfevni
CYP3A4, nicmén¢ existuji i zpravy, které poukazuji na inhibi¢ni G¢inky grepové stavy
na funkci P-glykoproteinu, ktery transportuje substraty z enterocyti zpét do lumen stfeva

(Saito a kol. 2005).

2.2.1.2 Reduktasy xenobiotik
2.2.1.2.1 Karbonylreduktasa 1 (CBR1)

Pravdépodobné nejvyznamnéjSimi zastupci nadrodiny dehydrogenas/reduktas
s kratkym fetézcem (SDR) ucastnici se metabolismu cizorodych latek, jsou
karbonylreduktasy 1 a3 (CBR1 a CBR3) fadici se do rodiny SDR21C. I ptes spolecnou
strukturu je jejich celkova podobnost mensi nez 20-30 % a najdeme je ve vSech Zivych
formach organismu (Skalova a kol. 2013).

Karbonylreduktasa 1 (CBR1 = SDR21C1) je jednou z nejdilezit&jsich
cytosolickych reduktas, kterd katalyzuje NADPH-dependentni redukci rozdilnych
endogennich a xenobiotickych ketonli a chinonli. CBR1 najdeme ve vSech lidskych
tkdnich, nejvice ale v jatrech, placenté nebo centralni nervové soustave (CNS) (Skalova
a kol. 2013).

Navzdory sdileni 72% sekvencni identity je substratové spektrum CBR3 pomérné
omezené¢ ve srovnani s CBRI1. Vyznam CBRI1 tkvi v metabolismu endogennich
zanétlivych mediatorti (prostaglandinil), xenobiotik a raznych konvencnich 1é¢iv

(daunorubicin, doxorubicin, haloperidol). Navic ztrata CBR1 by mohla vést k hromadéni
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reaktivnich aldehydt, vzniku oxida¢niho stresu (ochranna funkce) a tim k podpoteni
zanétlivych procest (Selinger a kol. 2019).

CBR1 inaktivuje vysoce reaktivni lipidové aldehydy jako napt. akrolein, ktery je
schopen modifikovat proteiny a produkovat pfi tom poSkozeni DNA v buinikach (Yun a

kol. 2018).

2.2.1.2.2 Aldo-ketoreduktasa 1C (AKR1C)

Termin aldo-ketoreduktasa (AKR) definuje nadrodinu  monomernich
cytosolickych oxidoreduktas (multimerni komplexy tvoii rodina AKR2, AKR6 a AKR7)
s vice nez 190 zastupci, kteti se déli na 16 rodin (AKR1-AKR16). U clovéka bylo dosud
identifikovano 15 enzymu (Penning 2015; Skalova a kol. 2013).

Jejich ukolem je redukovat karbonylové substraty (cukerné a lipidové aldehydy,
keto-steroidy, keto-prostaglandiny atd.) a patii k enzymim I. faze biotransformace
(Penning 2015). AKR se vyznacuji tkdnovou specificitou, nizkou substratovou
selektivitou a schopnosti pfeménovat endogenni (napt. ketosteroid nebo retinal) i1
exogenni latky (dolasetron, daunorubicin). AKR primarné redukuji aldehydy a ketony na
primarni a sekundéarni alkoholy s vyuzitim NADPH jako kofaktoru (Jin a Penning 2007;
Skélova a kol 2013).

Proteiny z AKR rodiny maji charakteristickou strukturu s pfitomnosti (a/p)s
(Obrazek 7) nebo triosafosfatisomerasového soudkového motivu v prostorovém

uspotadani (Skélova a kol. 2013).

Obrdazek 7 Prostorové usporadani (/)8 -soudkového motivu v rodiné AKR (prevzato z

https://www.med.upenn.edu/akr/akr_graphic.html)
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Klasifikace je podobnd jako u nadrodiny CYP. Prvni ¢islice za zkratkou nadrodiny
AKR definuje rodinu, pficemz shoda musi byt minimaln¢ ve 40 % aminokyselinové
sekvence. Nasleduje pismeno reprezentujici podrodinu (i tady je shoda alesponi v 60 %
aminokyselinové sekvence). Posledni misto tvoii opét Cislice vyjadiujici jedinecnou
proteinovou sekvenci isoformy (Skalova a kol. 2013). Clenové podrodiny AKRI1C
(AKR1C1-C4) sdileji vice nez 86% sekvencni homologii s AKR1C3 (Liu a kol. 2019).

U lidi je AKR1C3 = hydroxysteroiddehydrogenasa (jedna z 15 lidskych aldo-
ketoreduktas) nejvice exprimovéna ve tkanich zavislych na steroidnich hormonech (prsa,
endometrium, prostata) a v ledvinach. Abnormalné se exprimuje u malignich karcinomt
(prsa, endometria, prostaty), ale také u myelodysplastického syndromu (MDS),
karcinomu mozku nebo nemalobunééného karcinomu plic (Chang a kol. 2013; Skéalova a
kol. 2013).

Kromé vyznamné role AKR1C v metabolismu androgenti a estrogentl, se zapojuji
i do deaktivace protinddorového lé¢iva doxorubicinu a potencionalniho cytostatika

oracinu (Skalova a kol. 2013).

2.3 TKANOVE REZY

Technika umoznujici ptipravu ultratenkych tkanovych tezti (PCTS) zaujima
vyznamné misto v oblasti vyzkumu metabolismu a toxicity xenobiotik a miiZze byt vyuZita
k mezidruhovému srovnéavani (de Graaf a kol. 2010).

Ultratenké tezy ptedstavuji in vitro model studovaného organu, pficemzZ je
zachovana jejich Zivotaschopnost a mohou byt kultivovany ex vivo. Rezy o definované
tloust'ce obsahuji vSechny bunky tkané, takZe je zachovéana intercelularni interakce mezi
buitkami. Kromé toho jsou rovnéz zachovany individudlni vlastnosti pacienta, jako je
slozeni extracelularni matrix s Kupfferovymi bunikami a funkce stelatovych bun¢k (=
Itovy bunky), které jsou dilezité pro normalni funkci hepatocytii. Navic je tato metoda
diky specializovanému vybaveni (automaticky kraje¢ popsal v 80. letech 20. stoleti
Carlos L. Krumdieck a kol.), poskytujicimu univerzalni zptsob pfipravy fezl, i dobie
reprodukovatelnd. Obvykle se lidské jaterni fezy pro vyzkumné ucely obstaravaji
chirurgicky z biologického odpadu, ktery vznika po caste¢né hepatektomii (odstranéni
Casti jater) nebo se pouziji jatra, kterd nejsou vhodna pro transplantaci (de Graaf a kol.

2010; Zimmermann a kol. 2009).
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Hlavnim omezenim pouziti této techniky je délka Zivotnosti tkanovych fezl. Pro
vétsinu tkdni ¢ini za optimalnich podminek inkubace jen 24 hodin, v pfipad¢ jater az 96
hodin. Dalsi limitace techniky spociva v tom, ze exprese biotransformacnich enzymu
vcetné cytochromu P450 v fezech ma tendenci se snizovat béhem prodlouzené kultivace,
1 kdyz rozsah snizovani mize byt ¢astecné€ zavisly na podminkach kultivace. Pro studium
toxicity latek je dulezitd rovnéz tloustka fezu (12-14 vrstev buné€k), protoze fezy tenci
nez 12 vrstev maji nizsi viabilitu a u feza siln€jsSich nez 14 vrstev trpi buiiky z vnitinich
vrstev deprivaci kysliku a Zivin (de Graaf a kol. 2010; Settivari a kol. 2017).

Zivotnost fezti lze zachovat az po dobu 96 hodin v piipadé jejich inkubace
v atmosféfe pneumoxidu (95% 02/5% CO2). Nejlevnéjsi a nejjednodussi zpusob
inkubace je vloZeni ezl do 6- nebo 12-jamkové kultivaéni desticky. Existuji ale dalsi
moznosti — systém organové kultury (DOC) nebo Erlenmeyertv systém. Pro tyto systémy
je nezbytné kontinudlné pohybovat médiem pomoci tfepani a obnovovat jej alespon
jednou za 24 hodin (de Graaf a kol. 2010).

Mozné potencialni vyuziti tkanovych fezi spoCivd 1 v personalizaci 1éCby.
Ultratenké fezy mohou byt pfipravovany i z resekovanych nadorovych materialt, coz
umozni stanovit nejefektivnéjsi cytostaticky 1€k nebo 1ékovou kombinaci. Je potieba ale
dalsi validace této techniky, aby dosahla prediktivni sily v oblasti patologie jater a
farmakologickém zéasahu in vivo (Olinga a Schuppan 2013).

Ptiklad moZného postupu ptipravy ultratenkych jaternich fezli i s popisem lze vidét

na Obrazku 8.

24



Yo o, ®E[-'i

ESESUS

Krebs-Heinseleitovy pufr provzdusnovany
pneumo;idem (95% 02/5% CO2)

tkanhovy
-~ valedek

&
ORI 3 L3 -

T 250um1..—

*** PCLS

tkahovy fez tkanovy valecek

Obrazek 8 Priprava ultratenkych jaternich rezii (prevzato a upraveno z Palma a kol. 2018)

Resekovana jaterni tkan (1) je ihned proplachnuta roztokem UW (University of Wisconsin) o

teplote 4°C, aby se odstranila krev (2). Poté se z resekované tkané pripravi kousek o priblizné

tloustce 1 cm (3). Pro pripravu tkanovych valeckit o prioméru 5 mm se vyuziva duty valcovy

tkanovy vykrajovac (4). Tkanové valecky jsou umistény do dridku a krdjeny v Krumdieckové

krdjeci (mikrotomu). Rezy (PLCS) by mély mit pribliznou tloustku 250 um. Tento krok se provadi

pri 4°C v Krebsove-Henseleitove pufru (KBH), ktery je provzdusiovany pneumoxidem (95%

0:/5% CO>) (5). Rezy se poté presunou do desticek, kde se inkubuji.
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3. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo stanovit modula¢ni ucinek acyklickych
seskviterpenti na proteinovou a genovou expresi vybranych enzymt 1. faze

biotransformace v tkanovych jaternich fezech.
Tato prace tedy zahrnuje provedeni:

o Pfiprava ultratenkych lidskych jaternich fezii z tkani ziskanych od pacientt a
jejich inkubace se studovanymi acyklickymi seskviterpeny (cis-nerolidol,

trans-nerolidol a farnesol)

o stanoveni proteinové exprese enzymi CYP2C, CYP3A4, CBR1 a AKRIC3
pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy za denaturujicich podminek

s naslednym Western blotem

o stanoveni genové exprese enzymi CYP1A2, CYP2B6, CYP2C, CYP3A4,
CBR1 a AKCIC pomoci kvantitativni polymerasové fetézové reakce

v realném Case s pouzitim reverzni transkripce (RT-qPCR)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 CHEMIKALIE
o (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)

ROTH

o PB-glycerolfosfat SIGMA

o P-naftoflavon SIGMA

o absolutni ethanol PENTA

o akrylamid/bis-akrylamid, 40% roztok SIGMA

o BCA Protein Assay kit THERMO SCIENTIFIC

o bromfenolovd modf SIGMA

o cis—nerolidol ALDRICH

o D-glukosa RIEDEL-DE-HAEN

o diethylpyrokarbonat (DEPC) SIGMA

o dihydrogenuhlicitan sodny SIGMA

o dimethylsulfoxid (DMSO) SIGMA

o dithiotreitol (DTT) FLUKA

o dodecylsiran sodny (SDS) SIGMA

o ECL Prime Western Blotting detection reagent GE HEALTHCARE

o ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) SIGMA

o ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina (EGTA)
SIGMA

o farnesol ALDRICH

o fenylmethansulfonylfluorid (PMSF) SIGMA

o fluorid sodny SIGMA

o Fomadon — negativni vyvojka FOMA

o Fomafix - ustalova¢ (univerzalni, kysely) FOMA

o gentamycin SIGMA

o glycerol 85% p.a DR. KULICH PHARMA

o glycin SIGMA

o hydrogenuhlicitan sodny PENTA

o chlorid sodny PENTA

o chlorid vapenaty PENTA

o chloroform PENTA
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inhibitory proteas

inhibitory ribonukleas (RNAseIN)
isobutanol

kyselina citronova

kyselina chlorovodikova 35% p.a.
L-glukosa

methanol

nahodné hexamery

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED)

persiran amonny (APS)

phosphate Buffered Saline (PBS)
pyrofosfat sodny

reverzni transkriptasa ProtoScript 11
rifampicin

hovézi sérovy albumin (BSA, 20%)
roztok persiranu amonného (APS)
siran hofecnaty

smés deoxynukleotidti (ANTPs)
suSené odtucnéné mléko
trans-nerolidol

TRI reagent (Trizol)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Tween 20

vanadi¢nan sodny

Xceed SG qPCR 2x mix Lo ROX

4.2 PRISTROJE

O

O

O

O

analytické vahy

centrifuga Heraeus Biofuge Stratos

COz inkubdtor s regulaci kysliku CB-170-O
DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR
hlubokomrazici box

laboratorni vahy
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SIGMA
SIGMA
SIGMA
PENTA
PENTA
FLUKA
PENTA
GENERI BIOTECH
SERVA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
NEB
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
EUROGENTEC
FLUKA
SIGMA
MRC
PENTA
SIGMA
SIGMA
ROTH
IABIO

SCALTEC

THERMO SCIENTIFIC
BINDER

BIOSAN

JOUAN

SARTORIUS



laminarni box BioAir AURA 2000 M.A.C. BIOAIR

magnetickd michacka IKA

mini centrifuga Sprout HEATHROW SCIENTIFIC
Mini-PROTEAN tetra BIO-RAD

minivortex + minishaker MS2 IKA

Nanodrop 2000 THERMO SCIENTIFIC
PCR cyklér MJ Mini BIO-RAD

pH metr inoLab WTW

Real-time PCR systém Quant Studio 6 APPLIED BIOSYSTEMS
roler Mythic Blood Mixer 12 BIOVENDOR
spektrofotometr Infinite M 200 TECAN

termoblok Thermomixer Comfort EPPENDORF

Krumdieck Tissue Slicer MD4000 TSE SYSTEMS
Trans-Blot Turbo Transfer System BIO-RAD

ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HD 2070 BANDELIN

UV/VIS spektrofotometr NanoDrop THERMO SCIENTIFIC
vodni lazen THERMO HAAKE
zafizeni na upravu vody Milli-Q RG MILLIPORE

4.3 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro experimentalni ucely byla pouzita lidska jatra darci. Jatra pochazela od péti
zastupci obou pohlavi ve véku od 45 do 81 let, u nichz byla z terapeutickych divodi
provedena CasteCnad hepatektomie, kterd probéhla na Chirurgické klinice Fakultni
nemocnice Hradec Kralové (FN HK). V Tabulce 2 lze vidét vybrany soubor pacientli

spolu s dopliiujicimi informacemi o jejich diagnézach ¢i komorbiditach.
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Tabulka 2 Doplnujici informace o vybranych pacientech

Cisl Vék Patologi Dlouhodobi
1-so Pohlavi ¢ Diagnoza Komorbidity a-oogle ounodo a.
pacienta (roky) jater farmakoterapie
arterialni Kvselina
y kolorektalni hypertenze, steatdza e ,
7 MUZ 69 . L , acetylsalicylova,
karcinom cévni mozkova 15 % 1 C
- nitrendipin
ptihoda
kolorektalni arteridlni teatoz
9 MUZ 81 %0 ? e hypertenze, siearoza betaxolol
karcinom . 5%
dyslipidémie
karcinom
. kt
1 JENA | 57 rexta sadné Zadna 74dna
S metastazemi
do jater
benigni,
. fokalni
14 JENA | 45 okt Zadné Z4dna Z4dna
nodularni
hyperplazie
.. . lehky
hyperlipidémie, .
. kolorektalni h ky
16 ZENA 59 © ore. amt karcinom ¢ ’rovn I.C y zadna
karcinom L. zénétlivy
ovaria . ,
infiltrat

U viech pacientdl byly v ramci pfedoperacnich vysetieni na Ustavu klinické
biochemie a diagnostiky FN HK stanoveny parametry ukazujici na jaterni funkce, které¢
byly u vSech pacientl vnormé€ (koncentrace celkového bilirubinu, aktivita
aspartataminotransferasy (AST), alaninaminotransferasy (ALT), alkalické¢ fosfatasy
(ALP)) s vyjimkou zvySené aktivity y-glutamyltransferasy (GMT), ale to je v pfipadé
kolorektalniho karcinomu s metastdzemi do jater nebo v pfipadé onemocnéni biliarniho

traktu véetné nadoru (Ciombor a Goff 2013; He a kol. 2013).

4.4 PRIPRAVA ULTRATENKYCH JATERNICH REZU

4.4.1 Priprava Krebsova—Henseleitova pufru

Podle Tabulky 3 jsem jednotlivé sloZky rozpustila v redestilované vod¢ a upravila
pH na hodnotu 7,4 pomoci HCI. Na jedna jatra jsem spotiebovala piiblizné 1 litr
Krebsova-Henseleitova pufru (KBH). Jako posledni jsem vzdy ptidavala chlorid

vapenaty kvtli riziku vykrystalizovani uhli¢itanu z pufru.
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Tabulka 3 Slozeni KBH pufru
Mr (g/mol) | ¢ (mM)

chlorid sodny 58,44 150,53
siran horecnaty 246,48 1,10
chlorid draselny 74,56 3,92
hydrogenuhlic¢itan sodny 84,01 25,00
chlorid vapenaty 147,02 1,36
dihydrogenfosfore¢nan draselny 138,00 1,01
D-glukosa 180,16 24,98
HEPES 238,31 9,00

4.4.2 Priprava média William's E

Do komer¢né dodavaného media (Gibco) William's E + GlutaMAXem (L-alanyl-
L-glutamin - stabilizovand forma L-glutaminu) jsem v lamindrnim boxu pfidala
gentamycin (vysledna koncentrace 50 pg/pl) s L-glukosu (vysledna koncentrace 25 mM)

podle Tabulky 4. Takto obohacené¢ médium jsem steriln¢ prefiltrovala ptes filtr s velikosti

pora 0,22 um.
Tabulka 4 Priprava média William's E s glutaMAXem
Suplement Mr 100 ml 200 ml 500 ml 1000 ml
50 pg/ml
_ 477,6 100 ul 200 pl 500 ul 1000 pl
gentamycin
L-glukosa 180,16 0,448 g 0,896 ¢ 224 ¢g 448 ¢

Rozlozila jsem si Krumdieckliv kraje¢ MD4000 a pak jsem jej ostiikala 70%
lihem, zakryla alobalem a umistila do chladici mistnosti, kde jsem také dala pfipraveni
KBH pufr a médium.

V den experimentu jsem nechala vychlazeny KBH pufr s D-glukosou provzdusnit
pneumoxidem (95% O> /5% CO) zhruba jednu hodinu. Obohacené¢ médium William's E
jsem nechala pfedehiat na 37 °C asi jednu hodinu pfedem. Kraje¢ jsem poskladala,
naplnila okyslicenym KBH pufrem a vyzkousSela, zda vSe funguje. Krumdiecklv kréjec
jsem poté ptipojila k vodni 14zni s termostatem a nechala ho chladit vodou temperovanou
na 4°C. Ptipravila jsem si tac s ledem, kadinku na jaterni fezy, Petriho misku s filtracnim

papirem na ptipravu valecki z jaterni tkan€. Nachystala jsem si box s ledem, kadinku na
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jatra, niizky, pinzetu, latexové rukavice, rousku a ochranné bryle. Vzorek jater jsem ihned
vlozila do kadinky se studenym okyslicenym KBH pufrem. Vykrajova¢em o praméru
8 mm jsem mirn¢€ krouzivym pohybem vykrojila pravidelné valecky, které jsem umistila
do otvoru v krajeci. Z nich pak Krumdieckiv krajec krajel fezy o tloust'’ce piiblizné 150-
180 um. Po ukonceni krajeni jsem pufr z pfistroje vypustila, pfistroj oplachl a rozloZeny

nechala uschnout.

4.4.3 Preinkubace a inkubace Feza

Do 12-jamkové desticky jsem napipetovala 1,3 ml obohacené¢ho William's E
média bez testované latky. Rezy jsem co nejrychleji piemistila pomoci pinzety
s mékkymi konci do jamek — vzdy jeden fez do jedné jamky. Rezy jsem 60 minut
preinkubovala v O2/CO> inkubatoru, ktery byl pfipojen na piivod pneumoxidu.
V inkubétoru byla také tfepacka s horizontalnim pohybem, na kterou jsem desticky s fezy
polozila. Béhem preinkubace i inkubace byla tfepacka nastavena na 80 rpm. Po
preinkubaci jsem fezy rychle pfemistila do 12-jamkové desticky, kde byl v kazdé jamce
1 ml média s/bez testovanych latek (cis-nerolidol, trans-nerolidol, farnesol, rifampicin,
B-naftoflavon). Vysledna koncentrace latek v médiu byla 10 popt. 30 uM. VSechny latky
jsem rozpustila v dimethylsulfoxidu (DMSO). U kontrolnich vzorkli jsem do média
ptidala DMSO o vysledné koncentraci 0,1%. Rezy jsem inkubovala pro danou latku
v triplikatu. Inkubace probihala pii 37 °C v atmosféfe pneumoxidu po dobu 24 hodin.
Nésledné jsem tezy rozdélila do mikrozkumavek (vZdy jeden fez ve zkumavce), které
obsahovaly bud’ 0,5 ml Trizolu (genova exprese) nebo 0,5 ml lyzacniho pufru s inhibitory

proteas (proteinova exprese) a dala zamrazit na -80°C.

4.5 STANOVENE PROTEINOVE EXPRESE

Pro urceni proteinové exprese v lidskych jaternich fezech jsem pouZzila metodu
Western blot (= imunoblot) umoZznujici identifikaci specifickych proteinti z komplexni
smési proteini extrahovanych z bunék. Soucésti techniky jsou tFi kroky — separace
bilkovin dle velikosti pomoci gelové elektroforézy, prenos na pevny nosi¢
(nitrocelulosovd membrana) a oznaceni a vizualizace cilového proteinu za pouZziti

primarni a sekundarni protilatky (Mahmood a Yang 2012).
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Tato metoda byla pfedstavena Towbinem a kol. v roce 1979 a stala se rutinni
technikou pro analyzu proteinli pouzivanou ve vyzkumnych laboratofich (Taylor a Posch

2014).

4.5.1 Priprava vzorku pro elektroforézu a Western blot

Zasobni roztoky pro Fedéni vzorku

- Zasobni lyza¢ni pufr (Tabulka 5) - Uchovavala jsem ho v mrazaku pii -20 °C. Pred
pouzitim jsem k 13 ml zasobniho lyza¢niho pufru pfidala 130 pl smési inhibitort proteas
(SIGMA) a 130 pl 100 mM PMSF, ktery jsem ziskala rozpusténim 17,42 mg/ml PMSF

v ethanolu. Takto upraveny lyza¢ni pufr jsem skladovala v lednici.

Tabulka 5 Zasobni lyzacni pufr

Konecna koncentrace Koncentrace zasobniho . i L,
. Pridané mnozstvi
slozky roztoku
50 mM Tris-HCI pH 7,4 M 50 ml
150 mM NacCl 8,766 g
10% glycerol 85% 117,65 ml
1% Triton X-100 100% 10 ml
2mM EDTA 0,58 g
2mM EGTA 0,76 g
40 mM B-glycerolfosfat 8,52 ¢
50 mM fluorid sodny 2,00¢g
10 mM pyrofosfat sodny 4,46 g
2mM DTT 0,3085 g
200 pM vanadi¢nan sodny 0,03678 g
redestilovana voda doplnit na objem 1 1

- Zasobni vzorkovy pufr (4xSDS) — Roztok jsem pfipravila podle Tabulky 6 a

uchovavala jsem ho v mrazéku pti -20°C.

Tabulka 6 Zasobni vzorkovy pufr (4xSDS)

Konecna koncentrace

Koncentrace zasobniho

Piidané mnoZstvi

slozky roztoku
200 mM Tris-HCI pH 6,8 1M 4 ml
40% glycerol 85% 9,41 ml
6%SDS 1,2¢g
0,2M DTT 0,617 g
0,1 g bromfenolova modf 0,1g
redestilované voda 20 ml
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Jaterni fezy v 1,5 ml mikrozkumavkach jsem jednotlivé zhomogenizovala
v lyza¢nim pufru krouzivym pohybem pomoci ty¢inkového homogenizatoru, poté jsem
z kazdého triplikatu vytvorila smésny vzorek. Homogenat jsem poté nechala stat na ledu
asi 20 minut. Vzorky jsem dale centrifugovala po dobu 10 minut pii 13 000 rpm (otackach
za minutu) v centrifuze vychlazené na 4°C. Po centrifugaci jsem odebrala supernatant a
zamrazila jej na -80 °C do dalsiho pouziti. Ve vySetfovanych vzorcich jsem poté stanovila

koncentraci bilkoviny pomoci metody s bicinchoninovou kyselinou (BCA).

4.5.1.1 Stanoveni bilkoviny pomoci bicinchoninové kyseliny

Pro stanoveni proteinové exprese bylo dilezité, abych ve vzorcich zjistila
mnoZstvi bilkoviny. Toho jsem docilila metodou, kterd vyuziva toho, ze proteiny reaguji
s méd’natymi kationty (Cu®") v alkalickém prostfedi. M&d’ se redukuje na Cu'*, které
vytvaii v prostfedi okolo pH 10 stabilni modrofialovy komplex s bicinchoninovou
kyselinou (BCA). Intenzita zbarveni je pfitom pfimo Umérnad mnozstvi bilkoviny
(absorbanci komplexu jsem méfila pii 562 nm) (Smith a kol. 1985).

Vytvoftila jsem si tedy kalibra¢ni pfimku. Na zacatek jsem si do mikrozkumavky
napipetovala 5 pl 20% BSA a doplnila ji do 1 ml destilovanou vodou — vznikl 0,1% roztok
BSA. Do dalsich Sesti 100 pl mikrozkumavek jsem postupné pipetovala jednotlivé
komponenty podle pfipraveného pipetovaciho schématu pro kalibracni pfimku (Tabulka
7).

Tabulka 7 Pipetovaci schéma pro kalibracni primku

Cislo Koncentrace Mnozstvi 0,1% dlz:z(;:‘s:;: é

mikrozkumavky | bilkoviny (ng/ml) roztoku BSA (ul) vody (pl)
: 5 0 100
2 200 20 80
3 400 40 60
4 600 60 40
5 800 80 20
5 1000 100 0

(napt. mikrozkumavka €. 2 s koncentraci bilkoviny 200 pg/ml obsahovala 20 ul 0,1% roztoku BSA a 80 pl
destilované vody)

Pro vzorky jsem si také nachystala Ctyfi mikrozkumavky a jelikoz se kompletni

vzorky Fedi 5x (tedy 1:4), vzala jsem vzdy 10 pl vzorku a ptidala 40 pl destilované vody.
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Nasledné¢ jsem si smichanim roztoku A (¢iry, NaHCO3, Na,CO3, BCA v 0,1 M
NaOH) a B (modry, 4% CuSO4*6H20) v poméru 50:1 pfipravila pracovni roztok C
(vznikne zeleny roztok). Potfebny objem reagencii jsem si vypocitala podle poctu vzorka.

Vsech deset mikrozkumavek s bilkovinou (pro kalibra¢ni ptimku a pro vzorky) a
pracovni roztok C jsem si rozpipetovala podle celkového pipetovaciho schématu

(Tabulka 8) do mikrotitracni desticky GAMA.

Tabulka 8 Celkové pipetovaci schéma aplikované na mikrotitracni desticku

KALIBRACNI PRIMKA VZORKY
1 2/3|4(5]6|7 10 pl 8191011 |12
A nafedéného
B 10 il bilkovi vzorku
C 1’: lk OVmi +200 pl
D z mi rovz umavky roztoku C
¢. 1
B +200 pl roztoku
C
Fl|v
G
H
Celkové mnozstvi Celkvover
. , . mnozstvi
v jedné jamce C
210 pl v jedné jamce
' 210 pl.

(Do sloupce 1 jsem napipetovala 10 pl bilkoviny z mikrozkumavky €. 1 a 200 pl pracovniho roztoku C a
udélala celkem osm paralelnich méfeni (A az H). Tento postup jsem zopakovala i pro ostatni koncentrace
v dalSich mikrozkumavkach. V ramci pipetovani vzorkd jsem do sloupce 7 napipetovala 10 pl natfedéného
vzorku a 200 pl pracovniho roztoku C, udélala jsem ale jen Ctyfi paralelni méteni.)

Po napipetovani komponentii jsem desticku promichala a nechala ji inkubovat
v termobloku (Thermomixer Comfort) pti 37°C po dobu 30 minut. Méfeni absorbance
jsem provadéla na spektrofotometru (TECAN).

Po zméfeni koncentrace bilkoviny ve vzorcich jsem si vypocetla nafedéni
jednotlivych vzorkil vzorkovym pufrem (4xSDS) a lyzaénim pufrem s inhibitory proteas.
Podminkou bylo, aby kazdy vzorek obsahoval koncentraci bilkoviny 1 pg/ul a SDS
tvoftilo ¢tvrtinu celkového objemu (vznik 1x SDS).

Naredéné vzorky jsem denaturovala pii 95°C, 5 minut a po zchlazeni na
pokojovou teplotu nanasela na gel. Tyto vzorky mohou byt pouzity opakované, v tom

pfipadé¢ se uchovavaji v mrazaku pii -20 °C i1 n€kolik mésict.
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4.5.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza za denaturujicich podminek

Polyakrylamidova gelova elektroforéza se vyuziva k separaci proteinti na zakladé¢
jejich molekulové hmotnosti. Zahtatim vzorku dochézi k jeho denaturaci a navéazani
dodecylsiranu sodného (SDS), ktery da proteinu zaporny naboj, ktery je ptimo umérny
hmotnosti. Po naneseni vzorku na gel a umisténi do elektrického pole, dochazi k migraci
proteini ke kladné elektrodé (anod¢). Behem migrace jsou proteiny separovany na
principu molekulového sita v polyakrylamidovém gelu (Al-Tubuly 2000; Garcia-
Descalzo a kol. 2012).

4.5.2.1 Priprava polyakrylamidového gelu

Zasobni roztoky pro elektroforézu

-4 M HCI — Do 150 ml redestilované vody jsem pfilila 88 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové (HCI) a doplnila vodou na 250 ml. Nadobu s roztokem jsem uchovévala
v lednici.

- Zasobni 40% roztok akrylamidu (AA) a bis-akrylamidu (bisAA) — roztok byl
dodany firmou Sigma a uchovavany v lednici

- 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8 — Navazila jsem si 18,5 g Trisu, déale jsem ptidala 75 ml
redestilované vody a nechala michat na magnetickém michadle do rozpusténi. Pomoci
4 M HCI jsem na pH-metru upravila pH na hodnotu 8,8 a doplnila v odmérné barnice do
100 ml redestilovanou vodou. Vysledny roztok jsem uchovavala v lednici.

- 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8 - Navazila jsem si 6 g Trisu, dale jsem ptidala 75 ml
redestilované vody a nechala michat na magnetickém michadle do rozpusténi. Pomoci
4 M HCI jsem na pH-metru upravila pH na hodnotu 6,8 a doplnila v odmérné banice do
100 ml redestilovanou vodou. Vysledny roztok jsem uchovavala v lednici.

- 10% SDS — Nejprve jsem si navazila 10 g SDS, ktery jsem rozpustila v 80 ml
redestilované vody. V odmérné bance jsem doplnila roztok redestilovanou vodou do 100
ml. Roztok jsem uchovévala pfi laboratorni teploté.

- koncentrovany elektrodovy pufr — Navazila jsem si 72 g glycinu, 15 g Trisua 5 g
SDS. VSechny tyto slozky jsem nechala rozpustit v 900 ml redestilované vody. Na
pH-metru jsem upravila pH na hodnotu 8,3 pomoci 4 M HCI. Roztok jsem doplnila
v odmérné baiice do 1000 ml. Nésledné jsem jej rozlila po 100 ml do plastovych nadobek

a dala zamrazit.
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- isobutanol nasyceny vodou — Smichala jsem si Cisty isobutanol a redestilovanou vodu.
V horni vrstvé se potom nachazel isobutanol nasyceny vodou, ktery jsem skladovala
v lednici.

- 10% roztok persiranu amonného (APS) — Tento roztok jsem piipravovala tésné pred
pouzitim tak, Ze jsem si navazila 15 mg persiranu amonného, ktery jsem rozpustila

v 250 pl redestilované vody.

Gely (obvykle jsem ptipravovala 4 gely) jsem si vzdy pfipravovala den piedem a
nechala je ve stojanku v chladici mistnosti.

Postupovala jsem tak, ze jsem si na pracovni plochu pfipravila nalévaci stojanek,
skla (tloustka 1,5 mm), skla se spacerem, spony a hiebeny. Skla s hiebeny jsem ditkladné
omyla detergentem, poté redestilovanou vodou, lihomethanolem a nechala ve svislé
poloze oschnout. Dvojici, sklo a sklo se spacerem, jsem pfiloZila k sob¢ a spojila sponami.
Nésledné jsem ji postavila na urenou gumovou podlozku v nalévacimu stojanku,
pfitlacila a ptichytila vrchnim kolikem. Do vytvofeného prostoru mezi obéma skly jsem
nanasela roztoky na ptipravu separacniho a zaostiovaciho gelu.

Separaéni (spodni) gel jsem pfipravovala v malé kadince, kam jsem postupné
pfiddvala jednotlivé komponenty (redestilovand voda, pufr 1,5 M Tris-HCI o pH 8,8,
roztok AA a bis-AA a 10%SDS). Dalsi roztoky jsem piidala ihned za sebou po iniciaci
polymerace a v digestofi, a to roztok APS a TEMED. SloZeni separa¢niho gelu jsem
uvedla v Tabulce 9.

Tabulka 9 Slozeni separacniho gelu

10 %- 4 gely; 1,5 mm

redestilovana voda 19,6 ml
pufr 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 10 ml
roztok AA+ bis AA 10 ml

10 % SDS 0,4 ml

iniciace polymerace

roztok APS 400 pl
TEMED (digestor) 32 ul

Cely roztok na spodni gel jsem nechala promichat na magnetickém michadle a

pipetou jsem ho opatrné nanesla mezi skla do vysky cca 4,5 cm od spodniho okraje. Dale
jsem ho opatrné pievrstvila isobutanolem nasycenym vodou (na povrch kazdého gelu cca

200 pl) a nechala polymerovat 60 minut. Poté jsem opatrné slila isobutanol, povrch gelu

37



opatrné oplachla vodou a prostor mezi skly vysusila filtracnim papirem. Dévala jsem
pozor, abych se nedotkla spodniho gelu.

Dalsim krokem bylo namichat si roztok na zaostfovaci (vrchni) gel. Slozeni
zaostfovaciho gelu je podobné jako u separac¢niho, ale misto pufru 1,5 M Tris-HCI o pH
8,8 jsem pouzila pufr 0,5 M Tris-HCI o pH 6,8. Déle se li§i pomérem jednotlivych slozek

a vyslednou koncentraci gelu (Tabulka 10).

Tabulka 10 SloZeni zaostrovaciho gelu

4 %- 4 gely; 1,5 mm
redestilovana voda 12,84 ml
pufr 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 5ml
roztok AA+ bis AA 1,96 ml
10 % SDS 0,2 ml
iniciace polymerace
roztok APS 400 pl
TEMED (digestor) 32 ul

Cely roztok jsem nechala promichat na magnetické michacce a ihned ho
napipetovala mezi skla na spodni gel (po horni okraj krat§iho skla). Nyni jsem opatrné
zasunula hieben az po drazky a nechala polymerovat min. 30 minut pfi laboratorni teploté.
Po celou dobu polymerace jsem kontrolovala gely, zda béhem tuhnuti nevytékaji ze
stojanku. Po 30 minutach jsem stojanky s gely uloZila do chladici mistnosti do druhého

dne.

4.5.2.2 Prubeéh elektroforézy

Bé&hem celého procesu elektroforézy jsem pracovala v nitrilovych rukavicich. Pro
potieby elektroforézy jsem si vytdhla naredéné vzorky a denaturovala je v predehfatém
termobloku po dobu 5 minut pii 95°C. Po uplynuté této doby jsem je vlozila do
polystyrénové nadoby, kterou jsem do poloviny naplnila ledem.

Na pracovni plochu jsem si také ptfinesla sestavu na elektroforézu (vyrovnavaci
nadrzka, stojanek na elektroforézu, napéjeci zdroj, elektrody), stojanky s gely, vanicku
s ledem a elektrodovy puft.

Gely jsem vytahla ze stojanku, oplachla je pod tekouci vodou a s opatrnosti z nich
vytahla hebeny. Jamky jsem proplachla destilovanou vodou. Do pfipraveného stojanku

na elektroforézu (moznost provadét elektroforézu az ¢tyt geltl) jsem vlozila skla s gelem,
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pti¢emz kratsi sklo sméfovalo dovnitf stojanku, pfitlacila na tésnéni a pfitdhla je sponami.
Stojanek jsem vlozila do vyrovnavaci nadrzky.

Do vnitiniho elektrodového prostoru jsem nalila elektrodovy pufr, pii¢emz byly
gely zcela ponofeny a zaroven jsem davala pozor, aby pufr neodtékal do vyrovnéavaci
nadrzky. Pro kazdou dalsi elektroforézu jsem si tento wvnitini elektrodovy pufr
pfipravovala nové ze zdsobniho elektrodového pufru.

Vnéj$im elektrodovym pufrem jsem vyplnila vyrovnavaci nadrzku az po rysku
urcenou pro elektroforézu Ctyi gelt. Tento pufr jsem pouzivala 1 na dalsi elektroforézy,
tedy opakované.

Do stojanku se dvéma gely jsem usadila nanaseci blok s jamkami, ktery mi
pomohl naznacit cestu pipetovani.

Do krajnich jamek jsem po promichéni pipetovala 5 pl molekulového
standardu (All-blue). Molekulovy standard obsahuje smés modie zna¢enych proteinti o
rizné, ale znamé molekulové hmotnosti. Denaturované vzorky jsem promichala na
vortexu a opatrné pipetovala (25 pl) do jamek. Jelikoz jamek (10 jamek) bylo vice nez
vzorkl (pét - rifampicin, B-naftoflavon, farnesol, cis-nerolidol, frans-nerolidol; dvakrat
molekulovy standard), do zbyvajicich jsem po promichani napipetovala 25 pl 1x SDS
pufru, ktery je zfedény vodou.

Vyrovnavaci nadrzku jsem uzavtela vikem s elektrodami a pfenesla do vanicky
s ledem. Sestavu pro elektroforézu jsem ptipojila k napdjecimu zdroji, nastavila napéti na
hodnotu 90 V a spustila. Takto elektroforéza probihala asi 30 min, resp. do t¢ doby, kdy
vzorky prekonaly rozhrani mezi obéma gely, v tuto chvili jsem napéti zvysilana 150 V a
nechala dokoncit elektroforézu (asi dal§ich 30 minut, resp. dobu, kdy celo prekonalo
spodni zeleny okraj stojanku).

Nasledné jsem vypnula zdroj a odstranila viko s elektrodami. Stojanek jsem
vytahla z vyrovnavaci nadrzky, elektrodovy pufr z vnitini ¢asti vylila do vylevky a
elektrodovy pufr z vnéjsi ¢asti uchovala pro dalsi pouziti v lednici. Dale jsem povolila
spony, vytahla skla s gely a pomoci zeleného klinku jsem rozeviela skla. Odftizla jsem gel
od spacert, odstranila horni zaostfovaci gel a u separacniho gelu odfizla dolni ¢ast
s barvivem. VSechny komponenty pouzité pii elektroforéze jsem dikladné umyla, osusila

a uklidila.
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4.5.3 Western blot

Western blot se pouziva k oddéleni a identifikaci proteini ve smeési, kterd se
separuje na zakladé¢ molekulové hmotnosti gelovou elektroforézou. Nasledné jsou
proteiny pfeneseny na povrch membrany. Membrana se poté inkubuje s protilatkami
specifickymi pro pozadovany protein. Nenavazané protilatky se nasledné vymyji a na
povrchu membrany jsou proteiny detekovany znacenymi sekundarnimi protilatkami
(Mahmood a Yang 2012).

Cely proces Western blotu jsem realizovala podle navodu inspirovaného, jak jiz

bylo zminéno, protokolem od Towbina a kol. 1979.

4.5.3.1 Prubéh Western blotu

Zasobni roztok na Western blot

- Blotovaci pufr — navazila jsem si 6,06 g 25 mM Trisu a 28,8 g 192 mM glycinu a
rozpustila je v 500 ml redestilované vody. Dale jsem pfidala 400 ml methanolu a
v odmérné bance doplnila do 2000 ml redestilovanou vodou. Roztok jsem pielila do 1 1

lahve, kterou jsem uchovavala v lednici.

V dal§im kroku jsem si pfipravila plastové krabicky (Ctyfi na jeden gel), ldhev
s blotovacim pufrem, nitrocelulosovou membranu, silny filtracni papir, blotovaci systém
Trans-Blot Turbo s dvéma kazetami a propisovaci tuzku.

Ofiznuty gel, ktery jsem si takto po elektroforéze upravila, jsem vloZzila do
plastové krabicky s blotovacim pufrem. Do dalsi krabic¢ky jsem do pufru nalozila i jednu
nitrocelulosovou membranu a do dalSich dvou tlusté filtracni papiry. Ve jsem nechala
v blotovacim pufru 20 minut. Jelikoz jsem méla Ctyti gely, opakovala jsem tento postup
jeste 3x.

Vzala jsem si jednu kazetu z blotovaciho systému, kterou jsem polila malym
mnozstvim blotovaciho pufru a zacala vrstveni (odspodu smérem nahoru) — silny
filtra¢ni papir, nitrocelulosova membrana, gel (ten jsem opatrné od stfedu do stran
uhladila, aby se mezi membranou a gelem netvofily bublinky) a dalsi silny filtra¢ni
papir. Nakonec jsem cely kominek opét opatrné uhladila. Do jedné kazety se vesly takto
pfipravené dva gely. Poté jsem na kazetu polozila vicko a tim ji uzaviela. Ob¢ kazety
(Ctyti gely) jsem vlozila do blotovaciho systému. Na obrazovce jsem vybrala moznost

,List”, ,,BioRad defined, dale ,,2 MINI ¢i 1 MIDI* a nastavila jsem tloustku gelu na
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1,5 mm. Délku blotovani jsem nastavila na 20 minut a stiskla tlacitko ,,Run®. Poslednim
parametrem bylo nastaveni Suplika s kazetami. Jelikoz jsem méla dvé kazety, vybrala
jsem moznosti ,,A:Run* a ,,B:Run®. Timto jsem spustila blotovani.

Po dobéhnuti blotovani jsem kazdou kazetu velmi opatrné oteviela. Nadzvedla
jsem filtra¢ni papir a zkontrolovala, zda se barva z molekulového standardu ptenesla na
membranu. Na membranu jsem si propisovaci tuzkou vyznacila nejvyraznéjsi
prouzky molekulového standardu, tj. 25, 37, 50, 75, 100 kDa. Nejvyraznéjsi je 75 kDa,
od toho se urcuji ostatni.

Kazety jsem poté oplachla redestilovanou vodou a nechala je osusit.

4.5.3.2 Detekce proteinii pomoci chemiluminiscence

Zasobni roztoky pro detekci proteini
- 0,1 M Tris pufr, pH 8,0 —navazila jsemsi 12,11 g Trisu, ktery jsem rozpustilav 800 ml
redestilované vody. Pomoci 4 M HCI jsem upravila pH roztoku na hodnotu §,0.
V odmérné baiice jsem ho doplnila redestilovanou vodou na 1000 ml. Vysledny roztok
jsem uchovéavala v lednici.
- TBST — navazila jsem si 8,77 g NaCl a rozpustila jej v 300 ml redestilované vody.
Ptidala jsem 3 ml detergentu Tween 20 a dalsich 100 ml 0,1 M Tris pufru o pH 8,0.
Roztok jsem doplnila do 1000 ml redestilovanou vodou a uchovévala ho v lednici.
- primarni protilatky — zasobni protilatky jsem dle instrukci vyrobce ziedila TBST
pufrem s 1% BSA. Skladovala je v mrazéku a v ptipadé pouziti je v€as vyndala a nechala
rozmrazit.

o Kirali¢i polyklonalni protilatka proti kalnexinu (ABCAM)

o Krali¢i polyklonélni protilatka proti CYP3A4 (NOVUS BIOLOGICALS)

o Krali¢i polyklonélni protilatka proti CYP2CS, 2C9, 2C19 a 2C12 (ABCAM)

o Krali¢i monoklonalni protilatka proti CBR1 (ABCAM)

o Kozi polyklonalni protilatka proti AKR1C3 (ABCAM)
- sekundarni protilatky - zasobni protilatky jsem dle instrukci vyrobce ziedila TBST
pufrem s 1% BSA. Skladovala je v mrazéku a v ptipadé pouziti je v€as vyndala a nechala
rozmrazit.

o Hovézi protilatka proti kozimu IgG konjugovana s kienovou peroxidasou (SANTA

CRUZ BIOTECHNOLOGY)
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o Hovézi protildtka proti krali¢imu IgG konjugovana s kienovou peroxidasou

(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY)

Pro naslednou detekci proteinil jsem si rozstithala membrany na prouzky, podle
toho, jaké proteiny jsem detekovala. V horni ¢ésti (fez tésn€ nad 75 kDa) jsem detekovala
kalnexin, ve stiedni ¢asti (fez kousek nad 37 kDa) jsem sledovala expresi CYP3A4 nebo
CYP2C, ve spodni ¢asti (pod 37 kDa) jsem detekovala CBR1 nebo AKR1C3 (Obrazek
9).

kDa

100 = Kalnexin

75 e - ———
i CYP3A4 CYP2C

cr

25 = CBR1 AKR1C3

Obrazek 9 Naznaceni pozic pro rozstiithani membran na prouzky

Nastfizené prouzky membrany jsem vkladala do jednotlivych oznaenych 50 ml
plastovych zkumavek. Plastové zkumavky jsem si pfedem navlhéila redestilovanou
vodou. Membranu jsem pinzetou srolovala do krouzku a pfenesla na sténu plastové
zkumavky. Nasledn€ jsem stfiCkou nalila redestilovanou vodu do zkumavky, lehce
pokyvala a vodu vylila, tohle jsem opakovala 3x.

Po oplachnuti jsem do plastovych zkumavek s membranami nalila 5% roztok
mléka v TBST pufru v mnozstvi asi 50 ml, plastovou zkumavku jsem umistila na roler
a nechala membrany blokovat asponi 2 hodiny. Poté jsem slila roztok mléka, plastovou
zkumavku opléchla redestilovanou vodou, membranu nechala lehce okapat.

Nasledovala inkubace s primarni protiliatkou pfes noc, béhem které musely byt
plastové zkumavky na roleru v chladici mistnosti. Druhy den jsem slila primarni
protilatku zpét do jeji zkumavky a dala zamrazit. Nasledovalo oplachovani membran
TBST pufrem, a to 4x po 15 minutach — vzdy na roleru.

Dal8im krokem byla inkubace membrany se sekundarni protilitkou znacenou
kienovou peroxidasou (HRP) po dobu 1 hodiny a 30 minut. Déle jsem opét proplachovala
membrany TBST pufrem 4x po 15 minutach.

Do temné komory jsem si pfipravila fotomisky s vyvojkou, ustalovatem, 2x
s destilovanou vodou a 1x s3% kyselinou citronovou, 1x misku na inkubaci se

substratem, 2x kazety na vyvolavani, RTG filmy, pinzetu, fotopinzetu, ubrousky, niizky,
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rukavice, popisova¢, eurofolii, pipetu (1 ml) se Spickou a kyvacku s plastovymi
zkumavkami.

Kazety jsem vyttela Cistym lihem. Pro detekci jsem pouzila substrat ECL Prime
Western Blotting detection reagent vyuzivany v ptipad¢ pouziti sekundarnich protilatek
s navazanou kienovou peroxidasou. Substrat obsahoval roztoky A a B, které jsem
smichala v poméru 1:1. Mikrozkumavku se substraitem jsem zabalila do alobalu a
udrzovala ji ve tmé do Casu pouziti.

Dalsi postup se udal v temné komoie pod ochrannym svétlem, kde jsem si
nastfihala potfebny pocet RTG filmu a vlozila je do kazet. Pfitom jsem davala pozor,
abych se jich zbyte¢n¢ nedotykala, dotyk pouze na rohu. Nastiihala jsem si také eurofolii
na vhodnou velikost.

Z plastové zkumavky jsem pinzetou vytdhla membranu, kterou jsem nechala
okapat a ptenesla ji do misky. Nasledn€ jsem na celou plochu membrany napipetovala
pfipraveny substrat a nechala cca 5 minut pii tlumené svétle inkubovat (sledovala jsem,
jestli jsou prouzky ve tmé pekné vidét). Poté jsem membrany lehce okapala, pfenesla na
eurofolii, zabalila a otfela ptrebytecnou vlhkost. Eurofolii s membrdnami jsem pienesla
do kazety a polozila na né¢ RTG film. Velmi opatrné, aby nedoslo k posunuti filmu, jsem
kazety uzavfela. Nechala jsem je exponovat 3 — 20 minut v zavislosti na intenzité
chemiluminiscence.

Zahy po expozici jsem fotopinzetou uchopila film za roh a ponofila jej do vyvojky
a za neustalého kyvani jsem pozorovala, kdy se zacnou objevovat prvni prouzky. V tu
dobu jsem zastavila vyvijeni ponofenim do 3% roztoku kyseliny citronové (stacilo par
oplachnuti), poté do destilované vody, do ustalovace, kde jsem neustalym kyvanim misky
pozorovala, kdy film za¢ina Cernat. Poslednim krokem bylo dal$i ponoteni do destilované
vody. Mokry film jsem nechala oschnout a zachazela s nim opatrnég, protoze byl nachylny
na poskrabani. Po chvilce jsem popisovacem popsala vSe potiebné a filmy uschovala.
Membrany v eurof6lii jsem ulozila do mrazaku v ptipade, kdybych je chtéla znovu
pouzit. Kazety jsem i po pouziti vytiela ¢istym lihem. Nasledn¢ jsem uklidila pracovisteé

v temné komore.
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4.6 STANOVENI GENOVE EXPRESE

Stanoveni genové exprese jsem realizovala pomoci kvantitativni polymerasové
Fetézové reakce v realném case s pouZzitim reverzni transkripce (RT-qPCR).
Metoda real-time PCR (neboli PCR v realném c¢ase) se lisi od klasické PCR tim,
ze tvorbu produkti 1ze sledovat v pritbéhu procesu v redlném cCase a neni tedy potieba
jejich nasledna elektroforeticka detekce. Vyuziva se zvySeni intenzity fluorescencniho
signalu generovaného interkala¢nim barvivem nebo rozpadem sondy znacené barvivem
béhem amplifikace cilové sekvence. Intenzita fluorescenc¢niho signélu je pfimo iimérna
poctu amplifikovanych molekul DNA (Beranek 2016; Stephenson 2016).
Real-time PCR umoziuje kvantifikovat mnozstvi vySetfovaného templatu DNA.
Tato metoda je Casto dopliiovana i reverzni transkripcei pro stanoveni genové exprese
v biologickém materialu. Hodnoceni se provadi v exponencialni fazi, kdy esovita kiivka
protind mez detekce, tzv. threshold. Cyklus, ve kterém dochazi k protnuti meze detekce,

se nazyva threshold cycle (C;) (Beranek 2016).

4.6.1 Izolace RNA

Jaterni fezy (jednotlivé vzorky) byly po inkubaci s testovanymi latkami ulozeny
do mikrozkumavek naplnénych 500 pl Trizolu a uloZeny do hlubokomraziciho boxu (-
80°C).

Trizol (soucdst TRI reagentu) je specifickou smési fenolu a
guanidinisothiokyanatu a umoziuje selektivni izolaci celkové RNA (tRNA, rRNA,
mRNA, mikroRNA), DNA a proteint z bun¢k ¢i tkani. Béhem homogenizace tkané je
tak zachovana integrita RNA. Pfi separaci, kdy se pfidava chloroform a nasleduje
centrifugace, se smés rozdeli na vodnou a organickou fazi, pficemz RNA se nachazi
vyluéné v horni vodné fazi. Naslednym selektivnim vysrdZenim RNA pomoci
1sopropanolu dochazi k izolaci ¢isté RNA (Chomczynski a Sacchi 2006; Tan a Yiap
2009).

Pfed samotnym zahdjenim izolace jsem si oSetfila pracovni plochu detergentem
RNaseZAP, vychladila centrifugu na 4°C a po dobu 30 minut nechala UV zafenim
vysvitit box pro praci s RNA. Po celou dobu procesu jsem méla na sobé rukavice, protoze

s ribonukleasami (RNasa) je potieba pracovat €isté a rychle.
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Vzorky tkané¢ jsem homogenizovala pomoci kulickového homogenizatoru. Do
kazdého vzorku jsem pfidala jednu odmérku kuli¢ek, vzorky jsem vlozila do
homogenizatoru a nechala je homogenizovat po dobu 40 s pfi 6 m/s. Poté jsem je vyndala
a nechala 5 minut stat pti laboratorni teploté. Ke kazdému vzorku jsem piidala 100 pl
chloroformu a tiepala 15 sekund v ruce celym stojankem. Déle jsem vzorky nechala stat
2-3 minuty pfi laboratorni teploté a nasledné jsem je stocila ve vychlazené centrifuze na
4°C po dobu 15 minut na 12 000g.

Opatrné jsem piepipetovala horni vodnou fazi do novych 1,5 ml mikrozkumavek
a davala pozor, aby nedoslo k promichani mezifaze nebo dolni organické faze a nedoslo
tak ke kontaminaci genomovou DNA a proteiny.

K ptepipetované horni vodné fazi jsem ptidala 250 pl isopropanolu, intenzivné
v ruce protiepala a nechala stat pfi laboratorni teploté 10 minut. Nasledné jsem vzorky
sto¢ila ve vychlazené centrifuze (4°C) 10 minut pfi 12 000g (mikrozkumavky jsem si
poskladala otevirdnim ke stfedu, abych v pfipadé neviditelnosti pelet odhadla jejich
polohu).

Poté jsem odstranila supernatant a omyla peletu 0,5 ml 75% ethanolu, ktery jsem
si natedila z absolutniho ethanolu DEPC vodou. Nasledné jsem pofadné protiepala
mikrozkumavky a stocila je na 5 minut pii 7 500g ve vychlazené centrifuze (4°C). Pomoci
sklenéné pipety jsem velmi opatrné odsala supernatant, pfi¢emz jsem si davala pozor, aby
nedoslo k odsati pelety, ktera by mohla byt prihledna.

Dale jsem nechala peletu susit na vzduchu v oteviené mikrozkumavce po dobu
ptiblizn€ 10 minut (v ptipadé brzkého zprihlediovani pelety bylo nutno zahajit dalsi krok
rozpu$téni 1 dfive). Rozpusténi pelety jsem provedla v 40 ul DEPC vody a dikladné
promichala na vortexu. Nasledné jsem nechala vzorky stat 5 minut pfi laboratorni teplot¢,

promichala jesté jednou a uloZila je na led.

4.6.2 Meéreni koncentrace a ¢istoty vzorku

Me¢éfeni koncentrace a Cistoty RNA vzorkdl jsem realizovala na pfistroji
NanoDrop. Nejprve jsem si ocistila hroty pfistroje napipetovanim 2 pl redestilované
vody a spustila jsem v pocitaci program NanoDrop. Poté jsem horni a dolni hrot osusila
buni¢inou. V programu se mi oteviela tabulka a ja jsem méfeni nastavila na méfeni RNA.
Nyni jsem opét na spodni hrot pfistroje napipetovala 2 pl vody, kterd predstavovala blank,

a zapocala méfeni. Po skonceni jsem opét oba hroty ditkladné ocistila buni¢inou. Na
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vortexu jsem si promichala jednotlivé vzorky a nandSela je po 2 pl. Pied kazdym
méfenim jsem si v programu zapsala, o ktery vzorek se jedna. Nasledné jsem si celou
tabulku s vysledky pfenesla na flash disk.

Udaje, které mne v tabulce zajimaly: koncentrace, &istota I a &istota II. Cistota
I (kontaminace proteiny) ukazuje pomér absorbanci DNA a proteint, ktery by mél byt >
1,8 (A260 (DNA)/A280 (proteiny)). Cistota II pojednava o kontaminaci fenolem a jeho
hodnota by se idedln¢ méla blizit 2. Vzorky jsem nasledn¢ oSetiila DNasou, nebo jsem

je ulozila do hlubokomraziciho boxu k pozdéjSimu zpracovani.

4.6.3 OsSetifeni DNAsou

Zasobni roztoky pro oSetieni DNAsou

- 0,5 M EDTA s pH 8,0 — Navazila jsem si 18,61 g ethylendiamintetraacetdtu (EDTA),
ktery jsem rozpustila v 80 ml DEPC vody a ptidala 2 g hydroxidu sodného (NaOH).
Béhem méfeni pH jsem roztok michala a postupné ptidavala NaOH, dokud nedoslo
k rozpusténi EDTA (okolo hodnoty blizici se pH 8). Poté jsem doplnila kadinku do
100 ml.

- 0,1 M EDTA s pH 8,0 — Zasobni roztok 0,5 M EDTA o pH 8,0 jsem si natedila
redestilovanou vodou v poméru 1:4.

- DEPC voda — 1 1 redestilované vody jsem oSetfila 1 ml 0,1% (v/v) diethylpyrokarbonatu
(DEPC), protiepala, nechala stat pifes noc a nasledné vysterilizovala v autoklavu pfi

120°C 20 minut.

Osetfeni vzorkiht RNA DNAsou umoziuje selektivni Stépeni pouze DNA a
odstranuje ptipadnou kontaminaci vzorkii genomovou DNA.

Z naméfené koncentrace RNA jsem vypocitala objem kazdého vzorku, ktery
obsahuje 10 ng RNA, a objem DEPC vody, ktery musim pfidat, aby byl celkovy objem
této smési 26 pl. Pak jsem pfipravila mastermix obsahujici DNasu a pufr v poméru 1:3.
Objem mastermixu odpovidal poctu vzorkl zvétSeného o 1-2.

Mikrozkumavky se vzorky jsem promichala a nechala inkubovat ve stolnim
termobloku po dobu 25 minut pii 37°C s tftepanim 500 rpm (otdcky za minutu). Nasledné
jsem ptidala 1,5 pl 0,1 M EDTA a inkubovala dal§ich 10 minut pii 75°C (inaktivace
DNAsy). V poslednim kroku jsem napipetovala 18,5 pl DEPC vody do kazdé

mikrozkumavky. Vyslednd koncentrace oSettené RNA je 0,2 pg/ul a je pfipravend na
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reverzni transkripci. RNA oSetfend DNasou byla uchovavéana v hlubokomrazicim boxu

pfi -80°C.

4.6.4 Reverzni transkripce

Reagencie pro reverzni transkripci

- reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript II (NEB)

- reakéni pufr — reakéni puftr je dodavam spolu s reversni transkriptasou
- DTT - 10x fedény, také dodavam spolu s reversni transkriptasou

- smés deoxynukleotidi (ANTPs)- koncentrace kazdého byla 5 mM

- RNAselIN- inhibitor ribonukleasy (RNasa)

- oligonukleotidy - nahodné hexamery (GENERI BIOTECH)

- DEPC voda

Reverzni transkriptasa (replikacni enzym retroviril) pfepisuje primarni
sekvence nukleotidi RNA do struktury DNA v ptitomnosti v§ech ¢tyt deoxynukleotida
(deoxyadenosintrifosfat (dATP), deoxycytidintrifosfat (dCTP), deoxyguanosintrifosfat
(dGTP) a deoxythymidintrifosfat (dTTP)) za dobie definovanych podminek. Vysledkem
je jednotetézcova DNA znamd jako komplementdrni DNA (¢DNA), ktera je stabilnéjsi.
RNA je totiz nachylnéjsi k degradaénim procesim katalyzovanym RNasami i béhem
skladovani. Analyzou cDNA dostaneme spolehlivéjsi informace o molekulach RNA
nachdzejicich se ve vzorku (Beranek 2006; Haddad a Baldwin 2010).

Ptipravila jsem si smes vzorkli do mikrozkumavek (5 pl RNA fedéné na 0,2 pg/ul
a 1 pl ndhodnych hexamerti). Vzorky jsem promichala a nechala stocit. Po zapnuti PCR
termocykléru (BIO-RAD) jsem do négj vloZila mikrozkumavky se smési a nechala je
zahfat na 65°C po dobu 5 minut. Poté jsem zmackla moZnost ,Pause”, vytdhla
mikrozkumavky, které jsem vloZila do chladiciho stojanku a mirn¢ je stocila.

Bé&hem zahiivani jsem si pfipravila mastermix ,,RT+* (Tabulka 11) podle poctu
vzorkl (+1-2 navic): - 4 pl 5x fedéného pufru, 2 ul DTT, 4 ul dNTPs, 0,5 ul RT a 3,5 pl
DEPC vody.
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Tabulka 11 Slozeni mastermixu RT+

RT+
4 ul pufr 5x fedény
2u DTT
4 ul dNTPs
0,5 ul RT
3,5 ul DEPC vody

Do mikrozkumavek se vzorky jsem po stoCeni ptidala 14 pl mastermixu RT+,
promichala, stocila a dala zpatky do PCR cykléru ptedehiat na 10 minut pii 25°C, poté
na 50 minut pii 42°C (syntéza cDNA) a nasledn¢ 20 minut na 65°C (denaturace RT).

Po reakci jsem do smési ptidala 80 pl redestilované vody, pricemz jsem cDNA
ziedila 5x. Do nésledujicich reakci jsem piidavala 5 pl fedéné cDNA — a tedy 5 pl
odpovida 50 ng RNA.

V piipad€ uchovavani cDNA jsem zachovala skladovaci teplotu -20°C.

4.6.5 Kvantitativni PCR v realném case

Reagencie pro kvantitativni PCR v realném case

- qPCR kit xCEED (BIOTECH) — smés SYBR Green I 2x koncentrovany (2x SG mix)
obsahujici DNA polymerasu, dNTPs, pufr a barvivo SYBR green |

- forward (F) primer — fedény na koncentraci 5 uM

- reverse (R) primer — fedény na koncentraci 5 uM

- redestilovana voda

- Fedéna cDNA (1:4) z minulého kroku

Sekvence pouzitych primeril jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12 Pouzité primery

Gen F primer R primer
CYP1A2 | CTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGA GCAGTCTCCACGAACTCATGAG
CYP2C TTTGGGATGGGGAAGAGGAG GGAGCACAGCCCAGGAT
CYP2B6 CAGCTTCCGAGGGTACATCA AGGATTGAAGGCGTCTGGTT
CYP3A4 | CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG CTGGTGTTCTCAGGCACAGA
CBRI1 TTGGTACCCGAGATGTGTGC CTTGGGGTTTTATTAGAGGGAG
AKRIC ATGAGGAGCAGGTTGGACTG GCTTTGAAGTGTAGAATATGTCTTCT
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Nejprve jsem si zapnula systém pro real-time PCR (THERMO SCIENTIFIC) 30
minut pfedem. Do dvou 0,5 ml mikrozkumavek jsem napipetovala mastermix pro cilovy
a mastermix pro referencni gen. Piipravu mastermixii pro qPCR, kde finalni koncentrace
primerd je 250 nM, jsem realizovala pomoci Tabulky 13. Oba pouzité¢ primery byly

pfedem ovéfené (kontrola u€innosti, Cistoty, koncentrace) a smichané v mikrozkumavce.

Tabulka 13 Slozeni obou SYBR Green I mastermixit (MM) pro gPCR

MM pro referencni gen (1x) | MM pro cilovy gen (1x)
voda 4,2 ul 4,2 ul
2x SG mix 10 ul 10 ul
smés primeru (F+R) 0,8 ul 0,8 ul
celkem 15 ul 15l

(V pripadé méfeni tii vzorktl, bude vypocet vypadat nasledovné: 3 vzorky v duplikatu + 1 vzorek
navic kvili pipetovaci chybé€ a 1x NTC (no template control, kde misto cDNA je voda) — celkove
tedy 8 x)

Smés obou mastermixil jsem rozpipetovala do 96-jamkové desticky po 15 ul dle
schématu uvedeného v tabulce 14 a 15 (mikrozkumavky se vzorky byly v duplikatech).
Poté jsem do kazdé jamky obsahujici vzorek dala 5 pl ¢cDNA (fedéna 1:4) a do jamky

obsahujici kontrolu 5 pl vody (1x pro cilovy gen a 1x pro referencni gen).

Tabulka 14 Pipetovaci schéma jamek pro cilovy gen (CYPIA2, CYP2B6, CYP2C, CYP3A4,
CBRI nebo AKRIC)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 NTC kontrola
15 pl MM 15 pl MM 15 Wl MM 15 pl MM
s cilovym genem s cilovym genem s cilovym genem s cilovym genem
+5 ul vzorku 1 +5 pl vzorku 2 +5 pl vzorku 3 +5 ul vody

Tabulka 15 Pipetovaci schéma jamek pro referencni gen (GAPDH:SDHA)

Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 3 NTC kontrola
15 pl MM s ref. 15 pl MM s ref. 15 ul MM s ref. 15 ul MM s ref.
genem genem genem genem

+5 ul vzorku 1 +5 ul vzorku 2 +5 ul vzorku 3 +5 ul vody

Takto ptfipravené desticky jsem si uzaviela specidlni folii, stoCila v centrifuze a

dala do PCR cykléru. Spustila jsem program a zapocala méfeni. Béhem méfeni jsem
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kontrolovala pribéh fluorescenénich kiivek (amplifikacnich) a kiivky tani. Nastaveny
pocet cykli byl 40 a méteni trvalo 1 h 10 minut.

Naméfena data jsem exportovala do programu Microsoft Excel a podle metody
,comparative C¢ jsem provedla vypocty (Schmittgen a Livak 2008):

,,comparative Ce: 21 - (ACt (cilovy gen) = ACt (referen¢ni gen)).
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5. VYSLEDKY

5.1 MODULACNI UCINEK CIS-NEROLIDOLU, TRANS-
NEROLIDOLU A FARNESOLU NA PROTEINOVOU EXPRESI
VYBRANYCH ENZYMU 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

Realizaci denaturujici elektroforézy s naslednym Western blotem jsem zjistovala
proteinovou expresi Ctyf enzymi 1. faze biotransformace u péti pacienttl, jejichz vzorky
byly ovlivnéné témito latkami - cis-nerolidol (¢cNER), trans-nerolidol (tNER), farnesol
(FAR), rifampicin (RIF) a B-naftoflavon (BNF). Mezi studované enzymy patfily dvé
isoformy cytochromu P450 (CYP3A4 a CYP2C), karbonylreduktasa 1 (CBR1) a
aldo-ketoreduktasa 1C3 (AKR1C3). RIF a BNF slouzily jako pozitivni kontroly.

Jaterni fezy byly se studovanymi latkami inkubovany v koncentraci 10 pM (u
pacienta ¢. 16 cis-nerolidol a trans-nerolidol i v koncentraci 30 pM - ¢cNER30 a
tNER30) pii 37°C po dobu 24 hodin. U pacienta ¢. 16 nebyly jaterni fezy inkubovany s
FAR a BNF.

Filmy, které jsem ziskala pfi chemiluminiscenéni detekci proteint, jsem si
nasnimala pomoci ptistroje GelDoc XR do pocitace. Denzitu jednotlivych prouzki jsem
vyhodnocovala v programu ImageJ 1.51w. Denzita prouzku poskytuje informaci o
mnozstvi exprimovaného proteinu jednotlivych enzyml vzhledem k denzité prouzku
stabilné exprimovaného proteinu, kalnexinu (K). Jedna se o konstitutivné exprimovany
protein endoplasmatického retikula. Kalnexin jsem tedy brala jako kontrolu nanaSeni a to
pro cytosolické 1 mikrosomélni enzymy, protoZze jsem pracovala s tkanovym
homogenatem, ktery vznikl po zpracovani (homogenizaci) jaternich fezli po inkubaci se
studovanymi latkami.

ProtoZze jsem vramci Western blotu pro kazdy stanovovany enzym d¢lala
opakovani, méla jsem hodnoty ze dvou bloti (plati i pro protein kalnexin). Vyhodnoceni
jsem provadéla jako pomér denzity prouzku vybraného enzymu k denzité prouzku
kalnexinu ze stejného blotu (stejné 1 pro druhy blot). Ziskala jsem tedy dvé hodnoty
exprese daného enzymu (pro oba bloty), které jsem zprimérovala a vypocetla z nich
smérodatnou odchylku. Kontrolnimu vzorku, ktery nebyl ovlivnén zadnou latkou, jsem
poté piitadila hodnotu 1,0 a k ni vztahovala hodnoty exprese dalSich ovlivnénych vzork.

Vzorové vyhodnoceni proteinové exprese lze vidét nize (Tabulka 16 a 17) spolu
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s ukazkou ziskanych blotl (Obrazek 10 a 11). V dalSich podkapitolach uvadim vysledky
vlivu vybranych latek na proteinovou expresi vSech studovanych enzymt vyjadiené

formou relativni exprese.

K RIF BNF FAR tNER cNER
A - BLOT1
—— e —— BLOT 2

Obrazek 10 Ukdzka blotit pro kalnexin u pacienta ¢. 9

RIF BNF FAR tNER cNER
s - BLOT1

K
 ——
—— s BLOT 2

Obrazek 11 Ukazka blotii pro CYP2C u pacienta ¢. 9

Tabulka 16 Vypocitané hodnoty denzit jednotlivych prouzkii pro kalnexin a CYP2C u pacienta

¢ 9
BLOT1 | BLOT?2 BLOT1 | BLOT2
(denzita) | (denzita) (denzita) | (denzita)
KALNEXIN K 941494 | 9977,52 | CYP2C K 9321,99 | 8015,30
RIF | 9358,69 | 11 226,75 RIF 10 805,77 | 6542,45
BNF | 9251,82 | 5117,85 BNF 5079,39 | 6678,05
FAR | 9521,51 | 8608,87 FAR | 7813,78 | 6 752,65
tNER | 9241,34 | 7 722,25 tNER | 7991,67 | 4798,82
cNER | 5574,65 | 5822,77 cNER | 7528,28 | 4308,94

Vypocet relativni exprese pro kontrolni jaterni fez (KALNEXIN, CYP2C):

denzita KONTROLA (CYP2C) ~ 9321,99

BLOT 1 = = = 0,99
denzita KONTROLA (KALNEXIN) 941494
denzita KONTROLA (CYP2C) 8 015,30
BLOT 2 = - = = 0,80
denzita KONTROLA (KALNEXIN) 9977,52
o (0,99 + 0,80)
PTUMETKkoNTROLA (CYP2C/KALNEXIN) — - 5 = 0,90
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Vypocet relativni exprese pro jaterni fez ovlivnény farnesolem (KALNEXIN,

CYP2C):

denzita FAR (CYP2C) 781378

BLOT 1 = = = 0,82
denzita FAR (KALNEXIN) 9521,51
BLOT 2 — denzita FAR (CYP2C) ~ 6752,65 078
 denzita FAR (KALNEXIN) 8608,87
o (0,82 4+ 0,78)
PTUMETFAR (CYP2C/KALNEXIN) — - 2 = 0,80

Vztazeni vysledku na kontrolu, ktera se rovna 1,0:

PTUMETEAR (cYP2C/KALNEXIN) _ 0,80

X = =0,89

prumeérgonrroLa cyp2c/kaLNexiny 0,90

Primér, smérodatnd odchylka a vysledna relativni proteinova exprese enzymu

W

CYP2C v jaternim fezu, ktery byl ovlivnén farnesolem (pacient ¢. 9) je uvedena

v Tabulce 17.

Tabulka 17 Primer, smérodatna odchylka a vysledna relativni proteinovad exprese enzymu

CYP2C v jaternim vezu, ktery byl ovlivnéen FAR (pacient ¢. 9)

Primér | Smérodatna odchylka (SD) | Vysledna proteinova exprese

Ccyr2C | 0,80 0,03 0,89

Statistické zhodnoceni vyznamnosti jsem provedla pomoci statistického testu
one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, ve kterém byly ovlivnéné vzorky

porovnavany s kontrolou.

5.1.1 Vliv ¢cNER, tNER a FAR na proteinovou expresi enzymu CYP2C

Pouzita protilatka je schopna se vazat na 3 lidské isoformy CYP2C, konkrétné se
jedna o isoformy 2C8, 2C9 a 2C19, a potkani isoformu 2C12. Graf vyobrazujici
vyslednou proteinovou expresi CYP2C u vSech pacientll, jejichz vzorky byly ovlivnény
studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 12.

V piipadé vlivu studovanych latek na proteinovou expresi CYP2C v jaternich
fezech ziskanych od vSech pacientll jsem nepozorovala statisticky vyznamné zmeény.

Nicméné v pfipadé FAR je patrné snizeni exprese CYP2C u vSech pacienti kromé
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pacienta ¢. 16, kde nebyly jaterni fezy s farnesolem inkubovany. U pacienta €. 14 se
projevil mirny inhibi¢ni u¢inek FAR (0 46,1 % ve srovnani s kontrolou) a tNER (0 44,4 %
ve srovnani s kontrolou) na expresi proteinu CYP2C.

Souhrnny graf ucinku vybranych seskviterpeni v 10 pM koncentraci na

proteinovou expresi CYP2C méfenou u vSech pacientt je uveden na Obrazku 13.
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Obrazek 12 Viiv vybranych seskviterpenii na proteinovou expresi biotransformacniho enzymu
CYP2C. Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
c¢NER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje primeér ze
dvou méreni spolu s vyobrazenim smerodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od kontroly

(one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).

54



1.5 Pacient &.:

@ &7
m &9
[<}]
g A &1
3 € 1.0+ & &.14
\ 3
So ® &.16
=
5 2
°8
=5
£2 05
®
°
14
0.0

T T T T T
RIF BNF FAR tNER cNER

Obrazek 13 Souhrnny graf ucinku vybranych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na proteinovou
expresi biotransformacniho enzymu CYP2C' v lidskych jaternich rezech. Vodorovna prerusovanda

linie predstavuje kontrolu.

5.1.2 Vliv cNER, tNER a FAR na proteinovou expresi enzymu CYP3A4

Graf vyobrazujici vyslednou proteinovou expresi CYP3A4 u vSech pacientd,
jejichz vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 14.

Znamym a silnym induktorem enzymu CYP3A4 je RIF (Kousalova a kol. 2003),
ale tuto skute¢nost jsem vyznamné nepozorovala u zadného pacienta Nejsilngjsi, porad
ale mirny, induk¢ni ¢inek mé¢l RIF u pacienta €. 16, kdy zvysil proteinovou expresi
CYP3A4 0 45,7 % ve srovnani s kontrolou.

Utinek seskviterpenti na expresi CYP3A4 nebyl u pacientd kvili velkym
smérodatnym odchylkdm statisticky signifikantni (vyznamny). Ur€ity slaby indukéni vliv
cNER je mozné nalézt u Ctyt z péti pacientll. V ptipadé€ pacienta ¢. 16 vykazovaly mirnou
indukci cNER 1 tNER v obou koncentracich.

K dispozici je také 1 souhrnny graf, kde lze wvidét ucinek studovanych
seskviterpenti v 10 uM koncentraci na proteinovou expresi biotransforma¢niho enzymu

CYP3A4 u vsech pacientli (Obrazek 15).
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Obrazek 14 Viiv vybranych seskviterpenii na proteinovou expresi biotransformacniho enzymu
CYP3A44. Jaterni iezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
cNER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priumér ze
dvou méreni spolu s vyobrazenim smerodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od kontroly

(one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrazek 15 Souhrnny graf ucinku vybranych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na proteinovou
expresi  biotransformacniho enzymu CYP3A4 v lidskych jaternich 7ezech. Vodorovna

prerusovand linie predstavuje kontrolu.
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5.1.3 Vliv cNER, tNER a FAR na proteinovou expresi enzymu CBR1

Graf vyobrazujici vyslednou proteinovou expresi CBR1 u vsech pacientt, jejichz
vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 16.

U pacienta €. 14 jsem zaznamenala signifikantni inhibi¢ni u¢inek FAR a tNER na
proteinovou expresi CBR1. V piipadé FAR se jednalo o snizeni 0 62,3 % oproti kontrole
a latka tNER vykazovala snizeni exprese proteinu enzymu CBR1 0 49,6 % v porovnani
s kontrolou. U tohoto pacienta m¢l vyznamny inhibi¢ni efekt i BNF. V ptipadé RIF a
cNER doslo rovnéz ke snizeni proteinové exprese CBR1, které vSak nebylo signifikantni.

U ¢Ctyt z péti pacientil je patrny inhibi¢ni u¢inek tNER, zatimco RIF, BNF a FAR
vykazovaly mirny induk¢ni G¢inek u pacienti €. 7 a €. 11. FAR zvysil u pacienta ¢. 7
proteinovou expresi CBR1 o 44,1 % ve srovnani s kontrolou. U tohoto pacienta jsem
pozorovala i1 nesignifikantni inhibi¢ni efekt tNER (snizeni o 42,0 % ve srovnani
s kontrolou). U pacienta ¢. 11 se projevoval indukéni vliv cNER na expresi CBR1, kde
ale také neslo o signifikantni zvyseni (o 55,0 % oproti kontrole).

Souhrnny graf u¢inku vybranych seskviterpentit v 10 pM koncentraci na

proteinovou expresi CBR1 métenou u vSech pacientt je uveden na Obrazku 17.
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Obrazek 16 Vliv vybranych seskviterpenii na proteinovou expresi biotransformacniho enzymu

CBRI. Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen

cNER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priumeér ze

dvou méreni spolu s vyobrazenim smerodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od kontroly

(one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrdzek 17 Souhrnny graf ucinku vybranych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na proteinovou

expresi biotransformacniho enzymu CBRI v lidskych jaternich Fezech. Vodorovna prerusovand

linie predstavuje kontrolu.
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5.1.4 Vliv cNER, tNER a FAR na proteinovou expresi enzymu AKR1C3

Graf vyobrazujici vyslednou proteinovou expresi AKRIC3 u vSech pacientt,
jejichz vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 18.

Na proteinovou expresi enzymu AKR1C3 mél statisticky vyznamny vliv ¢ctNER,
cNER30 a tNER30 v jaternich fezech ziskanych z pacienta ¢. 16, kde doslo ke snizeni
exprese o0 36,6 %, 0 48,23 % a 0 36,6 % v porovnani s kontrolou. V grafech Ize nalézt
mirny inhibi¢ni uc€inek FAR, ktery se projevil u tii ze Ctyf pacientl, u kterych byl FAR
pouzit. U pacienta €. 9 jsem pozorovala snizeni proteinové exprese AKR1C3 vlivem FAR
041,56 %, kter¢ ale nebylo signifikantni. Rovnéz u cNER a tNER je tento trend patrny u
Ctyt resp. tii pacientd.

K dispozici je také 1 souhrnny graf, kde lze vidét ucinek studovanych
seskviterpenti v 10 pM koncentraci na proteinovou expresi biotransforma¢niho enzymu

AKRI1C3 u vsech pacientii (Obrazek 19).
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Obrdzek 18 Viiv vybranych seskviterpenii na proteinovou expresi biotransformacniho enzymu
AKRIC3. Jaterni fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM
(jen cNER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priimer
ze dvou méreni spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od kontroly

(one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrazek 19 Souhrnny graf ucinku vybranych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na proteinovou
expresi  biotransformacniho enzymu AKRIC3 v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovana linie predstavuje kontrolu.

5.2 MODULACNI UCINEK CIS-NEROLIDOLU, TRANS-
NEROLIDOLU A FARNESOLU NA GENOVOU EXPRESI
VYBRANYCH ENZYMU 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

Real-time PCR s reverzni transkripci (RT-qPCR) jsem pouzila jako metodu pro
zjisténi modula¢niho ucinku vybranych acyklickych seskviterpenti na expresi mRNA
Sesti enzymu 1. faze biotransformace u péti pacientl. Jednalo se o Ctyii isoformy
cytochromu P450 (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C a CYP3A4), karbonylreduktasu 1
(CBR1) a aldo-ketoreduktasu 1C (AKRIC). Mezi studované seskviterpeny patfily
cis-nerolidol (cNER), trans-nerolidol (tNER) a farnesol (FAR). Jako pozitivni
kontroly jsem pouzila znamé induktory CYP3A4 respektive CYP1A2 rifampicin (RIF)
a B-naftoflavon (BNF).

Inkubace jaternich fezil s jednotlivymi latkami o koncentraci 10 uM probihala pii
teploté¢ 37°C po dobu 24 hodin. Vyjimkou byl pacient ¢. 16, kde kromé 10 pM
koncentrace u tNER a ¢NER byla zkoumana i koncentrace 30 pM (tNER30 a cNER30).
Jako pozitivni kontroly byly pouzity RIF a BNF.

60



V programu ,,Quant Studio 6 jsem v naméfenych datech zkontrolovala pribéhy
krivky tani a amplifika¢nich (fluorescenénich) kiivek. Pouze data ze vzorki, které
splnily nasledujici kritéria, byla povaZzovéna za validni a byla vyhodnocena.

U kiivky tani jsem kontrolovala pfitomnost pouze jednoho piku u vzorka a
ovéiovala, zda se v NTC kontrole, kde jsou jen primery a voda, netvoii zadné produkty.
Ptitomnost produkti v NTC kontrole znamend, ze vznikaji primer-dimery. Jejich vznik
by se projevil v NTC kontrole tvorbou nespecifického produktu s odlisnou teplotou tani.
Pokud vznikaji v NTC kontrole specifické produkty, pak se jednd o kontaminaci NTC
kontroly.

Z amplifikacni kiivky popisujici pribeéh PCR reakce (zavislost fluorescence na
poctu cykli) jsem ziskala hodnotu Ct. Tento parametr znaci cyklus, ve kterém doSlo
k protnuti meze detekce. S touto hodnotou jsem pak déle pracovala. V§imala jsem si také
tvaru kfivky (hyperbola) jednotlivych vzorkli. I zde jsem sledovala, zda nedoslo
k vytvoteni produktu v NTC kontrole. Minimalni povoleny rozdil mezi C; hodnotou NTC
kontroly a C; hodnotami vzorkl byl 5 cykli (Beranek 2016). Standardni pocet cykld,
ktery prob&hl béhem PCR, byl 40.

Pro stanoveni exprese jednotlivych genii bylo potteba urcit i expresi referenéniho
genu slouziciho jako vnitini kontrola. Exprese referen¢nich gent neni ovlivnéna vnéj$imi
faktory, takZe porovnanim exprese referencniho genu a cilového genu jsem ziskala
hodnoty relativni kvantifikace mRNA. Na zaklad¢ experimentd provedenych Veronikou
Trn¢dkovou jsem jako referencni gen pouzila geometricky primér glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy (GAPDH) a podjednotky A sukcinitdehydrogenasy (SDHA)
(Trn¢édkova 2018). Rovnéz jsem oveétila, ze studované latky neovliviiuji expresi
zvolenych referen¢nich geni.

Analyzu vysledkil jsem provedla pomoci metody ,,comparative C“. Nejprve jsem
si vypocitala primér vSech ziskanych C; hodnot (i referencniho genu) a dosadila je do
rovnice 2*(-ACt), kde AC; znaci rozdil mezi primérnou C; hodnotou vzorku a primérnou
Ct hodnotou referencniho genu. Néasledné jsem mife genové exprese v kontrolnim vzorku
(vzorek, ktery nebyl ovlivnén latkou) pfifadila hodnotu 1,0 a k ni vztahovala hodnoty
exprese u ovlivnénych vzorkii. Poté jsem vypocitala jejich primér a smérodatnou
odchylku, které vychéazely z hodnot pochézejicich z jaternich fezi (jednoho pacienta

reprezentovaly tfi jaterni fezy, které jsem méfila v duplikétech).
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Statistické zhodnoceni vyznamnosti jsem provedla pomoci statistického testu
one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, ve kterém byly ovlivnéné vzorky

porovnavany s kontrolou.

5.2.1 Vliv cNER, tNER a FAR na genovou expresi enzymu CYP1A2

Graf vyobrazujici vyslednou genovou expresi CYP1A2 u vSech pacientd, jejichz
vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 20.

U pacienta ¢. 7 zpusobily signifikantni zménu genové exprese enzymu CYP1A2
dva seskviterpeny — tNER zptsobil inhibici exprese o 59,5 % oproti kontrole a FAR
dokonce snizeni exprese o 74,4 %. VSechny studované latky (FAR, tNER a cNER)
vyznamné ovliviiovaly genovou expresi CYP1A2 u ¢lovéka ¢.9. FAR zptsobil indukci
exprese 0 58,9 % v porovnani s kontrolou, tNER ji zvysil 2,1x a cNER o 49,7 %. U
pacienta ¢. 16 se exprese dan¢ho genu vlivem latek tNER a cNER zvysila, ale neni
statisticky vyznamna (v ptipadé tNER §lo o zvySeni 2,9x a ¢cNER 2,7x). Stejné je tomu
tak u pacienta €. 11, kde exprese CYP1A2 vykazuje nesignifikantni zménu vlivem FAR
— sniZeni exprese 0 61,7 % v porovnani s kontrolou.

V piipad€ urcovani genové exprese enzymu CYP1A2 lze pozorovat enormni
nartist exprese vlivem BNF, ktery je viditelny ve vSech vzorcich, ve kterych byl BNF
pritomen. Nejveétsi indukci exprese zpusobil u pacienta ¢. 9 (zvySeni 35,76x). BNF je
znamym induktorem CYP1A1/2 a miZeme tedy fici, Ze model jaternich fezil je funkéni,
protoze vlivem BNF v nich doslo k vyrazné indukci CYP1A2. Mira indukce se v§ak mezi
jednotlivymi pacienty liSila.

Souhrnny graf, kde lze vidét uUc¢inek studovanych seskviterpenti v 10 uM
koncentraci na relativni expresi mRNA biotransforma¢niho enzymu CYP1A2 u vSech

pacientll, je vyobrazen na Obrazku 21.
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Obrazek 20 VIiv vybranych seskviterpemit na genovou expresi biotransformacniho enzymu

CYP1A2. Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen

c¢NER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje primer ze tri

biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od

kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrazek 21 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na relativni

expresi mRNA biotransformacniho enzymu CYPIA2 v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovand linie predstavuje kontrolu.
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5.2.2 Vliv cNER, tNER a FAR na genovou expresi enzymu CYP2B6

Graf vyobrazujici vyslednou genovou expresi CYP2B6 u vsech pacienti, jejichz
vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 22.

Statisticky nejvyznamnéjsi zména nastala vlivem ¢cNER u pacienta €. 7, kdy doslo
ke zvyseni exprese enzymu CYP2B6 o0 84,4 % v porovnani s kontrolou. U tohoto pacienta
doslo i k dal$im signifikantnim zménédm. Podil na tom maji i zbyvajici seskviterpeny —
FAR a tNER snizily expresi enzymu CYP2B6 o 29,2 % respektive o 28,1 % oproti
kontrole. FAR byl 1 dal§im divodem zmény genové exprese u pacienta ¢. 14. Jeho
indukéni vliv vedl k zvyseni exprese enzymu CYP2B6 o0 66,0 % v porovnani s kontrolou.

Piisobeni RIF vedlo k signifikantnimu néarstu genové exprese u tii pacienti — u
pacienta ¢. 7 (9,3x oproti kontrole), u pacienta ¢. 9 (6,4x oproti kontrole) a u pacienta .
14 (2,2x oproti kontrole). BNF také zplsobil signifikantni zmény v expresi CYP2B6.
Podilel se na zvySeni exprese 3,9x (pacient ¢.7) i na snizeni exprese CYP2B6 o 27 %
v porovnani s kontrolou (pacient ¢.14).

K dispozici je také 1 souhrnny graf, kde lze vidét ucinek studovanych
seskviterpenti v 10 uM koncentraci na relativni expresi mRNA biotransforma¢niho

enzymu CYP2B6 u vsech pacientti (Obrazek 23).
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Obrazek 22 VIiv vybranych seskviterpenii na genovou expresi biotransformacniho enzymu
CYP2B6. Jaterni iezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
cNER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje primer ze tii
biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od
kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).

10

Pacient ¢.:
® @ &7
H ¢9
8 — A &11
%:5 ¢ &.14
E..E ] ® ¢.16
o ¢ 6
0 O
()
)
X €
o8
S e
L)
[T = e
(14
2 ? ®
@A i $
....... _ ;“”“”;'A”““ %. e
0 1 _I_ 1 1 1
RIF BNF FAR tNER cNER

Obrazek 23 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na relativni
expresi mRNA biotransformacniho enzymu CYP2B6 v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovand linie predstavuje kontrolu.
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5.2.3 Vliv cNER, tNER, FAR na genovou expresi enzymu CYP2C

Primer pouzity v tomto piipad¢ byl navrzen tak, aby se vazal na sekvence vSech
Ctyt isoforem lidského CYP2C (tj. 2C8, 2C9, 2C18 a 2C19). Graf vyobrazujici vyslednou
genovou expresi CYP2C u vSech pacienttl, jejichz vzorky byly ovlivnény studovanymi
seskviterpeny, je na Obrazku 24.

Ze studovanych seskviterpent nejcasteji vyznamné ovliviioval vzorky FAR, a to
u dvou pacientd. U pacienta €. 7 zpuisobil sniZzeni genové exprese o 63,4 % oproti kontrole
a u pacienta ¢. 14 snizeni o 22,0 %. Signifikantni zména exprese nastala vlivem tNER u
pacienta ¢. 7 (snizeni o 56,9 % v porovnani s kontrolou). U pacienta ¢. 7 se exprese
daného genu vlivem latky cNER zvysila, ale tato zména neni statisticky vyznamna
(zvyseni 2,1x). Ucinek tNER u pacienta &. 14 ovlivnil genovou expresi enzymu CYP2C,
coz zpusobilo zvySeni exprese 0 65,5 % oproti kontrole. V tomto piipad¢ se taky nejedna
o statisticky vyznamnou zménu.

RIF a jeho indukéni Gcinek zplsobil statisticky vyznamny nartst genové exprese
enzymu CYP2C u vSech pacientl. U pacienta ¢. 7 zpusobil zvySeni exprese 3,7x oproti
kontrole. U dalSich pacientl to bylo o néco méné — 3,4x (pacient €. 14), 2,7x (pacient €.
9), zvySeni exprese 0 95,0 % oproti kontrole (pacient ¢. 16) a zvySeni exprese o 60,7 %
(pacient €. 11).

Souhrnny graf, kde lze vidét ucinek studovanych seskviterpenit v 10 pM
koncentraci na relativni expresi mRNA biotransforma¢niho enzymu CYP2C u vSech

pacienti, je vyobrazen na Obrazku 25.
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Obrazek 24 VIiv vybranych seskviterpenii na genovou expresi biotransformacniho enzymu
CYP2C. Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
c¢NER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priumeér ze tii
biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od
kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrdzek 25 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenit v 10 uM koncentraci na relativni
expresi mRNA biotransformacniho enzymu CYP2C v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovand linie predstavuje kontrolu.
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5.2.4 Vliv cNER. tNER a FAR na genovou expresi enzymu CYP3A4

Graf vyobrazujici vyslednou genovou expresi CYP3A4 u vSech pacientt, jejichz
vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 26.

Jelikoz je RIF vyznamnym a silnym induktorem enzymu CYP3A4, projevila se
tato skutecnost ve vysledcich. U vSech pacientl zptsobil RIF signifikantni nartist genové
exprese CYP3A4, nejvice u pacienta ¢. 7 (16,7x), dale u pacienta ¢. 14 (11,4x), pacienta
¢. 9 (10,0x), pacienta ¢. 11 (4,5x) a u pacienta ¢. 16 (3,4x). I zde, podobn¢ jako v piipadé
CYPI1A2, byly pozorovany rozdily v mife indukce u jednotlivych pacientt.

U pacienta €. 7 také doslo k statisticky vyznamné zméné diky dvéma latkam (FAR
a tNER). Oba seskviterpeny zpusobily snizeni genové exprese enzymu CYP3A4
v porovnani s kontrolou (FAR snizil expresi o 76,3 % a tNER o0 60,8 %). Ve vysledném
grafu jsou také vidét dalsi zmény, které ale nejsou statisticky vyznamné. Patii mezi né
indukéni vliv ctNER u pacienta €. 7 (zvySeni exprese CYP3A4 o 72,5 % oproti kontrole)
a €. 16 (zvySeni genové exprese dokonce 0 97,6 %). U pacienta ¢. 16 je nesignifikantni i
vliv tNER, kde dosSlo ke zvySeni exprese CYP3A4 2,4x. Zajimavym vysledkem je
porovnani vlivu 10 uM a 30 uM cNER a tNER u tohoto pacienta. U obou seskviterpenil
byla siln€jsi indukce CYP3A4 pozorovéana pii pouziti niz$i koncentrace latky. Treti
seskviterpen FAR zptisobil u pacienta ¢. 11 inhibici genové exprese o 65,3 % v porovnani
s kontrolou.

K dispozici je také i1 souhrnny graf, kde lze vidét uc€inek studovanych
seskviterpenit v 10 uM koncentraci na relativni expresi mRNA biotransformacniho

enzymu CYP3A4 u vSech pacientt (Obrazek 27).
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Obrazek 26 VIiv vybranych seskviterpemit na genovou expresi biotransformacniho enzymu
CYP3A44. Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
c¢NER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priumeér ze tii
biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od
kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).

21 Pacient ¢.:
18- @ ¢.7
(] W ¢9
154 y
A ¢. 11
129 & .14
9 @ ¢.16

Relativni exprese mRNA
(fold change/control)
w

T T T T T
RIF BNF FAR tNER cNER

Obrazek 27 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na relativni
expresi mRNA biotransformacniho enzymu CYP3A44 v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovana linie predstavuje kontrolu.
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5.2.5 Vliv cNER, tNER a FAR na genovou expresi enzymu CBR1

Graf vyobrazujici vyslednou genovou expresi CBR1 u vSech pacienti, jejichz
vzorky byly ovlivnény studovanymi seskviterpeny, je na Obrazku 28.

U pacienta ¢. 7 ovliviiovaly dva seskviterpeny (FAR a tNER) statisticky
vyznamné genovou expresi enzymu CBR1. FAR zptsobil snizeni exprese o 34,9 % a
latka tNER pokles o 38,3 % v porovnani s kontrolou. Signifikantni snizeni genové
exprese CBR1 o0 24,5 % oproti kontrole u pacienta ¢. 16 zpusobila latka cNER.

Utinek RIF vedl ke zvyseni exprese u dvou pacientl (pacienta &. 7 a &. 14). U
druhého jmenovaného zpisobil indukeci genové exprese CBR1 o vice nez polovinu
(konkrétneé o 51,2 % oproti kontrole) a u pacienta ¢. 7 zvysil expresi o 50,3 %. Také
v piipad¢ pacienta €. 9 jsem zaznamenala urcity nartist exprese (o 64,0 %), ktery ale nebyl
statisticky vyznamny. Vzorek patfici pacientovi €. 14, ktery byl ovlivnén BNF, vykazoval
také signifikantni zvySeni genové exprese v porovnani s kontrolou (o 56,1 %).

Souhrnny graf, kde lze vidét ucinek studovanych seskviterpenti v 10 uM
koncentraci na relativni expresi mRNA biotransforma¢niho enzymu CBRI1 u vSech

pacientd, je vyobrazen na Obrazku 29.
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Obrdzek 28 Viiv vybranych seskviterpenii na genovou expresi biotransformacniho enzymu CBRI.
Jaterni Fezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen cNER30
a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje prumér ze tri
biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od
kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrazek 29 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na relativni
expresi mRNA biotransformacniho enzymu CBRI v lidskych jaternich vezech. Vodorovna

prerusovana linie predstavuje kontrolu.

5.2.6 Vliv cNER, tNER a FAR na genovou expresi enzymu AKR1C

Primer pro qPCR byl navrzeny tak, aby byl schopen zachytit vSechny ctyii
isoformy lidské¢ AKR1C (4. 1C1, 1C2, 1C3 a 1C4). Graf vyobrazujici vyslednou genovou
expresi AKRIC u vSech pacientli, jejichZz vzorky byly ovlivnény studovanymi
seskviterpeny, je na Obrazku 30.

Seskviterpenem s nejvétsim ucinkem byl tNER, ktery zptsobil zménu exprese
enzymu AKRIC u tii pacientl. U pacienta ¢. 7 ovlivnil expresi tak, Ze zpisobil
signifikantni sniZeni o 50,7 % v porovnani s kontrolou, ale u pacienta ¢. 9 §lo o
signifikantni zvySeni genové exprese enzymu AKRIC o 43,23 % oproti kontrole.
V ptipadé pacienta €. 14 se exprese dan¢ho genu vlivem tNER sice zvysila (2,1x), ale tato
zména neni statisticky vyznamna. Kromé¢ inhibi¢niho efektu tNER na genovou expresi se
u pacienta ¢. 7 uplatnil i vliv FAR, a to tim, ze ji sniZil o 54,0 % v porovnani s kontrolou.

I v tomto piipadé RIF a BNF ovlivitovaly genovou expresi AKR1C v jednotlivych
vzorcich. U pacientl €. 9, €. 14 a €. 16 se jedna o statisticky vyznamny induk¢éni vliv RIF.
Nejvice ovlivitoval expresi AKR1C u pacienta €. 14 (zvySeni 4,7x), dale pacienta ¢. 9

(zvySeni 2,6x) a nasledné pacienta ¢. 16 (zvySeni exprese o 76,0 % v porovnani
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s kontrolou). Nartst exprese vlivem BNF jsem zaznamenala i u pacienta ¢. 9 (o 75,2 %
oproti kontrole) a u pacienta ¢. 14 (zvySeni 2,4x).

K dispozici je také i souhrnny graf, kde Ize vidét tucinek studovanych
seskviterpentt v 10 uM koncentraci na relativni expresi mRNA biotransformacniho

enzymu AKR1C u vSech pacientd (Obrazek 31).
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Obrazek 30 VIiv vybranych seskviterpemit na genovou expresi biotransformacniho enzymu
AKRIC. Jaterni rezy byly inkubovany se studovanymi latkami o koncentraci 10 uM a 30 uM (jen
c¢NER30 a tNER30) pri 37°C po dobu 24 hodin. Kazdy sloupec v grafu reprezentuje priumeér ze tii
biologickych replikatii spolu s vyobrazenim smérodatné odchylky (SD). * signifikantné se lisi od
kontroly (one-way ANOVA s post-hoc Dunnettovym testem, p < 0,05).
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Obrazek 31 Souhrnny graf ucinku studovanych seskviterpenii v 10 uM koncentraci na relativni
expresi mRNA biotransformacniho enzymu AKRIC v lidskych jaternich rezech. Vodorovna

prerusovana linie predstavuje kontrolu.
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6. DISKUZE

Pfirodni alternativy vyzivy, ale i 1éCiv jsou v soucasnosti nesmirn€¢ popularni.
Castou slozkou pravé téchto vyrobkii jsou seskviterpeny. Pfirodni latky vykazujici
vSechny seskviterpeny plisobi na zdravi blahodarné€. Existuji totiz poznatky o vaznych
toxicitach a vedlejSich ucincich, kterym by se méla vénovat dostatecnd pozornost.
Seskviterpeny jsou povazovany za pravdépodobné modulatory (inhibitory a/nebo
induktory) biotransformacnich enzymu, ale tyto poznatky jsou zna¢né limitovany

(Bartikovéa a kol. 2014).

Nékolik studii ukazalo, ze nckteré seskviterpeny (napf. zederon, germakron)
pusobi hepatotoxicky, a to diky vzniku reaktivnich metabolitd, zvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku a naruSenim antioxidacni obrany (Zarybnicky a kol. 2018).
V 10 uM koncentraci zederon a germakron zaroven mirn¢ inhibuji aktivity nékterych
isoforem CYP (napt. CYP2B6 a CYP3A4) v lidskych jaternich mikrosomech. Kromé této
skutecnosti ale oba seskviterpeny hodné indukuji expresi mRNA CYP2B6 a CYP3A4,
ale ne CYP1A2 v lidskych primérnich hepatocytech (Pimkaew a kol. 2013).

In vitro studie vénujici se potencidlnimu inhibi¢nimu u¢inku seskviterpeni cNER,
tNER a FAR na redukéni a konjugacni enzymy v lidskych a potkanich jaternich
subcelularnich frakcich neprokazala vyznamny inhibi¢ni vliv na aktivity AKRI1AI,
AKRIC, CBR1, UDP-glukuronosyltransferasy ¢i glutathion-S-transferasy, nicméné byl
pozorovan inhibi¢ni potencial seskviterpenti vii¢i aktivité enzymu z podrodiny CYP1A,
CYP2B a CYP3A. Acycklické seskviterpeny tedy mohou ovlivnit biotransformaci

soudasné podavanych 1é¢iv a dalgich xenobiotik (Spi¢akova a kol. 2017).

V nadorovych bunkidch HepG2/C3A vykazoval cNER, na rozdil od tNER a
ekvimolarni smési obou isomerti, antiproliferativni vlastnosti. Navic ovlivnil ¢cNER
expresi genti koédujicich nekteré isoformy CYP. DoSlo ke snizeni exprese mRNA
CYP2D6 a CYP3A4 a naopak zvySeni exprese mRNA CYP1A2 a CYP2C19. U téchto
bunck se rozviji stres endoplasmatického retikula, a to zfejmé v disledku extenzivni
oxidace cNER enzymy CYP1A2 a CYP2C19 v membrané endoplasmatického retikula
(Biazi a kol. 2017).
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In vivo studie na mysich pozorovala ucinek per os podavanych seskviterpent
B-karyofylenu a tNER na dvanict enzyml metabolizujicich xenobiotika v jatrech a
tenkém stieve. V1iv tNER signifikantné zvysil aktivitu CYP2B, CYP3A a CYP2C (jatra
1 tenké stievo), AKR1C, CBR1/3 a sulfotrasferasy (jatra), zatimco aktivita NADPH-
chinonoxidoreduktasy byla po 24-h expozici signifikantn¢ snizena. Tento seskviterpen
vyznamné zvysil expresi mRNA CYP2B (jatra i tenké stfevo), CYP3A11 a CYP3A25
(jatra) a CYP2C29 (tenké stievo) po 24 hodinach od podani (Lnénickova a kol. 2017).

Antigenotoxicky ucinek FAR byl hodnocen v in vivo studii provedené na mysich,
kterym byl per os podavan polyaromaticky uhlovodik benzo[a]pyren. Podani
benzo[a]pyrenu zptisobilo zvysSeni obsahu celkového CYP v jatrech, ktery byl snizen
pusobenim FAR. Benzo[a]pyren rovnéz vyvolal snizeni obsahu glutathionu a aktivity
glutathion-S-transferasy a chinonoxidoreduktasy. VSechny tyto parametry byly
pusobenim FAR signifikantné zvySeny. Samotny FAR Zadny ze sledovanych parametrti

neovliviioval (Jahangir a Sultana 2008).

Vzhledem k tomu, ze vlivu acyklickych seskviterpeni FAR, tNER a ¢cNER na
proteinovou expresi a expresi mRNA biotransformacnich enzymt nebyla dosud
vénovana prili$ velkd pozornost, jsem se ve své diplomové praci vénovala modula¢nimu
ucinku téchto latek na vybrané enzymy 1. faze biotransformace (CYP1A2, CYP2B6,
CYP2C, CYP3A4, CBR1 a AKR1C3) v lidskych jaternich fezech pochdzejicich od péti
pacientu. Jaterni fezy byly inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 uM (u
pacienta ¢. 16 cNER a tNER 1 v koncentraci 30 uM) pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
Studovala jsem vliv téchto latek na proteinovou expresi a expresi mRNA vySe zminénych
enzymi. K tomuto ucelu jsem pouzila polyakrylamidovou gelovou elektroforézu za
denaturujicich podminek s naslednym Western blotem (urceni proteinové exprese) a RT-

gqPCR (stanoveni relativni exprese mRNA).

Pro tucely pozitivni kontroly jsem v experimentech pouZzila zndmé induktory
CYP3A4 resp. CYP1A1/2 antibiotikum rifampicin (RIF) v koncentraci 10 uM, kterym
jsem ovlivnila vSech pét pacientskych vzorkd, a latku B-naftoflavon (BNF, 10 uM), kterou

jsem pouzila u Ctyt pacientskych vzorki.

V mé diplomové praci acyklické seskviterpeny inhibovaly proteinovou expresi
nékterych enzymi. Seskviterpenem s nejvétsim c¢inkem byl FAR, ktery zptsobil snizeni
proteinové exprese CBR1 0 62,3 % v porovnani s kontrolou (pacient €. 14). FAR zptsobil
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snizeni proteinové exprese CYP2C u vSech Ctyf pacientskych vzorkd, i kdyz tento G€inek
nebyl statisticky vyznamny. U tohoto pacienta ¢. 14 rovnéz doSlo k inhibici exprese
CBRI1 o 49,6 % vlivem latky tNER. Exprese enzymu AKRI1C3 byla vyznamné
inhibovana cNER v zavislosti na pouzité koncentraci (c(NER 10 uM - sniZeni o 36,6 %
oproti kontrole; cNER 30 uM - pokles o 48,3 %). Podobn¢ tomu bylo i u seskviterpenu
tNER, ktery v koncentraci 30 uM signifikantné ovlivitoval expresi AKR1C3 snizenim o
36,6 % v porovnani s kontrolou. V 10 uM koncentraci sice také doslo k inhibici exprese

tohoto enzymu o 29,6 %, tato zména ale nebyla statisticky vyznamna.

Druhou experimentalni metodou, kterou jsem vyuzila v této diplomové praci, bylo
stanoveni relativni exprese mRNA vybranych enzymt. Vlivem dvou seskviterpent
(FAR a tNER) doslo k signifikantnim zméndm genové exprese vSech studovanych
enzymu v nekterych vzorcich. K nejvyznamnéj§im zménam doslo u pacienta ¢. 7, kde
FAR a tNER signifikantn¢ snizily expresi mRNA u vSech sledovanych enzymi.
K nejvétsimu snizeni exprese doslo v ptipadé CYP3A4, kde jsem nalezla 76,3% resp.
60,8% inhibici vlivem FAR resp. tNER. Naproti tomu cNER zvysil u tohoto pacienta
expresi mMRNA CYP2B6 o 84,4 %. Kromé uvedenych inhibi¢nich G¢inkti doslo vlivem
FAR i ke zvyseni genové exprese CYP1A2 (pacient ¢. 9 — o 58,9 % v porovnani
s kontrolou) a CYP2B6 (pacient ¢. 14 — zvySeni exprese o 66,0 % oproti kontrole),
zatimco tNER zpisobil nariist genové exprese CYP1A2 (pacient €. 9 — zvySeni 2,1x) a
AKRCIC (pacient ¢. 9 — 0 43,3 % v porovnani s kontrolou). Pravé indukce CYP1A2
trans-nerolidolem u pacienta ¢. 9 by mohla mit nejvétsi biologicky vyznam ze vSech

pozorovanych uéinki.

Mechanismus, pii kterém se realizuje transkripéni regulace prostiednictvim
nukledrnich receptorti, je klicovy pro genovou regulaci enzymi 1. a 2. faze
biotransformace. Pojem nuklearni receptor oznacuje transkripéni faktor (protein), ktery
po navazani ligandu v cytoplasmé aktivuje transkripcni kaskadu déji spoustéjici expresi
cilovych genii v jadre. Mezi transkrip¢ni faktory patii receptor pro aromatické uhlovodiky
(AhR), pregnanovy X receptor (PXR), konstitutivni androstanovy receptor (CAR) a
glukokortikoidni receptor (GR), které reguluji fadu genti kodujicich enzymy 1. a 2. faze
biotransformace, napt. isoformu CYP2B6 ¢i z hlediska metabolismu 1é€iv nejdileZité;jsi
isoformu CYP3A4. PXR reguluje také CYP1A2 (Gerbal-Chaloin a kol. 2001; Skalova a
kol. 2013). GR, PXR a/nebo CAR se podileji na regulaci bazdlni i xenobiotiky-
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indukované exprese genil pro isoformy CYP2C, protoze jejich exprese je zvySena
stejnymi induktory jako CYP3A4 a CYP2B6 (Gerbal-Chaloin a kol. 2001).

Ve své praci jsem pouzivala jako pozitivni kontroly induktory CYP1A1/2
p-naftoflavon a CYP3A4 rifampicin (Meunier a kol. 2000). RIF patii mezi ligandy PXR
a vyrazn¢ indukuje enzym CYP3A4. Diky sv¢ interindividualni variabilité, vychazejici z
vyrazné indukovatelnosti a citlivosti k inhibiénimu ptsobeni slozek potravy, vykazuje
enzym CYP3A4 vykyvy v aktivité, které mohou zapficinit selhdni 1éCby a vyskyt
vedlejSich ucinki (Skalova a kol. 2013). Hladina CYP3A4 se zvySuje napft. i po podani
barbituratii, nékterych steroidii (dexametazon, DEX), extraktu z tfezalky teCkované a

dalsich (Kousalova 2003; Timsit a Negishi 2007).

Nejsilngjsimi induktory CYP3A4 jsou latky DEX a RIF, pficemz zalezi na
koncentraci pouzitych latek a délce expozice (Meunier a kol. 2000). Li a kol. (1995)
popsali indukci metabolismu lidokainu prostfednictvim CYP3A4 v zavislosti na
koncentraci RIF (v rozmezi 0,1 — 50 uM) v primarnich kulturdch lidskych hepatocytt.

Bylo zjisténo, Ze antiepileptikum fenobarbital (PB) a dalsi barbituraty vykazuji
podobné indukéni vlastnosti jako RIF a DEX, a to je aktivace transkripce gentt CYP2A,
CYP2B, CYP2C a CYP3A. Nejucinnéji indukuji RIF a DEX podrodinu CYP3A, méné
potom podrodiny CYP2C a CYP2B (Waxman a Azaroff 1992). Tvrzeni, ze RIF, DEX a
PB zvysuji expresi mRNA a proteinti CYP2C je zminéno v studii popsané Handschinem
a Meyerem (2003). Na transkripéni regulaci gent kodujicich CYP2C8 a CYP2C9 se
ztejm¢ podili tfi nuklearni receptory (GR, PXR a/nebo CAR), jak bylo zjisténo
v primarnich kulturach lidskych hepatocytii inkubovanych s RIF, DEX a PB (Gerbal-
Chaloin a kol. 2001).

Ve svych vysledcich jsem pozorovala vyrazné zvySeni exprese mRNA CYP3A4
vlivem RIF ve vSech vzorcich, nejvice u pacienta €. 7 (16,7x) a nejméné u pacienta €. 16
(3,4x). Lze vSak pozorovat rozdily v mife indukce u jednotlivych pacientli. Naproti tomu
proteinova exprese tohoto enzymu nebyla RIF ovlivnéna. Nejsiln€jsi, pofad ale mirny,
induk¢ni ucinek mél RIF u pacienta €. 16, kdy zvysil proteinovou expresi o 45,7 % ve
srovnani s kontrolou. Na tomto ptipadu Ize pé¢kné¢ demonstrovat porovnani proteinové a
genové exprese. V publikacich se uvadi, ze tyto dvé trovné spolu nemusi korelovat
(Maier a kol. 2009). Fakt, ze latka zvySuje expresi mRNA, jeSté neznamena, Ze se to
promitne i do mnozstvi proteinu ¢i jeho aktivity. Vytvofena mRNA totiz mize byt

degradovana jest¢ pred prekladem do proteinu (piisobeni mikroRNA), nebo nemusi
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k prekladu do proteinu dochézet ve sledovaném case. Diivodem je pfitomnost prodlevy
mezi expresi mRNA a proteinu.

Vysledky mych experimentl v oblasti vlivu RIF na proteinovou expresi enzymu
CYP2C nevykazovaly statisticky vyznamnou zménu, na druhé stran¢ u¢inek RIF na
expresi mRNA podrodiny CYP2C byl u vSech péti pacientti znacné signifikantni. Nejveétsi
ucinek mél RIF u pacienta €. 7, zde se zvysSila exprese 3,7x oproti kontrole, nejméné tomu
bylo u pacienta €. 11, kde doslo ke zvySeni genové exprese CY2C o 60,7 % (pozorovany
rozdily v mife indukce u jednotlivych pacientll). Porovnanim vysledk genové exprese
CYP2C a CYP3A4 u vSech péti pacientt 1ze vidét, ze induk¢ni u€inek RIF je znacné vEtsi
u CYP3A4 (v rozmezi 16,7x — 3,4x) nez u CYP2C (v rozmezi 3,7x — o 1,6x v porovnani
s kontrolou). Vysledky mych a publikovanych studii se tedy shoduji.

Vliv RIF na genovou expresi enzymu CYP2B6 zpusobil signifikantni narist
exprese mRNA u tfi pacientli — nejvice tomu bylo u pacienta ¢. 7 (9,3x), nejmén¢ u
pacienta ¢.14 (2,2x), u dalSich dvou pacientt doslo jen k nepatrnému zvySeni exprese.

Signifikantni zménu genové exprese piinesl i vliv RIF na dal$i enzymy CBR1
(indukce u dvou pacientll) a AKRI1C (indukce u tfi pacientdl). Vyznam CBRI1 tkvi
v metabolismu endogennich zéanétlivych medidtort (prostaglandintl), xenobiotik a
ruznych konvencnich 1é¢iv (daunorubicin, doxorubicin, haloperidol). Navic ztrata CBR1
by mohla vést k hromadéni reaktivnich aldehydd, vzniku oxida¢niho stresu (ochranna
funkce), a tim k podpofeni zanétlivych procest (Selinger a kol. 2019). CBR1 inaktivuje
vysoce reaktivni lipidové aldehydy jako napt. akrolein, ktery je schopen modifikovat
proteiny a produkovat pfi tom poSkozeni DNA v buinikach (Yun a kol. 2018). Kromé
vyznamné role AKR1C v metabolismu androgentl a estrogent, se tyto enzymy zapojuji i
do deaktivace protinadorového lé¢iva doxorubicinu a potencidlniho cytostatika oracinu
(Skélové a kol. 2013).

Isoformy CYP1A1/2, u kterych jsem stanovovala vliv studovanych seskviterpenti
pouze na genovou expresi, jsou regulovany pies receptor pro aromatické uhlovodiky
(AhR). Jejich typickymi ligandy jsou nékteré dioxiny, methylcholanthren nebo i B-
naftoflavon. Klinicky vyznamnou inhibici CYP1A2 zpusobuje antidepresivum
fluvoxamin a antibiotika erytromycin, klaritromycin a ciprofloxacin. Indukce CYP1A1 a
1A2 je velmi nezadouci kvuli toxika¢nimu ucinku téchto enzymt, protoze jejich
pusobenim dochézi k napft. k aktivaci prokarcinogenti na karcinogeny (Meunier a kol.

2000; Skalova a kol. 2013).
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V piipadé€ ur¢ovani genové exprese enzymu CYP1A2 jsem zaznamenala enormni
nartst exprese vlivem BNF, ktery byl viditelny (a signifikantni) ve vSech jaternich
vzorcich, ve kterych byl BNF piitomen (Ctyii). Nejvétsi indukei exprese zpusobil u
pacienta €. 9 (zvySeni 35,8x), naopak nejméné ovlivnil expresi u pacienta ¢. 11 (zvySeni
3,2x). Mohu tedy fici, ze model jaternich fezi je funkéni, protoze vlivem BNF v nich
doslo k vyrazné indukci CYP1A2. I zde, podobné jako v ptipadé CYP3A4, se mira
indukce mezi jednotlivymi pacienty liSila.

Zachytila jsem 1 vliv BNF na expresi dalSich enzymu. Exprese mRNA byla mirné
v piipadé CBR1 a AKRIC indukovéana u vSech pacienti (u jednoho resp. dvou
signifikantn¢), zatimco v ptipadé CYP2B6 byla u jednoho pacienta indukovéna a u
jednoho inhibovdna. BNF vyznamné inhiboval proteinovou expresi CBR1 u jednoho
pacienta. Vysledky 1ze okomentovat tak, Ze u pacienta ¢. 14 byla vlivem BNF ovlivnéna
jak proteinova, tak genova exprese enzymu CBR1 (v prvnim piipad¢ doslo k inhibici,

v druhém k indukci).

Pti hodnoceni vysledki je tieba brat v potaz, Ze na metabolismus xenobiotik ma
vliv mnoho faktori interindividualnich i intraindividudlnich. Mezi interindividualni
faktory patii zivociSny druh, genetické faktory nebo pohlavi. Zaroven tyto faktory
definuji rozdily v biotransformaci cizorodych latek u riznych jednotliveil, béhem Zivota
jednotlivee vSak zlstavaji neménné. Intraindividudlni faktory, které reprezentuje napf.
vek, téhotenstvi, onemocnéni ¢i inhibice/indukce enzymt, zpisobuji zmény

v biotransformaci xenobiotik jiZ béhem Zivota jednotlivce (Skalova a kol. 2013).

Kvilli genetickému polymorfismu v genetické vybave pro urcité enzymy dochéazi
k relativni variabilité v metabolismu xenobiotik u jednotlivcl téhoz druhu i pohlavi. Tyto
rozdily (jak kvalitativni, tak kvantitativni) mtize ovliviiovat vyziva, patologické stavy ¢i
medikace. Rozdilnost v metabolismu 1é¢iv je proto Castou pfic¢inou selhani 1écby, popf.
vyskytu nezddoucich reakci na podani lé¢iva. Prikladem enzymu vykazujiciho
polymorfismus je CYP2C9, ktery se klinicky projevuje napt. krvacenim po aplikaci
warfarinu (Skalova a kol. 2013; Zanger a Schwab 2013).

Pravé interindividualni variabilita mezi jednotlivymi pacienty je nejspise
divodem rozdilli ucinkl testovanych seskviterpenti na proteinovou a genovou expresi
jednotlivych enzymii 1. fdze biotransformace. Celkové lze dosazené vysledky shrnout
tak, ze je malo pravdépodobné, ze by tyto acyklické seskviterpeny v koncentracich bézné

dostupnych v potravé vyznamné ovliviiovaly biotransformaci soucasn¢ podanych 1éCiv.
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7. ZAVER

Vysledky dosazené v experimentalni ¢asti mé diplomové prace lze shrnout nasledovné:

o Nejprve jsem z péti pacientskych vzorki jaterni tkané ptipravila ultratenké fezy o
tloustce 150-180 um, které jsem po preinkubaci inkubovala v piitomnosti tii
vybranych acyklickych seskviterpent (c(NER, tNER, FAR) v koncentraci 10 a 30 uM
(jen jeden pacient) nebo DMSO (kontrola) pti 37 °C v atmosféie s 95 % Oz a 5 %
CO2 po dobu 24 hodin.

o Pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy za denaturujicich podminek
s ndslednym Western blotem jsem sledovala vliv tfi vybranych acyklickych
seskviterpentt (cNER, tNER, FAR) na proteinovou expresi dvou isoforem
cytochromu P450 (CYP2C, CYP3A4), karbonylreduktasy 1 (CBR1) a aldo-
ketoreduktasy 1C3 (AKRI1C3) v lidskych jaternich tezech. Jaterni fezy byly
inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 uM (u pacienta ¢. 16 cNER a
tNER 1 v koncentraci 30 puM) pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Vsechny tii
seskviterpeny inhibovaly proteinovou expresi nékterych enzymii. FAR a tNER
zpusobily vyznamné snizeni exprese CBR1 u pacienta €. 14. Také exprese AKR1C3
byla signifikantné sniZena vlivem cNER v zavislosti na pouZzité koncentraci (10 1 30
puM) u pacienta €. 16, kde 1 tNER v 30 uM koncentraci inhiboval expresi tohoto

enzymu.

o Pomoci RT-qPCR jsem pozorovala vliv tii acyklickych seskviterpenti (c(NER, tNER,
FAR) na relativni expresi mRNA ctyf isoforem cytochromu P450, a to CYP1A2,
CYP2B6, CYP2C a CYP3A4, dale karbonylreduktasy 1 (CBR1) a aldo-
ketoreduktasy 1C (AKRIC) v lidskych jaternich fezech. Jaterni tezy byly
inkubovany se studovanymi latkami v koncentraci 10 uM (u pacienta ¢. 16 cNER a
tNER 1 v koncentraci 30 uM) pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Vlivem FAR a
tNER doslo k signifikantnim zménam genové exprese vSech studovanych enzymi
v nékterych vzorcich. K nejvyznamnéjSim zménam doslo u pacienta €. 7, kde FAR a
tNER signifikantné€ sniZily expresi mRNA u vSech sledovanych enzymi, naproti
tomu cNER signifikantn€ zvysil u toho pacienta expresi jen CYP2B6. Kromé téchto
inhibi¢nich ucinkt doslo vlivem FAR 1 ke zvyseni genové exprese CYP1A2 (pacient
¢. 9) a CYP2B6 (pacient ¢. 14), zatimco tNER zpiisobil nariist genové exprese
CYP1A2 a AKRCIC (oba u pacienta €. 9).
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8. POUZITE ZKRATKY

A absorbance

AA akrylamid

Acetoacyl-CoA acetoacylkoenzym A

Acetyl-CoA acetylkoenzym A

AGS buiiky lidského karcinomu zaludku, ,human gastric carcinoma
cells*

AKR aldo-ketoreduktasa

ALT alaninaminotransferasa

ALP alkalickd fosfatasa

APS persiran amonny

AST aspartataminotransferasa

BCA kyselina bicinchoninova

bisAA bis-akrylamid

BNF B-naftoflavon

BSA hovézi sérovy albumin

CAR konstitutivni androstanovy receptor

CBR karbonylreduktasa

cDNA komplementarni deoxyribonukleasa

cNER cis-nerolidol

CNS centrdlni nervova soustava

Ct threshold cycle

CYP cytochrom P450

dATP deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytidintrifosfat

DEPC diethylpyrokarbonat

DEX dexametazon

DMSO dimethylsulfoxid

dGTP deoxyguanosintrifosfat

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNAsa deoxyribonukleasa

dNTPs deoxynukleotidy

DMAPP dimethylallyl-difosfat
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DTT
dTTP
EDTA
EGTA

FAD
FAR
FMN
FN HK
FPP
GAPDH
GC-MS
GMT
GR
GSH
HEPES
HepG2/C3A
HRP
IPP
KAL, K
KBH
MDS
MM
mRNA
mikroRNA
NADPH
NER
NSAID
NTC
p.a.
PAH

PB

PBS

dithiotreitol
deoxythymidintrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova

kyselina

forward

flavinadenindinukleotid

farnesol

flavinmononukleotid

Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
farnesyl-difosfat
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
v-glutamyltransferasa
glukokortikoidni receptor

glutathion

(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

bunky lidského hepatoceluldrniho karcinomu
kfenova peroxidasa

isopentenyl-difosfat

kalnexin

Krebsstiv-Henseleittv pufr
myelodysplasticky syndrom

mastermix

mediatorova ribonukleova kyselina

mikro ribonukleova kyselina

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
nerolidol

nesteroidni antiflogistika

no template control

pro analyzu

polycyklické aromatické uhlovodiky
fenobarbital

fosfatovy pufr, ,,phosphate Buffered Saline*
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PMSF fenylmethansulfonylfluorid

PPI inhibitor protonové pumpy

PXR pregnanovy X receptor

PCR kvantitativni polymerasova fetézova reakce

PCTS,PLCS ultratenké tkanové fezy, ,,precision cut tissue slices

qPCR kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlném case
R reverse

RIF rifampicin

RNA ribonukleova kyselina

RNasa ribonukleasa

rpm otacky za minutu

rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina

RT reverzni transkriptasa, reverzni transkripce

RTG rentgen

RT-gPCR kvantitativni polymerasovd fetézovd reakce v redlném case

s reverzni transkripci

SD smérodatna odchylka

SDHA podjednotka A sukcinatdehydrogenasy

SDR dehydrogenasa/reduktasa s kratkym fetézcem
SDR21C1 karbonyreduktasa 1

SDS dodecylsiran sodny

TBST pufrovany solny roztok ,,Tris — buffered saline* + Tween 20
TEMED N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

tNER trans-nerolidol

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA transferova ribonukleova kyselina

UV/VIS ultrafialové/viditelné

Uw University of Wisconsin

v/v objem/objem
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