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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Veronika Mazurkova

Konzultant: doc. PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.

Nazev rigorézni prace: Vliv vybranych seskviterpent na aktivitu

karbonylreduktasy 1 in vitro

Seskviterpeny, hlavni slozky rostlinnych silic, jsou nedilnou soucasti koteni, tradi¢nich
jidel a napoji. Jsou pouzivany v lidové medicingé, farmaceutickém pramyslu
1 kosmetice. Nékteré seskviterpeny vykazuji zajimavé biologické aktivity, ale mohou
interagovat se soucasné¢ podavanymi léCivy prostiednictvim modulace aktivity
a/nebo exprese enzyml metabolizujicich xenobiotika. Enzym karbonylreduktasa 1
(CBR1) je jednim zenzymi, ktery se podili na metabolismu mnoha endogennich
a xenobiotickych sloucenin. Jednim ze substrati CBRI1 je i chemoterapeutikum
doxorubicin, ktery je timto enzymem metabolizovdn na mén€ ucinny metabolit
doxorubicinol, ktery je vSak zodpovédny za kardiotoxicitu doxorubicinu. Cilem
predkladané rigordzni prace bylo zjistit schopnost péti vybranych seskviterpent
(. valencen, B-karyofilenoxid, a-humulen, cis-nerolidol a frans-nerolidol) ovliviiovat
aktivitu CBR1 in vitro. Vliv studovanych latek na aktivitu tohoto enzymu jsem
sledovala jednak v cytosolické frakci ziskané z jater potkana a také na rekombinantné
pripravené lidské CBR1. Aktivitu CBR1 jsem v obou pfipadech stanovovala metodou
podle Maté a kol. (2008) se substratem menadionem. Nejvyznamnéjsi inhibi¢ni uc¢inek
jsem zaznamenala v ptipad¢ frans-nerolidolu, ktery sniZil aktivitu CBR1 v cytosolu
014,3 % ve srovnani s kontrolou. V pfipad¢ lidské rekombinantni CBR1 nedoslo
k zadné signifikantni zméné aktivity. Vysledky této studie Ize tedy shrnout tak, ze
studované seskviterpeny valencen, B-karyofilenoxid, a-humulen,

v

cis-nerolidol a trans-nerolidol neprokazaly vyznamné;jsi inhibi¢ni u¢inek viici CBR1.
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Sesquiterpenes, the main components of plant essential oils, are integral parts of spices,
traditional food and beverages. They are used in folk medicines, pharmaceutical
industry as well as in cosmetics. Several sesquiterpenes possess interesting biological
activities but they could interact with concurrently administered drugs via
the modulation of activity and/or expression of drug-metabolizing enzymes. Enzyme
carbonyl reductase 1 (CBR1) is one of the enzymes participating in the metabolism
of a number of endogenous and xenobiotic compounds. One of the CBR1 substrates
is chemotherapeutic agent doxorubicin, which is metabolized by this enzyme to the less
effective metabolite doxorubicinol, which is responsible for the doxorubicin
cardiotoxicity. The aim of this rigorous thesis was to find out the ability of five selected
sesquiterpenes (i.e. valencene, [-caryophyllene oxide, a-humulene, cis-nerolidol
and trans-nerolidol) to affect the activity of CBRI1 in vitro. The effect of studied
substances on the activity of this enzyme was monitored in cytosolic fraction obtained
from rat liver and also on recombinant human CBR1. Activity of CBR1 was in both
cases assessed by method of Maté et al. (2008) using menadion as a substrate.
The highest inhibitory effect was found in case of trans-nerolidol, which decreased
CBRI activity in cytosol by 14,3 % compared to the control. In case of human
recombinant CBR1, no significant change in activity was observed. Taken together,
the results of this study indicate that the selected sesquiterpenes valencene,
B-caryophyllene oxide, a-humulene, cis-nerolidol and trans-nerolidol do not express

considerable inhibitory effect towards CBR1.
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1. UVOD

Ve své rigordzni praci jsem se zabyvala schopnosti seskviterpeni valencenu,
B-karyofilenoxidu, o-humulenu, cis-nerolidolu a trans-nerolidolu ovliviiovat aktivitu

enzymu karbonylreduktasy 1 (CBR1) in vitro.

Seskviterpeny, hlavni slozky rostlinnych silic, vykazuji Siroké spektrum biologickych
aktivit. Diky jejich Sirokému vyskytu a béznému pouziti je zde riziko nezddoucich
interakci s 1é¢ivy, které mohou byt zalozeny na potencidlni schopnosti terpeni
modulovat aktivitu duilezitych enzymii metabolizujicich 1é¢iva a dalsi xenobiotika, kam
patii 1 CBR1. Jednim ze substrdti CBR1 je i chemoterapeutikum doxorubicin,
pouzivany k 1écbé celé fady nadorovych onemocnéni. CBR1 je hlavnim enzymem,
ktery metabolizuje doxorubicin na méné u¢inny metabolit doxorubicinol, ktery je vSak
zodpovédny za kardiotoxicitu doxorubicinu. Lze tedy pfedpokladat, ze inhibice CBR1
by mohla zvysit chemoterapeutickou uc¢innost doxorubicinu a snizit jeho vedlejsi

ucinky.

V experimentalni ¢asti své prace jsem se nejdiive vénovala vlivu studovanych
seskviterpentl na aktivitu CBR1 in vitro v cytosolické frakci ziskané z jater potkana a to
inkubaci cytosolu s jednotlivymi seskviterpeny v koncentraci 1, 10 a 100 puM
a stanovenim aktivity CBR1 metodou podle Maté a kol. (2008) se substratem
menadionem. Stanovenou aktivitu CBR1 jsem pak vztdhla na koncentraci bilkoviny
v jednotlivych vzorcich. Dale jsem sledovala vliv seskviterpenti na aktivitu
rekombinantni lidské CBRI1 inkubaci tohoto enzymu s jednotlivymi seskviterpeny
v koncentraci 100 pM po dobu 10 a 20 min a aktivitu CBR1 jsem stanovila opét pomoci

metody podle Maté a kol. (2008) se substratem menadionem.

Praktickou ¢ast diplomové prace jsem vypracovala na katedfe biochemickych véd
FaF UK, pod vedenim Doc. BouSové, kterd se dlouhodobé zabyva vlivem
nizkomolekularnich latek s antioxida¢nimi vlastnostmi (napt. flavonoidl a terpentl) na

aktivitu a expresi celé fady enzyml metabolismu eobiotik a xenobiotik



2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1. Karbonylreduktasa 1

2.1.1. Struktura

Vétsina enzymil redukujicich karbonylové skupiny je v soucasnosti rozdélena do dvou
nadrodin. Jednd se o nadrodinu aldo-ketoreduktas a nadrodinu dehydrogenas/reduktas
s kratkym ftetézcem (SDR) (Oppermann a Maser 2000). Karbonylreduktasy (CBRs;
sekundarni alkohol:NADP®™ oxidoreduktasy; EC 1.1.1.184) fadime do nadrodiny SDR.
Jedna se o NADPH-dependentni enzymy (Forrest a Gonzalez 2000). V lidském genomu
byly identifikovany tfi SDR geny koédujici karbonylreduktasy, a to CBR1 (SDR21C1),
CBR3 (SDR21C2) a CBR4 (SDR45C1) (Malatkova a kol. 2010). Karbonylreduktasy
jsou v pfirod¢ vSudypfitomné. Jejich pfitomnost byla objevena v kazdém organismu,
ktery byl analyzovan. Byly detekovany v bakteriich, kvasinkdch, hmyzu, rostlinach,

rybach a u mnoha druhti savct (Forrest a Gonzalez 2000).

Karbonylreduktasa 1 (CBRI1) je NADPH-dependentni, nizkomolekularni, pfevazné
monomerni  cytosolicky enzym (Forrest a Gonzalez 2000). Sklada se
z 277 aminokyselin s molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 30 kDa. Gen pro CBRI1 je
lokalizovan na chromosomu 21g22.12 (Matsunaga a kol. 2006). Postrada CAAT
a TATA box a obsahuje hojné GC oblasti na prvnim exonu (Malatkova a kol. 2010).
V proteinové struktufe CBR1 se objevuji pro SDR nadrodinu typické sekvence
Rossmanovych zahybl, které jsou soucasti vazebného mista pro kofaktor,

a konzervativni katalyticka tetrdda Asn/Ser/Tyr/Lys (Filling a kol. 2002).

2.1.2. Funkce

Vyznamnou roli v metabolismu mnoha endogennich a xenobiotickych sloucenin
hraje biotransformace karbonylovych slou€enin. Jedna se o redukci karbonylové
skupiny aldehydt, ketont a chinont na odpovidajici hydroxylové derivaty (Oppermann
a Maser 2000). V piipadé¢ endogennich substratii je redukce karbonylové skupiny
nejcasteji soucasti reversibilniho oxidoredukéniho procesu, ktery zahrnuje aktivaci nebo
inaktivaci dualezitych signalnich molekul, jako jsou steroidy, prostaglandiny, retinoidy

a biogenni aminy. U xenobiotickych substratti je redukce karbonylové skupiny obecné
3



jednosmérnou reakci, protoze vysledny alkohol se snaze konjuguje a eliminuje

(Malatkova a kol. 2010).

CBRI1 katalyzuje redukci mnoha xenobiotik, vcetné¢ dulezitych 1é¢iv, jako jsou
loxoprofen anabumeton, antidepresivum bupropion, antipsychotikum haloperidol,
neuroleptikum timiperon a antiemetikum dolasetron. Redukce karbonylové skupiny
muze vést jak k vyznamnému snizeni farmakologické aktivity 1éCiva, jako je tomu
u bupropionu a haloperidolu, tak k aktivaci prolé¢iva, naptiklad u nabumetonu,
loxoprofenu a dolasetronu. U nékterych 1éC¢iv, jako jsou cytostatika doxorubicin
a daunorubicin, zpusobuje redukce karbonylové skupiny nezadouci toxicitu (Bousova

a kol. 2015).

Také nckteré potraviny a latky zneciStujici zivotni prostfedi jsou substraty CBRI1
(Bousova a kol. 2015). Detoxikace reduk¢ni cestou je dulezita zejména u chinonti
odvozenych z polycyklickych aromatickych uhlovodiki, které v organismu plisobi Casto
cytotoxicky, imunotoxicky nebo genotoxicky. Jako piiklad mizeme uvést nikotinovy
derivat NNK  (4-(metylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon), coz je jedna
z nebezpecnych slozek tabakového koute. Protektivni piisobeni CBR1 spociva v redukci
karbonylové skupiny NNK. Diky této reakci nedojde v pribéhu oxidacni
biotransformace NNK k aktivaci tohoto prekarcinogenu (Maser a kol. 2000).

Endogenni substraty CBR1 byly hledany mnoho let. Vysledky mnoha studii ukazuji, Ze
se CBR1 podili na metabolismu né¢kolika dulezitych biomolekul. Jednd se

o prostaglandiny, tetrahydrobiopterin, vitamin K a isatin.

V metabolismu prostaglandinii ptsobi CBR1 jako prostaglandin-9-ketoreduktasa
a 15-hydroxyprostaglandindehydrogenasa, coz jsou dv¢ aktivity, které naznacuji
dilezitost CBR1 v procesu kontroly mnozstvi prostaglandinii u jedince za riznych
fyziologickych a patologickych podminek (Forrest a Gonzales 2000). CBR1 se také
podili na syntéze tetrahydrobiopterinu, kofaktoru hydroxylas aromatickych
aminokyselin a synthasy oxidu dusnaté¢ho. CBR1 se pravdépodobné podili také na

metabolismu isatinu, endogenniho indolu (Bousova a kol. 2015).



HIubsi poznani procesu oxidacniho stresu a redoxni rovnovahy odhalilo dilezitou roli
CBRI1 v detoxikaci reaktivnich karbonyli. Vysledkem pilisobeni oxida¢niho stresu
v procesech jako je zanét, diabetes a napiiklad aterosklerdza jsou reaktivni aldehydy
a ketony (Forrest a Gonzales 2000). Ty jsou schopny kovalentn¢ modifikovat DNA
nebo proteiny a dale podpofit pribéh oxidacniho stresu, vedouci k degenerativnim
onemocnénim a rakoviné (Bousové a kol. 2015). Bylo napiiklad dokazano, ze CBRI1
hraje klicovou roli v procesu svalové diferenciace a regenerace. Pfi téchto procesech
bylo jeji mnozstvi ve svalové tkani zvySené. V nadorovych bunkéach vedlo zvysené
mnozstvi a aktivita CBR1 ke sniZeni proliferace a riistu a stejné tak schopnost téchto
bun¢k invadovat do okolnich tkani a tvofit metastazy byla nizsi (Osawa a kol. 2015).
Dale bylo zjisténo, Ze jak ubun€k s vnesenym siRNA CBRI, tak u bunék lécenych
selektivnimi CBR1 inhibitory bylo zvySené mnoZstvi reaktivnich forem kysliku (ROS)
a peroxidace lipid (Lim a kol. 2013).

Z téchto vSech udajii vypliva nezastupitelna role CBR1 pfi udrzovani homeostazy a pii
ochran¢ organismu. Modulace exprese nebo aktivity CBR1 miize vyznamné ovlivnit
nachylnost organismu k ptisobeni toxickych karbonylovych sloucenin (Bousova

a kol. 2015).

2.1.3.  Vliv prirodnich latek na aktivitu a expresi CBR1

V nésledujicim textu budou diskutovany strukturdlni a funkéni charakteristiky
vybranych pfirodnich latek (polyfenoly, terpeny) a jejich vztah k aktivité a expresi
karbonylreduktasy 1.

2.1.3.1. Modulace aktivity nebo exprese CBR1 pomoci polyfenoli

Polyfenoly jsou sekundarni rostlinné metabolity, které se obecné podileji na ochrané
bun¢k pred ultrafialovym zafenim a na ochrané pfed napadenim patogeny (Manach
a kol. 2004). Polyfenolické slouc¢eniny vykazuji fadu biologickych aktivit véetné ucinkl
(Cicerale a kol. 2010). U vysSich rostlin bylo identifikovano né€kolik tisic molekul
s polyfenolickou strukturou, kterd vychdzi znékolika hydroxylovych skupin
navazanych na aromatickém jadfe. Tyto slouCeniny mohou byt klasifikovany do

nekolika skupin, a to podle mnozstvi a funkce obsazenych fenolickych kruhli a podle



strukturnich elementt, které poutaji tyto kruhy k sobé&. Délime je na fenolické kyseliny,
flavonoidy, taniny, stilbeny, lignany a kurkuminoidy (Obr. 1) (Manach a kol. 2004).
Vsechny tyto slouceniny jsou produktem Sikimatové cesty (fenolické kyseliny
a lignany) a kombinace Sikimatové a acetatové cesty (flavonoidy, taniny, stilbeny
a kurkuminoidy) (Dewick 2001). Dale se v textu zaméfuji na skupinu flavonoidd,
stilbentl a kurkuminoidd, které byly z uvedenych skupin polyfenold nejvice studovéany

ve vztahu k aktivité a expresi CBR1.
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Obr. 1 Chemicka struktura hlavnich skupin polyfenolt (BouSova a kol. 2015).



Doposud neni provedena piesna evidence o transkripéni regulaci CBR1 pomoci
polyfenoli. Na druhé strané mnoho polyfenolid prokazalo interakci s regulacnimi
elementy CBR1, jako jsou AhR, Nrf2, HIF-1a a AP-1, coz naznacuje jejich schopnost
modulovat expresi CBR1. Protoze CBR1 neni typicky cil transkripéniho faktoru Nrf2,
efekt pfirodnich sloucenin na regulaci transkripce skrze AhR nebo Nrf2 je velmi ziidka
studovan ve spojeni s timto enzymem. Stejné tak je to i s jinymi transkripcnimi faktory,
kde naptiklad piimy efekt polyfenolti na indukci/inhibici AP-1 a jeho dopadu na expresi
CBRI1 nebyl dosud studovan (Bousova a kol. 2015).

Inhibice CBR1 se jevi jako vyhodna v souvislosti se zvySenim ucinnosti protinadorové
terapie antracykliny, ale mutze pusobit zhorSeni detoxikace reaktivnich karbonylt.
Nicméné¢ vSechny znamé informace o interakcich polyfenold s CBR1 jsou zalozeny na
vysledcich in vitro studii. S ohledem na vyznamny vliv CBRI1 a c¢astou konzumaci
polyfenolt, by bylo vhodné provést také in vivo studie pro zhodnoceni rizik

a prospésnosti interakci polyfenolti s CBR1 (Bousova a kol. 2015).

Flavonoidy — vztah k modulaci/expresi aktivity CBR1

Flavonoidy reprezentuji nejvice studovanou skupinu polyfenold. Vykazuji mnoZzstvi

biologickych vlastnosti vCetné aktivit antioxidacnich, protinddorovych, protivirovych,

-----

Struktura flavonoidii je zaloZena na flavonoidnim jadfe, které se sklada ze tii
fenolickych kruhii (C6-C3-C6) nazvanych kruhy A, B a C. Benzenovy kruh A je
kondenzovan s Sesti¢lennym heterocyklickym kruhem C, ktery na druhé pozici nese
benzenovy kruh B jako substituent. Kruh C muze byt heterocyklicky pyran, jako je
tomu u flavanolli (katechinl) a antokyand, nebo pyron, jako je tomu v piipadé

flavonoltl, flavoni a flavanoni (Obr. 2) (Aherne a O'Brien 2002).

Flavonoidy mohou byt rozdéleny do Sesti hlavnich podskupin: flavony (luteolin,
apigenin), flavonoly (kvercetin, kaempferol), flavanony (naringenin, taxifolin),
flavanoly (katechin, epikatechin), antokyany (kyanidin) a isoflavony (genistein,
daidzein) (Bousova a kol. 2015). Vrostlindich se flavonoidy vyskytuji jako
glykosylované a sulfatované derivaty, ptevladajici cukerné zbytky jsou glukosa,

rhamnosa, xylosa, galaktosa, arabinosa a fruktosa (Williams a Grayer 2004).
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Obr. 2 Chemicka struktura hlavnich podskupin flavonoidl (Bousova a kol. 2015).

U mnoha typa flavonoidli byla studovana jejich schopnost inhibovat aktivitu CBR1
in vitro (Bousovéa a kol. 2015). Ve studii provedené Arai a kol. (2015) bylo testovano
27 flavonoidii z pohledu jejich inhibi¢ni aktivity viici CBR1, z nichZ jako nejsilngjsi
inhibitor se prokézal luteolin. Z dalSich flavonoidl projevovaly vyznamny inhibi¢ni
efekt na CBR1 in vitro apigenin, kaempferol, kvercitrin a kvercetin. Pro inhibi¢ni
potencial flavonoidi se jevi dilezitda 5-hydroxy a 7-hydroxy skupina. Dale byly
testovany inhibi¢ni aktivity flavanoni, isoflavont, antokyanidint a katechind, které se

ale za stejnych podminek projevovali jako slabsi inhibitory (Arai a kol. 2015).

Cilem vétSiny té€chto studii bylo zlepSeni terapie antracykliny, jako jsou doxorubicin
a daunorubicin, pouzivanych pifi 1é€bé néadorovych onemocnéni (Forrest
a Gonzales 2000). Hlavni plsobeni antracyklini spocivd ve vmezefeni do
dvousroubovice DNA, inhibici topoisomerasy II. a DNA/RNA polymerasy a v produkci
volnych radikdlt, coz celkové vede ke zniceni nédorovych bunék. Ackoli jsou
antracykliny velmi U¢innd léCiva, jejich davkovéani je pfisné limitovano z divodu
zvySeného rizika srde¢niho selhani pti kumulaci davek (Arai a kol. 2015). Piedpoklada
se, ze zasadni roli v kardiotoxicité a protinadorovém ptlisobeni téchto 1é¢iv hraje redukce
jejich C13 karbonylové skupiny. Dochézi ke vzniku metabolitu s hydroxylovou

8



skupinou (doxorubicinol, daunorubicinol), ktery vykazuje nizsi protinadorovou aktivitu
a vyssi kardiotoxicitu nez puvodni léc¢ivo. Redukce C13 karbonylové skupiny
antracyklini je zprostfedkovana nékolika reduktasami nalezicimi do nadrodiny
aldo-ketoreduktas a nadrodiny dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem, z nichz
CBRI1 je povazovdna za dominantni reduktasu doxorubicinu v lidské tkani (Arai
akol. 2015, Kaiserova akol. 2007, Piska akol. 2017). Z tohoto diivodu se silné
a selektivni inhibitory CBR1 jevi jako slibné molekuly pro doplitkkovou 1é¢bu s dvojim
prospéSnym pusobenim, které spociva v prodlouzeni protinddorového pilisobeni
antracyklinli a zarovenn ve sniZeni jejich kardiotoxicity (Arai a kol. 2015, Piska

a kol. 2017).

Antokyany, skupina flavonoidl, jsou obecné povazovany za nejrozsahlejsi
aglykony antokyanidiny vykazuji prospé$né ptsobeni na lidské zdravi spojené s jejich
protinddorovymi,  antioxida¢nimi, = chemoprotektivnimi a  protiradikdlovymi
schopnostmi. Ve studii provedené Szotdkovou a kol. (2013) byly antokyanidiny
schopny inhibovat aktivitu CBR1 v potkanich a lidskych subcelularnich frakcich
sttedné silné. Delfinidin plsobil jako vyznamny nekompetitivni inhibitor lidské CBR1

(Szotakova a kol. 2013).

Stilbeny — vztah k modulaci/expresi aktivity CBR1

Stilbeny tvoifi mensi skupinu polyfenolt, jejich vyskyt v lidské stravé je pomérné maly.
Byly detekovany napiiklad u rostlin z celedi Vitaceae, Moraceae a Poaceae.
V rostlinach plni funkci fytoalexinli, tedy sloucenin, které se v rostliné kumuluji
v odpovédi na stres, jako je infekce, zranéni, expozice UV zifeni a vystaveni

chemikaliim (Vannozzi a kol. 2012).

Stilbeny jsou strukturné charakterizovany ptitomnosti 1,2-difenylethylenového jadra
a mohou byt rozdéleny na dvé kategorie a to na monomerni (resveratrol, pinosylvin)
a oligomerni (hopeanol, viniferin). Monomerni stilbeny se nachazeji obvykle ve formeé
aglykoni nebo tvoii glykosidy v kombinaci s cukry, jako je glukosa, rhamnosa
¢i arabinosa. Oligomerni stilbeny vznikaji spojenim homogennich a heterogennich

monomernich stilbenti (Shen a kol. 2009)



Nejznaméjsim a nejvice studovanym stilbenem je trans- resveratrol, monomerni stilben
hojné¢ se vyskytujici v hroznovém vin€¢ a zodpovédny za kardioprotektivni vliv
¢erveného vina (BouSova a kol. 2015). Resveratrol a nékteré jeho derivaty obsahujici
3,5-dihydroxylové skupiny zpiisobily zesileni cytotoxického efektu doxorubicinu na
zivotaschopnost néadorovych bunék MCF-7 (Ito a kol. 2013). Resveratrol byl

charakterizovan jako smiSeny inhibitor rekombinantni CBR1 (Piska a kol. 2017).

Kurkuminoidy — vztah k modulaci/expresi aktivity CBR1

Kurkuminoidy jsou skupinou linearnich diarylheptanoidii, jejichz struktura obsahuje
dvé oxy- substituované arylové ¢asti spojené sedmiuhlikatym fetézcem. Tento fetézec
linearnich diarylheptanoidii je nesaturovany, obsahuje oxo funkce, enon ¢asti
a 1,3-diketonovou  skupinu  vykazujici = keto-enol  tautomerii. S vyjimkou
oxo- a hydroxylovych skupin je sedmiuhlikaty fetézec obecné bez substituce. Arylova
jadra mohou byt substituovana symetricky nebo nesymetricky, s pievladajicimi
substituenty jako jsou hydroxylové a methoxylové skupiny (Anand akol. 2008).

-----

potencidlni neuroprotektivni a protinadorové ptisobky (Hinzpeter a kol. 2015).

Kurkumin, zlut¢ az oranzové piirodni barvivo pouzivané po staleti pii vareni
a v tradi¢ni ¢inské mediciné, je hlavni slozkou rostliny Curcuma longa L. In vitro studie
s rekombinantni CBR1 prokazala, ze kurkumin silné inhibuje vznik daunorubicinolu,
redukovaného metabolitu daunorubicinu, ktery je katalyzovan zejména CBRI.
Kurkumin tak mlZe zvySovat terapeutickou efektivitu daunorubicinu a zaroven sniZit
jeho vedlejsi Gcinky na srdec¢ni tkan (Hinzpeter a kol. 2015). Kurkumin vykazuje
inhibi¢ni plisobeni na CBR1 jako nekompetitivni inhibitor (Piska a kol. 2017).

2.1.3.2. Modulace aktivity nebo exprese CBR1 pomoci terpent

Struktura a biosyntéza terpend, rostlinnych pfirodnich metabolitl, je popsana
v nasledujicich kapitolach. Vyzkumné aktivity se zaméfuji zejména na skupinu
seskviterpenti pro jejich Siroké spektrum biologickych aktivit popsanych v kapitole
2.2.4. V této kapitole se zaméfuji na studie zabyvajici se modulaci aktivity nebo exprese

CBR1 pomoci vybranych seskviterpenti pouzivanych v praktické Casti rigordzni prace.
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Potencialni inhibi¢ni efekt acyklickych seskviterpent trams-nerolidolu, cis-nerolidolu
a farnesolu (Obr. 3) na aktivitu hlavnich enzym@ metabolizujicich xenobiotika, véetné
karbonylredukujicich enzymii, byl studovan in vitro v lidské jaterni tkéni a jaterni tkani
potkanti. Farnesol se vyskytuje mimo jiné v jasminové, ylangové artzové silici.
protialergickych, chemoprotektivnich a protinddorovych. Nerolidol je alelicky isomer
farnesolu, vyskytuje se ve dvou geometrickych isomerech a to v cis- a trans- formég. Je
naptiklad soucasti silice z niaouli a nerolové silice. Je béznou sloZkou mnoha jidel
a kosmetickych produktti. Vykazuje mnoho biologickych funkci véetné antioxidacnich,
antibakterialnich, protiparazitarnich a protinadorovych. Uvedené seskviterpeny nemély
vyznamny efekt na aktivitu karbonylredukujicich enzymi, véetné CBR1 (Spi¢dkova

a kol. 2017).

HO

HO CH

trans-nerolidol cis-nerolidol farnesol

Obr. 3 Struktura seskviterpenti trans- nerolidolu, cis- nerolidolu a farnesolu (Spi¢akova

a kol. 2017).

V in vivo studii provedené Lnénickovou a kol. (2018) byl sledovan efekt p.o. podavani
seskviterpenti B-karyofylenoxidu a trams-nerolidolu na rizné enzymy metabolizujici
xenobiotika - véetné CBRI1, a to v jatrech a tenkém stievé mysi. B-karyofylenoxid se
vyskytuje naptiklad v bazalce (Occimum spp.) a Salvéji (Salvia glutinosa), nerolidol
v pepii (Piper spp.), vjehlicnanech (Fokienia hodginsii) a hotkém melounu
(Momordica charantia) (Fidyt a kol. 2016, Lnénickova a kol. 2018). Namétené hodnoty
aktivity CBR1 byly piekvapivé. Ve tkani tenkého stieva byla aktivita CBR1 po Sesti
1 dvacetictyfech hodinach 1écby seskviterpeny nezménénd, zatimco v jaterni tkani byla
po 6 hodindch naméfena mirn€ snizend aktivita CBR1 a po dvacetictyfech hodinach
byla jeji aktivita zvySend oproti kontrole o pfiblizné 20 %. Seskviterpeny tedy mohou

byt reversibilnimi inhibitory aktivity CBR1 (Lnénic¢kova a kol. 2018).
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Seskviterpeny B-karyofylen, B-karyofylenoxid, a-humulen, #rans- nerolidol a valencen
(Obr. 4) jsou zakladni slozkou silice z listl subtropického asijského ovocného stromu
Myrica rubra, kterd vykazuje vyznamny antiproliferativni efekt. VSechny tyto
seskviterpeny vykazovaly ve studii provedené Ambrozem a kol. 2015 schopnost
selektivné zvySovat koncentraci doxorubicinu v nadorovych buiikach, v nenadorovych
bunikdch koncentraci doxorubicinu neovliviiovaly. B-karyofylenoxid, o-humulen,
trans-nerolidol a valencen inhibovaly proliferaci nadorovych buné¢k, piicemz
neovlivilovaly zivotaschopnost jaternich bunék. Navic B-karyofylenoxid a valencen
byly schopny =zvysit prooxidaéni efekt doxorubicinu v nadorovych bunkach.
B-karyofylenoxid také zmirnoval toxicitu doxorubicinu v bunikdch jater (Ambroz

akol. 2015).

CH
®  CHg HeC M oH
/ 3
CHjs HaC
H
HsC H,C
a-humulene (HUM) p-caryophyllene (CAR)
HsCc. H CHa CHs  HO_ CH,
\ ™
HsC 0 I
. CH,
H |
H,C HaC”~ “CHs

B-caryophyllene oxide (CAO) (%)-frans-nerolidol (NER)

CHo»

© GH
HsC CHs CHs

valencene (VAL)

Obr. 4 Struktura testovanych seskviterpenii (Ambroz a kol. 2015).
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2.2. Seskviterpeny

2.2.1.  Struktura a biosyntéza terpent

Terpeny obecné piedstavuji nejrozmanitéjsi tiidu rostlinnych sekundarnich metabolitt.
Podle odhadi se v rostlinach vyskytuje vice nez 25000 terpenovych sloucenin.
Strukturné nalezi terpeny k isopreniim. Klasifikujeme je podle poctu isoprenovych
jednotek do péti kategorii a to na monoterpeny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny

a tetraterpeny (Huang a kol. 2012).

Terpeny jsou odvozeny od universdlniho pétiuhlikatého prekursoru isopentenyl
difosfatu (IPP) a jeho isomeru dimetylallyl difosfatu (DMAPP), které jsou uvedeny
v Obr. 5 (Oldfield 2010).

OPP OPP ﬁ’ 'ﬁ
- OPP= —O—P-0O—-P-OH
OH OH

1, IPP 1, DMAPP

Obr. 5 Biosyntéza terpent (isoprentl) zatind vytvorenim isopentenyl difosfatu (IPP)

a dimethylallyl difosfatu (DMAPP) (Oldfield 2010).

IPP a DMAPP jsou ve vysSich rostlinach produkovany dvéma nezavislymi
biosyntetickymi cestami umisténymi v oddé€lenych nitrobunéénych kompartmentech.
V cytosolu vznikaji tyto zakladni stavebni jednotky terpeni cestou mevalonové
kyseliny (MVA), kterd za¢ind kondenzaci 2 molekul acetylkoenzymu A. V plastidech
jsou IPP a DMAPP syntetizovany zpyruvatu a glyceraldehyd-3-fosfatu cestou
methylerythritolfosfatu (MEP) (Obr. 6). Cytosolicky IPP slouzi jako prekursor pro
tvorbu farnesyldifosfatu (FPP) a nasledné seskviterpenti a triterpenti, zatimco IPP
tvofeny v plastidech poskytuje prekursory pro syntézu geranyldifosfaitu (GPP)
a geranylgeranyldifosfat (GGPP) nésledné pro tvorbu mono-, di- a tetraterpeni (Cheng
a kol. 2007). Navzdory kompartmentizaci syntézy IPP a DMAPP v rostlinné buiice
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dochdzi mezi jednotlivymi subcelularnimi utvary k vyméné isoprenoidnich prekurzort

(Pulido a kol. 2012).
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Obr. 6 Biosyntéza terpent (isoprent) v rostlinné burice (Pulido a kol. 2012).

2.2.2.

Seskviterpeny jsou definovdny jako patnactiuhlikaté slouceniny tvofené tremi

Struktura seskviterpent

isoprenovymi jednotkami. Vznikaji biosyntézou IPP a DMAPP, které spole¢nou
kondenzaci vytvofi geranyldifosfat (GPP). Po navazani dal§i molekuly IPP vznika
farnesyldifosfat (FPP), patnactiuhlikaty prekursor vSech seskviterpent (Bartikova
a kol. 2014, Cheng a kol. 2007).

Seskviterpeny se vyskytuji v nékolika acyklickych, mono-, di-, tri- a tetra-cyklickych
formach (Obr. 7). Acyklické seskviterpeny, nazyvané také farnesany, jsou odvozeny
pfimo ze zékladni struktury farnesolu. Nésledujici rozmanité struktury vznikaji z FPP.
Cyklizace, vedouci ke vzniku mnoha hlavnich skeletalnich typt, se pravdépodobné
uskutecnuje diky specifickym enzymim cyklasam. Nésledujici pireskupovani, oxidace,
degradace a dimerizace vedou ke vzniku tisicii strukturalné odlisnych seskviterpenti

a jejich derivatt (Bartikova a kol. 2014, Cheng a kol. 2007).
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Obr. 7 Klasifikace seskviterpent s jednotlivymi ptiklady (Bartikova a kol. 2014).
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2.2.3. Vyskyt a vyznam seskviterpenii

Seskviterpeny jsou sekundarni metabolity produkované nejen ve vyssich rostlinach, ale
také u hub a bezobratlych (Bartikova a kol. 2014). U rostlin jsou terpeny produkovany
ve vegetativnich tkanich, kvétech a n¢kdy i1 kofenech. Monoterpeny a seskviterpeny
jsou hlavnimi t€kavymi slouc¢eninami, které produkuji rostliny pii napadeni bylozravci
atak se brani dalSimu poskozeni. Nékteré tyto latky slouzi jako pfimé obrana proti
bylozravelim nebo mikrobidlnim patogentim, ptipadné hraji roli ve vztazich s okolnim

prostfedim nebo mezi rostlinami navzajem (Cheng a kol. 2007).

Seskviterpeny se vyskytuji v lidském jidle a cCasto jsou také soucasti potravnich
doplikd, kosmetiky a lidové mediciny, nejcastéji jako soucésti rostlinnych silic. Mohou
se stat bohatym rezervoarem sloucenin pro objevovani novych 1é¢iv, protoze nékteré
seskviterpeny a jejich derivaty vykazuji zajimavé biologické aktivity (Bartikova
akol. 2014). Naptiklad nedavné snahy ve vyzkumu a vyvoji 1€kl proti rakoviné
odvozenych od pfirodnich latek vedly k identifikaci mnozstvi terpent, které riiznymi

mechanismy inhibuji proliferaci rakovinnych bunék a metastaz (Huang a kol. 2012).

2.2.4. Biologicka aktivita seskviterpeni

Seskviterpeny vykazuji mnoZstvi biologickych aktivit. Zejména se jedna o plsobeni
protizanétlive, antiparazitarni a protirakovinné. Na druhou stranu nékteré seskviterpeny
mohou zpiisobovat zdvaznou toxicitu a jiné nezadouci reakce. VétSina téchto aktivit je

zalozena na oxidac¢nim a prooxidacnim piisobeni seskviterpenti (Bartikova a kol. 2014).

Za fyziologickych podminek je koncentrace reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS)
v organismu mald a antioxida¢ni systémy jsou schopné minimalizovat oxida¢ni
poskozeni (Bachi a kol. 2013). U vsSech eukaryotickych organismil se vyvinul slozity
vnitini mechanismus slouzici jako ochrana proti oxida¢nimu stresu (Dinkova-Kostova
a Talalay 2008). Oxidac¢ni stres vznika nerovnovdhou mezi tvorbou a odstraiovanim
RONS. Dochazi ke vzniku velkého mnozstvi reaktivnich sloucenin, které poSkozuji
biomolekuly a tim sniZuji Zivotaschopnost buné€k a tkani. Oxidacni stres je povazovan
za dulezity faktor pifi procesu starnuti organismu a piirozvoji mnoha onemocnéni
vcéetné¢ rakoviny, aterosklerdzy, diabetu a neurodegenerativnich chorob (Bachi

akol. 2013).
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Obecné je ochrana bun€k proti oxidacnimu stresu uskute¢niovana dvéma typy
nizkomolekularnich antioxidantd. Prvnim typem téchto sloucenin jsou piimé
antioxidanty. Jednd se o redoxn¢ aktivni slouceniny, které vychytavaji RONS. Mohou
vSak vyvolat nasledné prooxidacni reakce. Druhym typem téchto sloucenin jsou
nepiim¢é antioxidanty, kter¢é mohou, ale nemusi byt redoxné aktivni. Nepiimé
antioxidanty slouzi jako induktory antioxidacnich enzymt a dalSich enzymi
podilejicich se na ochran¢ bunky. Pravdépodobné nevyvolavaji prooxidacni reakce

(Dinkova-Kostova a Talalay 2008).

Mnoho silic, jejichz hlavnimi slozkami jsou monoterpeny a seskviterpeny, ma
antioxidacéni vlastnosti. Také Cisté seskviterpeny mohou ochranovat zdravé buiky pied

oxidac¢nim stresem a to nékolika mechanismy (Bartikova a kol. 2014):

1 pfimym vychytdvanim RONS

2 chelataci iontti kovii

3. stimulaci antioxidac¢nich ochrannych mechanismu
4

zeslabenim zanétu

Vedle prospésnych antioxidacnich vlastnosti mohou seskviterpeny ptisobit také jako

prooxidanty a zvySovat tak miru oxidacniho stresu (Lee a kol. 2013).

2.24.1.  Ochrana bunék primym vychytavinim RONS

Byla zkoumana schopnost seskviterpent a seskviterpenovych laktont darovat elektron
a tim uplatnit antioxida¢ni plisobeni. Napftiklad trans,trans-farnesol a cis-nerolidol byly
schopné vychytavat hydroxylové radikaly efektivnéji nez kyselina askorbova (Vinholes
akol. 2014). Také proces peroxidace lipidi mize byt zmirnén plsobenim
seskviterpenti. Napiiklad p.o. podavani alkoholu samciim mysi vedlo k intenzivnimu
zangtlivému procesu a zvySeni peroxidace lipidi v zaludku téchto zvifat. Pii
preventivnim podavani a-bisabololu v davce 100 mg/kg doslo zcela k zastaveni tvorby

malondialdehydu in vivo (Rocha a kol. 2011).

2.2.4.2. Ochrana bunék chelataci ionti kovu

2*'a Cu *) jsou schopné katalyzovat

Redukované ionty pfechodnych kovl (napt. Fe
tvorbu volnych radikalti z peroxidt prostfednictvim Fentonovy reakce. SlouCeniny se

schopnosti chelatovat ionty kovli ochranuji bunky ptfed oxida¢nim stresem tak, Ze
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snizuji koncentraci téchto iontli a zabranuji plsobeni téchto iontd kovh jako

katalyzatorii v radikalovych reakcich (Bartikova a kol. 2014).

2.24.3. Ochrana bunék stimulaci antioxida¢nich ochrannych

mechanismu

Stimulace antioxidac¢nich ochrannych mechanismt probiha cestou indukce exprese
gentl, které jsou schopné bojovat s nezddoucimi U¢inky oxidac¢niho stresu. Mezi tyto
geny patfi intracelularni proteiny udrzujici redoxni rovnovahu
(y-glutamylcysteinsynthetasa, hemoxygenasa-1), enzymy 2. faze biotransformace
(glutathion-S-transferasa) a transportéry (proteiny spojené s mnohocetnou Iékovou
rezistenci, MRP). VSechny tyto geny jsou indukovatelné a sdili stejnou transkripéni
regulaci prostfednictvim transkripéniho faktoru Nrf2. Indukce transkripce téchto
cytoprotektivnich geni probiha pomoci tfech bunéénych slozek: antioxidacniho
responsibilniho elementu (ARE), nuklearniho transkripéniho faktoru Nrf2 a Kelch
proteinu 1 (Keapl, Kelch-like ECH-associated protein 1) (Dinkova-Kostova a Talalay
2008, Villeneuve a kol. 2010).

V nepfitomnosti induktoru tvoii protein Keap1 komplex s Cullinem 3 (Cul3) a potlacuje
transkripéni faktor Nrf2, ktery je vystaven ubikvitinylaci a nésledné degradaci
v proteasomu. Po vniknuti induktoru do buiiky dojde k modifikaci vysoce reaktivnich
cysteinovych zbytki Keapl. Konformaéni zmény vedou k uvolnéni Nrf2, zakladniho
spojovaciho transkripéniho faktoru. Nrf2 podstoupi nukledrni translokaci
a v heterodimerni kombinaci s malym transkripénim faktorem Maf se navaZze na ARE,
specifickou sekvenci pfitomnou v regulacnich oblastech cytoprotektivnich gend. Tim
dojde ke spusténi zékladniho procesu aktivace transkripce téchto genl

(Dinkova-Kostova a Talalay 2008, Zhang a Gordon 2004) (Obr. 8).

Seskviterpenovy lakton parthenolid prokézal silnou intraceluldrni antioxidacni aktivitu
v buiikdch hippokampu izolovanych z mysi. Tento efekt byl zprosttedkovan zvySenim

mnozstvi glutathionu (Herrera a kol. 2005).
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Obr. 8 Mechanismus indukce cytoprotektivnich gent (Zhang a Gordon 2004).

2.2.44. Ochrana bunék zeslabenim zanétu

Zanét, fyziologicka odpovéd’ organismu na infekci a zranéni, je doprovazen zvySenou
tvorbou RONS, aktivaci enzyml produkujicich RONS a vyplavenim prozéanétlivych
cytokinti (Bollrath a Greten 2009). Mezi prozanétlivé cytokiny, Gi¢astnici se Casné faze
zanétu, patii rodina interleukini 1. typu (IL), napiiklad IL-la, IL-1b, tumor
nekrotizujici faktor o (TNF o), TNF B a IL-18. Navazani téchto cytokini na povrch
receptortt cilovych bunc¢k vede k aktivaci dvou hlavnich transkripénich faktort -
nukledrniho faktoru kB (NF-kB) a aktivacniho proteinu 1 (AP-1) (Bartikova
a kol. 2014).

NF-kB, transkripéni faktor pfitomny ve vSech eukaryotickych buikéach, hraje dilezitou
roli pfi z&nétlivém procesu a pii imunitnich reakcich. NF-kB indukuje v imunitnich
bunkach transkripci gend, které koéduji prozanétlivé cytokiny, a je povazovan za
potenciondlni spojeni mezi zanétem a rakovinou (Bollrath a Greten 2009, Surh 2008).
Tento transkripcni faktor je za normalnich okolnosti umistén v cytoplasmé jako
inaktivni komplex s inhibi¢nim proteinem B (I-kB). Po stimulaci mitogeny,
prozanétlivymi cytokiny, UV zafenim, virovou infekci ¢i bakteridlnimi toxiny je
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fosforylovan I-kB-kinasou nebo MAP-kinasou. Fosforylovany I-kB je po ubikvitinylaci
translokovan do proteasomu k proteolytické degradaci. Uvolnéni [-xB umoznuje
NF-kB piesunout se do jadra a navazat se na promotorové oblasti cilovych
prozanétlivych genti a tak kontrolovat jejich expresi (Obr. 9) (Surh 2008, Huxford
a Ghosh 2009).

Inducing.___________’_ ﬂ
signal B

IKK

1B
proteolysis

Inactive \‘\\ljjg)
NF-xB
e N

-~ Nucleus \

/

Transcription

S~ __Active NF_'liB-a—' — Vooc?”

Obr. 9 Indukce transkripce prozanétlivych cytokini pomoci NF-kB (Huxford
a Ghosh 2009).

Slouceniny s protizanétlivou aktivitou zabranuji oxidacnimu stresu (Surh 2008).
Napftiklad a-humulen a trans- karyofylen, seskviterpeny identifikované v silici Cordia
verbenacea (Boraginaceae), prokazaly v rozdilnych experimentilnich modelech
topicky 1 systémovy protizanétlivy ucinek (Medeiros 2007). a-Humulen piisobi inhibici
cesty NF-kB, coz vede ke sniZzeni mnoZstvi prozanétlivych cytokint jako TNF a, IL-1b

a prostaglandinu E (Bartikova a kol. 2014).
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2.2.4.5. Prooxidacni efekt seskviterpent

Kromé prospéSnych antioxidac¢nich vlastnosti mohou seskviterpeny také prohlubovat
oxidacni stres a tim pusobit jako prooxidanty. Prooxida¢ni efekt pfirodnich latek je
vysoce zavisly na pluvodnim redoxnim stavu bunky, ktery podmifnuje citlivost
k cytotoxickym ucCinktim téchto sloucenin (Lee a kol. 2013). Proto neni jednoduché
predvidat celkovy dopad ptlisobeni terpent, ktery navzdory jejich antioxidacnim
vlastnostem muze zpusobit poskozeni kvili pfevazujicim prooxida¢nim podminkam

(Bartikovéa a kol. 2014).

Rozlisujeme dva hlavni mechanismy prooxida¢niho piisobeni terpentl. Prvni cestou, jak
se tyto sloueniny mohou stat prooxidanty, je redukce oxidovanych forem ionti kovii.
Za ftyziologickych podminek je vétSina iontli kovil vazéna na bilkoviny ve formé
neaktivnich komplexli, pouze malé¢ mnoZzstvi se jich vyskytuje ve volné formé. Je-li
v buiice pfitomné nadmérné mnozstvi iontt kovli (napi. v nadorovych builkéch),
rostlinné antioxidanty redukuji oxidovanou formu iontli kovi a ty se pak mohou
ucastnit Fentonovy reakce. Vysledkem Fentonovy reakce je vznik velkého mnoZzstvi
hydroxylovych radikalt, které bunky poskozuji, a pfirodni latky se tak stavaji
prooxidanty (Lee a kol. 2013).

Druhym mechanismem je produkce ROS diky depleci glutathionu slouc¢eninami
s elektrofilni skupinou. Pfirodni slouceniny s elektrofilni skupinou mohou tvofit
peptidu obsahujiciho cysteinové zbytky, mize byt rychle vycerpano diky jeho navazani
na elektrofilni pfirodni slouceniny. Pfi sniZeném mnoZstvi glutathionu je oslabena

schopnost burniky vychytavat ROS a dochazi ke zvySeni mnozstvi ROS v burice.

Z tohoto divodu vykazuji elektrofilni ptirodni latky vysS$i prooxidacni ucinek
v nadorovych buiikach s vysokou bazalni produkci ROS, a tak dochazi k piekroceni
mnozstvi ROS, které jsou tyto bunky schopné tolerovat. Naproti tomu stejné davky
pfirodnich latek vykazuji zanedbatelny prooxidac¢ni efekt v normalnich buikéach
s nizkou bazalni produkci ROS a podporuji antioxidacni schopnosti butiky diky aktivaci

transkripéniho faktoru Nrf2 (Lee a kol. 2013).
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Seskviterpeny se tedy jevi jako nadéjné protinddorové pusobky. Jejich terapeuticky
potencial je zalozen na myslence, Ze nadorové bunky se zvySenou produkci ROS jsou
nachyln€j$i k dalSimu oxidacnimu poskozeni indukovanému latkami produkujicimi
ROS nebo slouceninami ovlivitujicimi antioxida¢ni systém bunék. Tim dochazi ke
zvySeni oxida¢niho stresu v nadorové buiice nad tolerovany limit a je spustén proces
apoptdézy a bunécné smrti (Trachootham a kol. 2009, Lee a kol. 2013). Proto je
ovlivitovani mnozstvi ROS pomoci redoxni modulace cestou jak selektivné znicit

nadorové buiky bez vyznamné toxicity pro buniky normalni (Trachootham a kol. 2009).

Prooxida¢ni vlastnosti seskviterpent mohou byt také spojeny s jejich prospéSnym

rrrrr

protivirové a protiplisiové (Chaturvedi 2011).

22



3. CILE PRACE

Cilem m¢é rigorozni prace bylo zjistit, zda mohou seskviterpeny valencen,
B-karyofilenoxid, a-humulen, cis-nerolidol a trans-nerolidol ovliviiovat aktivitu CBRI1.
Vliv studovanych latek na aktivitu tohoto enzymu jsem sledovala jednak v cytosolické
frakci ziskané z jater potkana a také na rekombinantné ptipravené lidské CBR1. K tomu

bylo nutné provést nasledujici kroky:

1. Zjisténi vlivu jednotlivych seskviterpenti na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater
potkana in vitro:
a) Stanoveni koncentrace bilkoviny v cytosolu metodou BCA
b) Inkubace cytosolu s jednotlivymi seskviterpeny v koncentraci 1, 10 a 100 uM
¢) Stanoveni aktivity CBR1 pomoci metody podle Maté a kol. (2008) se substratem

menadionem

2. Sledovani vlivu jednotlivych seskviterpenti na aktivitu rekombinantni CBR1:
a) Inkubace rekombinantni lidské CBRI1 s jednotlivymi  seskviterpeny
v koncentraci 100 uM po dobu 10 a 20 minut
b) Stanoveni aktivity CBR1 pomoci metody podle Maté a kol. (2008) se substratem

menadionem
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Pouzity material

Rekombinantni lidska CBR 1 MyBioSource

NADPH Merck spol. s.r.o.
Menadion Sigma-Aldrich

Cytosol z jater potkana Katedra biochemickych véd
Trans-nerolidol Sigma-Aldrich
Cis-nerolidol Sigma-Aldrich
Alfa-humulen Sigma-Aldrich
Beta-karyofilenoxid Sigma-Aldrich

Valencen Sigma-Aldrich

Ostatni bézné chemikalie CdCistoty p.a. jsem pouzivala od firem Sigma-Aldrich

a PENTA s.r.o.

4.2. Pouzita zarizeni

Digitalni analytické vahy Sartorius

Magneticka michacka, Biosan

pH-metr, inoLab

Programovatelny termomixér Thermomixer Comfort, Eppendorf
Laboratorni tfepacka Orbital Shaker, Biosan

Cte&ka mikrotitraénich desti¢ek Tecan Infinite M200
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4.3. Metodika

4.3.1. Provadéna stanoveni
4.3.1.1. Stanoveni koncentrace bilkoviny metodou BCA

Princip

Principem metody je reakce médnatych iontl s proteiny v alkalickém prostiedi.
Piisobenim proteini prechazi Cu** na Cu'* za redukce bicinchoninové kyseliny (BCA).
Vznikd modrofialovy chelat, jehoz intensita zabarveni je pfimo umérnd mnozstvi

bilkoviny ve vzorku.

Cul*

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Obr. 10 Tvorba chelatu z BCA a médénych iontli (ThermoFisher 2019).
Priprava roztokii

Roztok A
Roztok od vyrobce Thermo Fisher Scientific obsahujici NaHCO3;, NaxCO3 a BCA
v 0,1 M NaOH.

Roztok B
Roztok s obsahem 4% CuSO4-6 H20 od vyrobce Thermo Fisher Scientific.

Roztok C

Smichanim 50 dilti roztoku A a 1 dilu roztoku B jsem pfipravila roztok C.
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Postup stanoveni

Vychozi roztok hovéziho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 2 mg/ml jsem

pouzila pro piipravu standardni koncentracni fady fedénim podle Tab. 1.

Tab. 1 Ptiprava standardni koncentra¢ni fady fedénim roztoku BSA 2 mg/ml

Vzorek Roztok BSA 2 Redestilovana voda | Koncentrace [pg/ml]
mg/ml [pl] [p1]

1 0 100 0

2 10 90 200
3 20 80 400
4 30 70 600
5 40 60 800
6 50 50 1000

Potom jsem si pfipravila vzorky obsahujici bilkovinu v fedéni 10x a 20x a kontrolni
vzorky. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky jsem pipetovala vzdy 10 pl vzorku
bilkoviny a 200 pl roztoku C. Mikrotitracni desticku jsem nechala inkubovat 15 minut

pti 37 °C v termomixéru.

Na ¢tecce mikrotitranich desticek Tecan Infinite M200 jsem méfila absorbanci vzorkl
v jejich maximu 562 nm a poté jsem vypocitala obsah bilkovin v jednotlivych vzorcich

pomoci kalibraéni piimky.

4.3.1.2. Vliv seskviterpenii na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater
potkana

Princip

Metoda je zalozena na inkubaci subcelularni frakce se substratem menadionem podle
Maté a kol. 2008. Menadion je biotransformovan karbonylreduktasou za soucasné
oxidace NADPH. Tato reakce je fotometricky zaznamenana jako pokles absorbance
a s pouzitim molarniho absorpéniho koeficientu NADPH lze kvantitativné vyjadfit

aktivitu CBR.
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Priprava roztokii

Priprava 0,1 M K-fosfatového pufru (pH 7,4)

Do odmérné banky jsem navazila 8,71 g KoHPO4 a doplnila redestilovanou vodou do
500 ml. Do druhé odmérné banky jsem navazila 2,72 g KH>POs a doplnila
redestilovanou vodou do 200 ml. Oba roztoky jsem v kadince vzijemné smisila do
dosazeni pH 7,4, které jsem zkontrolovala na pH metru. Vysledny roztok jsem nechala
15 minut michat na magnetické michacce a poté jsem provedla kontrolu pH na
pH-metru. Pfipadné odchylky od pH 7,4 jsem upravila pomoci vychozich vodnych
roztokt KoHPO4 nebo KH>POs.

Roztok menadionu 50mM
Potfebné mnozstvi menadionu jsem navézila a rozpustila v odpovidajicim mnozstvi

96% ethanolu tak, aby koncentrace vysledného roztoku byla 50 mM.

Vodny roztok NADPH 5 mM
Potfebné mnozstvi NADPH jsem rozpustila v odpovidajicim mnozstvi redestilované

vody tak, aby vznikl 5 mM roztok. Pfed pouzitim jsem uchovavala v ledu.

Priprava inhibitoru

Inhibitory jsem pftipravila ve tfech koncentracich:

1. 10 mM roztok seskviterpenu jsem piipravila rozpusténim potiebného mnozstvi
seskviterpenu v dimethylsulfoxidu (DMSO).

2. 1 mM roztok seskviterpenu jsem ziskala nafedénim 10 mM roztoku pomoci DMSO.

3. 0,1 mM roztok seskviterpenu jsem poté ziskala natedénim 1 mM roztoku v DMSO.

Postup stanoveni

Cytosol z jater potkana jsem nafedila 10x pomoci 0,1 M K-fosfatového pufru. Poté
jsem si pfipravila vzorky daného seskviterpenu (SQT) ve tfech koncentracich

a kontrolni vzorek podle Tab. 2.
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Tab. 2 Ptiprava vzorkl seskviterpeni o vysledné koncentraci 0 uM, 1 uM, 10 uM
a 100 puM.

Cytosol Roztok 10 mM 1 mM 0,1 mM Vysledna
Vzorek red’.10x DMSO SQT SQT SQT koncentrace
[nl] (] [nl] [nl] [nl] [nM]
1 99 1 - - - 0
2 99 - 1 - - 100
3 99 - - 1 - 10
4 99 - - - 1 1

Vzorky jsem nechala inkubovat 10 min. pfi 25 °C v termomixéru. Pfipravila jsem
mastermix o slozeni 178 pl K-fosfatového pufru (0,1 M, pH 7,4), 2 ul menadionu
(50mM) a 10 pl NADPH (5 mM). Do jednotlivych jamek mikrotitratni GAMA desticky
jsem pipetovala vzdy po 10 pl vzorku ke kterému jsem piidala 190 ul mastermixu.
Celkovy objem reakéni smési v jedné jamce byl tedy 200 pl. Desticku jsem okamzité
pfenesla a vlozila do ¢teCky pfistroje Tecan Infinite M200. Pokles absorbance jsem

sledovala pii vlnové délce 340 nm po dobu 5 min. pii 37 °C.
Aktivitu CBR1 jsem vyhodnocovala podle nésledujiciho vzorce:

(AA,, — AAg ) * 1000 * ;

aktivita = P
aktivita aktivita CBR [nmol/min/ml]
AAy;. pokles absorbance vzorku za minutu zjistén z oblasti linearniho poklesu
AAqg. pokles absorbance slepého vzorku za minutu
Vi objem reakéni smési [ml], tj. 0,2 ml
ENADPH molarni absorpéni koeficient NADPH [mM-cm], tj. 6,22 mM™!-cm!
1 délka méfené vrstvy [em], tj. 0,75 cm
Vs objem vzorku [ml], tj. 0,01 ml

Jednotky aktivity jsem piepocitala na mg proteinu.
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4.3.1.3. Vliv seskviterpeni na aktivitu rekombinantni lidské

CBRI1 in vitro

Princip

Princip stanoventi je stejny jako u pfedchozi metody 4.3.1.2.

Priprava 0,1 M K-fosfatového pufru (pH 7,4)

Do odmérné banky jsem navazila 8,71 g KoHPO4 a doplnila redestilovanou vodou do
500 ml. Do druhé odmérné banky jsem navazila 2,72 g KH>POs4 a doplnila
redestilovanou vodou do 200 ml. Oba roztoky jsem v kadince vzajemné smisila do
dosazeni pH 7,4, které jsem zkontrolovala na pH metru. Vysledny roztok jsem nechala
15 minut michat na magnetické michacce a poté jsem provedla kontrolu pH na
pH-metru. Pfipadné odchylky od pH 7,4 jsem upravila pomoci vychozich vodnych
roztokt Ko;HPO4 nebo KH>POs.

Roztok menadionu 50mM
Potfebné mnozstvi menadionu jsem navézila a rozpustila v odpovidajicim mnozstvi

96% ethanolu tak, aby koncentrace vysledného roztoku byla 50 mM.

Vodny roztok NADPH 5 mM
Potfebné mnoZstvi NADPH jsem rozpustila v odpovidajicim mnoZstvi redestilované

vody tak, aby vznikl 5 mM roztok. Pfed pouZitim jsem uchovavala v ledu.

Priprava seskviterpenii

Jednotlivé seskviterpeny jsem pfipravila v koncentraci 10 mM rozpusténim potfebného
mnozstvi seskviterpenu v dimethylsulfoxidu (DMSO). Vzorky jsem poté pfipravila

o vysledné koncentraci seskviterpentt 100 uM, a to rozpusténim 50 pul CBR1

o koncentraci 100 pg/ml se 49 ul 0,1 M K-fosfatového pufru a 1 pl jednotlivych SQT
o koncentraci 10 mM. Kontrolni vzorek byl pfipraven rozpusténim 50 ul CBR1

o koncentraci 100 pg/ml se 49 ul 0,1 M K-fosfatového pufru a 1 ul DMSO.

Priprava slepych vzorkii pro jednotlivé seskviterpeny
Slepé vzorky bez CBR1 jsem pftipravila rozpusténim 99 pl 0,1 M K-fosfatového pufru
a 1 pl jednotlivych SQT o koncentraci 10 mM, jako kontrola byl pouzit 1 ul DMSO
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rozpustény v 99 ul 0,1 M K-fosfatového pufru . Tyto slepé vzorky seskviterpentl jsem

stanovovala pro ovéfeni, zda seskviterpeny neovliviiuji absorbanci piimo.

Postup stanoveni

Vzorky jsem pro prvni cast méfeni nechavala inkubovat 10 min. pii 25 °C
v termomixéru. Pro dalSi ¢ast méfeni jsem vzorky inkubovala 20 min. pii 25 °C
v termomixéru.  Pfipravila jsem mastermix o slozeni 178 upl K-fosfitového pufru
(0,1 M, pH 7,4), 2 ul menadionu (50mM) a 10 ul NADPH (5 mM). Do jednotlivych
jamek mikrotitraéni GAMA desticky jsem pipetovala vzdy po 10 pl vzorku ke kterému
jsem ptidala 190 pl mastermixu. Celkovy objem reak¢ni smési v jedné jamce byl tedy
200 pl. Desticku jsem okamzité pienesla a vlozila do cteCky pristroje Tecan
Infinite M200. Pokles absorbance jsem sledovala pii vlnové délce 340 nm po dobu

5 min. pti 37 °C.
Aktivitu CBR1 jsem vyhodnocovala podle nésledujiciho vzorce:

(AA,, — AAg ) * 1000 * V;

aktivita = P
aktivita aktivita CBR [nmol/min/ml]
AAy;. pokles absorbance vzorku za minutu zji$tén z oblasti linedrniho poklesu
AAqg. pokles absorbance slepého vzorku za minutu
Vi objem reakéni smési [ml], tj. 0,2 ml
ENADPH molarni absorpéni koeficient NADPH [mM-cm], tj. 6,22 mM!-cm!
1 délka méfené vrstvy [ecm], tj. 0,75 cm
Vs objem vzorku [ml], tj. 0,01 ml

Jednotky aktivity jsem ptepocitala na mg proteinu.
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5. VYSLEDKY

5.1. Vliv jednotlivych seskviterpenii na aktivitu CBR1

v cytosolu z jater potkana in vitro

Cilem této casti prace bylo zjistit, zda seskviterpeny valencen, B-karyofilenoxid,
a-humulen, frans-nerolidol a cis-nerolidol ovliviji in vitro aktivitu CBR1 v cytosolu

z jater potkana.

K méfeni jsem pouzila metodu podle Maté a kol. (2008) se substratem menadionem.
Jednotlivé seskviterpeny jsem pfipravila ve tfech koncentracich nafedénim v roztoku
DMSO, a to v koncentraci 10 mM, 1 mM a 0,1 mM. Cytosol z jater potkana jsem
nafedila 10x. Vzorky jsem dale pfipravila podle vySe uvedené Tab. 2. Vysledné
koncentrace seskviterpenti ve vzorku byly tedy 1 uM, 10 uM a 100 uM. Inkubace
probihala 10 min. pfi 25 °C v termomixéru a do reakéni smési o celkovém objemu
200 ul jsem pipetovala vzdy 10 pl vzorku. Pomoci poklesu absorbance namétené¢ho
spektrofotometricky a s pouzitim molarniho absorpéniho koeficientu NADPH jsem

vypocitala aktivitu CBR1 [nmol/min/ml].

Déle jsem stanovila obsah bilkovin v cytosolu z jater potkana metodou BCA. Na ¢tecce
mikrotitracnich desti¢ek Tecan Infinite M200 jsem méfila absorbanci vzorkd v jejich
maximu 562 nm a poté jsem vypocitala obsah bilkovin v jednotlivych vzorcich pomoci
kalibra¢ni pfimky. Pomoci zjisténého mnozstvi bilkoviny v cytosolu jsem piepocitala
aktivitu CBR1 [nmol/min/mg]. Primémé vysledky aktivity CBRI1 inkubované
s jednotlivymi seskviterpeny o vyslednych koncentracich 0 uM, 1 uM, 10 uM a 100 uM
ze tfech nezavislych méfeni jsem zaznamenala do Tab. 3. Ve vysledkové Casti déle

uvadim grafy aktivity CBR1 v % kontroly.
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Tab. 3 Nameéfené prumérné hodnoty aktivity CBR1 pfi inkubaci s jednotlivymi

seskviterpeny. Data jsou uvedena jako primér ze 3 méteni + SD.

Aktivita CBR1 [nmol/min/mg] = SD

Koncentrace B-karyofilen- Cis- Trans-
Valencen o-humulen
SQT [nM] oxid nerolidol nerolidol
0 23,325 26,8+6,0 20,4+2,5 23,2+32 25,3+0,9
1 19,6+1,5 19,8+3,1 20,3+£2,6 21,5+1,8 24,7424
10 23,8+0,9 23,0+4,6 20,8+1,5 24,7+4.3 27,5+1,7
100 23,1+1,5 23,2+4.9 18,8+1,4 21,7+2,0 21,7+0,9

5.1.1. Vliv valencenu na aktivitu CBRI1 v cytosolu z jater

potkana in vitro
Vysledky méfeni zjisténé metodou podle Maté a kol. (2008) jsem vynesla do grafu, kde
jsou zaznamendny primérné hodnoty aktivity CBR1 v % kontroly se smérodatnou
odchylkou ze tfech nezavislych méfeni. Valencen nevykazoval vyznamny inhibi¢ni

efekt na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro.
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Obr. 11 Vliv valencenu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro za pouZiti
substratu menadionu. Data jsou vyjadfena jako aktivita CBR1 v % + SD. Kazdy bod

predstavuje prumér ze 3 nezavislych experimenta (* Studentlv t-test, p < 0,05).
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5.1.2. Vliv B-karyofilenoxidu na aktivitu CBR1 v cytosolu

z jater potkana in vitro
B-Karyofilenoxid vykézal urcity inhibi¢ni vliv na aktivitu CBR1, kdyz snizil aktivitu

tohoto enzymu o 13,4 az 26,1 %. Tento G¢inek vSak nebyl statisticky vyznamny.
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kontrola B-karyofilenoxid P-karyofilenoxid B-karyofilenoxid
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Obr. 12 Vliv B-karyofilenoxidu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro za
pouziti substratu menadionu. Data jsou vyjadiena jako aktivita CBR1 v % + SD. Kazdy

bod piedstavuje primér ze 3 nezavislych experimentt (* Studenttv t-test, p < 0,05).

5.1.3. Vliv o-humulenu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater

potkana in vitro

Data z tohoto grafu vyjadiuji primérné hodnoty aktivity CBR1 v % v cytosolu z jater

potkana pii pisobeni a-humulenu in vitro. a-Humulen nemé¢l vliv na aktivitu CBR1.
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Obr. 13 Vliv a-humulenu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro za pouZiti
substratu menadionu. Data jsou vyjadfena jako aktivita CBR1 v % + SD. Kazdy bod

predstavuje pramér ze 3 nezavislych experimentd (* Studentlv t-test, p < 0,05).

5.1.4. Vliv trans-nerolidolu na aktivitu CBR1 v cytosolu

z jater potkana in vitro

Trans-nerolidol jako jediny ze zkoumanych seskviterpenti v koncentraci 100 uM
vykazoval signifikantni vliv na aktivitu CBR1. Tento seskviterpen vykazoval mirnou
inhibi¢ni aktivitu na CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro, kdyz snizil jeji aktivitu

0 14,3 % ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 14 Vliv trans-nerolidolu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro za
pouziti substratu menadionu. Data jsou vyjadiena jako aktivita CBR1 v % + SD. Kazdy
bod ptedstavuje primér ze 3 nezavislych experimentii (* Studentiv t-test, p < 0,05,

** Studentiv t-test, p < 0,01).
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5.1.5. Vliv cis-nerolidolu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater

potkana in vitro

Podle namétenych vysledki nemél cis-nerolidol vyznamnéjsi inhibi¢ni vliv na aktivitu

CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro.

140

120 T

100 -

80 1

60 -

40 A

Aktivita CBR1 [% kontroly]

20 A

kotrola cis-nerolidol cis-nerolidol cis-nerolidol
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Obr. 15 Vliv cis-nerolidolu na aktivitu CBR1 v cytosolu z jater potkana in vitro za
pouziti substratu menadionu. Data jsou vyjadiena jako aktivita CBR1 v % + SD. Kazdy
bod ptedstavuje praimér ze 3 nezavislych experimentti, tedy n = 3 (* Studentlv t-test,

p <0,05).

5.2. Vliv jednotlivych seskviterpenii na aktivitu

rekombinantni lidské CBR1 in vitro

Cilem této casti prace bylo zjistit pfimy vliv valencenu, B-karyofilenoxidu, a-humulenu,
cis-nerolidolu a trans-nerolidolu na aktivitu rekombinantni CBR1 in vitro. Pro veskeré
pokusy s CBR1 jsem pouzivala rekombinantni lidskou karbonylreduktasu 1 ptfipravenou

v kvasinkach Sacharomyces cerevisae od firmy MyBioSource o koncentraci 1 mg/ml.

K méfeni byla pouzita metoda podle Maté a kol. (2008) se substratem menadionem.
Jednotlivé seskviterpeny byly piipraveny v koncentraci 10 mM rozpusténim potiebného
mnozstvi seskviterpenu v. DMSO. Vzorky jsem poté piipravila o vysledné koncentraci

seskviterpentt 100 uM a vysledné koncentraci CBR1 50 pg/ml podle postupu v kapitole
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4.3.1.3. Doba inkubace byla 10 min. a 20 min. pfi 25 °C v termomixéru. Do reak¢ni
smési o celkovém objemu 200 pl bylo pipetovano vzdy 10 pl vzorku. Pomoci poklesu
absorbance namétfené¢ho spektrofotometricky a s pouzitim molarniho absorpcniho
koeficientu NADPH jsem spocitala aktivitu CBR1 [nmol/min/ml]. Pomoci znamé
vysledné koncentrace CBR1 ve vzorku jsem ptepocitala aktivitu CBR1 [nmol/min/mg]
a naméfené hodnoty jsem uvedla do Tab. 4. Aktivitu CBRI1 jsem dale vyjadfila
v % kontroly v grafu na Obr. 16.

Tab. 4 Primérné naméfené hodnoty aktivity rekombinantni CBRI1 pii inkubaci
s jednotlivymi seskviterpeny (100 uM) po dobu 10 a 20 minut. Data jsou uvedena jako

pramér ze 4 méteni £ SD.

Primérna aktivita CBR1 [nmol/min/mg]tSD

Doba inkubace 10 minut 20 minut

Kontrola 844,4+109,7 725,8+£109,4
Valencen 966,8+78,9 803,3+147,2
o-humulen 1001,2+139,2 714,4£103,0
B-karyofilenoxid 777,2+130,8 649,5+68,5
Cis-nerolidol 729,0+135,4 729,8+209,1
Trans-nerolidol 807,2+164,4 592,4+149,9

Z grafu aktivity CBR1 na Obr. 16 vypliva, Ze za dané koncentrace a podminek méfeni,
nem¢ély jednotlivé seskviterpeny vyznamnéjsi vliv na aktivitu CBR1. K nejvyznamné;si
inhibici do$lo v pfipad¢ trans-nerolidolu po 20 min inkubace, kdy doslo ke snizeni
aktivity o 18,4 % proti kontrole. Slabd inhibice byla nalezena téz v pfipadé
cis-nerolidolu po 10 min inkubace a B-karyofilenoxidu po 10 a 20 minutach inkubace.
V ptipadé€ valencenu a a-humulenu bylo po 10 minutové inkubaci zaznamenano mirné

zvyseni aktivity CBR1. Zadny z téchto uéinki viak nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 16 Vliv seskviterpent (100 uM) na aktivitu rekombinantni CBR1 po 10 min
a 20 min inkubace za pouziti substratu menadionu. Data jsou vyjadiena jako aktivita
CBR1 v% =+ SD. Kazdy bod predstavuje primér ze 4 nezéavislych experimentl

(* Studentv t-test, p < 0,05).

Pro ovéfeni, jestli terpeny sami o sobé neovlivituji absorbanci svym zabarvenim, jsem
pfipravila slepé vzorky neobsahujici CBR1 s kazdym seskviterpenem. Slepé vzorky
obsahovaly vzdy 9,9 ul 0,1 M K-fosfatového pufru o pH = 7,4 a 0,1 pl jednotlivych
seskviterpentl. Jako kontrola byl pouzit vzorek obsahujici 9,9 ul 0,1 M K-fosfatového
pufru o pH = 7,4 a 1 pul DMSO. Do reakéni smési o celkovém objemu 200 pl bylo

pipetovano vzdy 10 ul vzorku. Méfeni probihalo za stejnych podminek popsanych vyse.

Jednotlivé seskviterpeny svym zabarvenim neovliviiovaly absorbanci. Vysledky méfeni

by tedy nemély byt ovlivnéné vlastni schopnosti seskviterpenti absorbovat zaieni.
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6. DISKUZE

Enzym karbonylreduktasa 1 je jednim z enzymu nezbytnych pii udrzovani homeostazy
a pii ochrané organismu (BousSova a kol. 2015). Funkci tohoto enzymu je redukce
karbonylovych skupin aldehydl, ketonti a chinonii na odpovidajici hydroxylové
derivaty. Podili se na metabolismu mnoha endogennich a xenobiotickych sloucenin
(Oppermann a Maser 2000). Modulace exprese nebo aktivity tohoto enzymu muze
vyznamné ovlivnit nachylnost organismu k pusobeni toxickych karbonylovych

sloucenin (Bousové a kol. 2015).

Jednim ze substrath CBRI1 je i chemoterapeutikum doxorubicin, ktery je pouZivany
k 1é€be celé fady nadorovych onemocnéni. Jeho pouziti je vSak omezené diky vedlejSim
ucinklim, zejména kardiotoxicité. CBR1 je hlavnim enzymem, ktery metabolizuje
doxorubicin na méné U¢inny metabolit doxorubicinol, ktery je vSak zodpovédny za
kardiotoxicitu doxorubicinu. Lze tedy pfedpokladat, Ze inhibice CBR1 by mohla zvysit
chemoterapeutickou uc¢innost doxorubicinu a snizit jeho vedlejsi uc¢inky (Jo a kol. 2017,

Kaiserova a kol. 2007).

Nejvice studovanou skupinou piirodnich latek ve vztahu k aktivité a expresi CBR1 jsou
polyfenoly (z nich zejména skupina flavonoidd, stilbenti a kurkuminoidi). Dalsi
vyznamnou skupinou pfirodnich metabolitd jsou terpeny. Vyzkumné aktivity se
zamétuji zejména na skupinu seskviterpent, pro jejich Siroké spektrum biologickych
a protiplisnove. Seskviterpeny se jevi také jako nadé€né protinddorové plisobky

(Chaturvedi 2011, Trachootham a kol. 2009, Lee a kol. 2013).

Rostlinné terpeny, zejména monoterpeny a seskviterpeny, jsou nedilnou soucésti koteni,
tradi¢nich jidel a ndpoji. Navic jsou hlavni slozkou silic, ¢asto pouZivanych v lidové
medicing€, farmaceutickém primyslu a kosmetice. Diky jejich Sirokému vyskytu
abéznému pouziti je zde riziko neZadoucich interakci s lécivy, které mohou byt
zalozeny na potencialni schopnosti terpenti modulovat aktivitu dulezitych enzymu
metabolizujicich 1é¢iva a dals$i xenobiotika, kam patfi i CBR1. Navzdory tomu, ze

lidsky organismus pfijde se seskviterpeny do Castého kontaktu, informace o jejich vlivu
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na aktivitu enzymi metabolizujicich 1éCiva a jind xenobiotika zlistdvaji omezené

(Nguyen a kol. 2017).

Ve studii podle Nguyen a kol. (2017) byl zkoumén potencidlni inhibi¢ni vliv
seskviterpenti P-karyofilenu, B-karyofilenoxidu a oa-humulenu na aktivitu hlavnich
enzyml metabolizujicich xenobiotika vcetné CBRI1 in vitro. Tyto seskviterpeny
vyznamn¢ inhibovaly aktivitu cytochromti P450 podrodiny 3A v lidskych i potkanich
mikrosomalnich frakcich i frakcich ziskanych z jaterni tkané, kdy PB-karyofilen se
prokazal jako nejsiln€jsi inhibitor. Na druhou stranu zddny z uvedenych seskviterpent
vyznamnéji neovlivitoval aktivitu konjugacnich ani redukujich enzymt, véetné CBR1
(Nguyen a kol. 2017). Potencidlni inhibi¢ni efekt acyklickych seskviterpend
trans-nerolidolu,  cis-nerolidolu  a farnesolu na aktivitu  hlavnich enzymi
metabolizujicich xenobiotika, vcetné karbonylredukujicich enzymi, byl studovéan

in vitro v subcelularnich frakcich ziskanych z lidské a potkani jaterni tkdné. Uvedené

seskviterpeny nemély vyznamny efekt na aktivitu CBR1 (Spi¢akova a kol. 2017).

V in vivo studii provedené Lnénickovou a kol. (2018) byl sledovén efekt p.o. podavani
seskviterpenti B-karyofylenoxidu a trans-nerolidolu na rizné enzymy metabolizujici
xenobiotika (v¢éetné CBR1), a to vjatrech a tenkém stievé mySi. Naméfené hodnoty
aktivity CBR1 byly piekvapivé. Ve tkani tenkého stieva byla aktivita CBR1 po Sesti
1 dvacetiCtyfech hodinach 1écby seskviterpeny nezménénd, zatimco v jaterni tkani byla
po 6 hodinach naméfend mirné snizend aktivita CBR1 a po dvacetictyfech hodinach
byla jeji aktivita naopak zvySena oproti kontrole o pfiblizné 20 %. Seskviterpeny tedy
mohou byt v in vivo podminkach reversibilnimi inhibitory aktivity CBR1 (Lnéni¢kova

akol. 2018).

Tato rigordézni prace méla za cil pfispét studiu vlivu seskviterpentt valencenu,
a-humulenu, B-karyofilenoxidu, cis-nerolidolu a frans-nerolidolu na aktivitu CBRI
in vitro. V prvni €asti prace byl zjisStovan vliv danych seskviterpenti na aktivitu CBR1
v cytosolu z jater potkana. Jednotlivé seskviterpeny jsem si pfipravila o vysledné
koncentraci 1 uM, 10 uM a 100 pM. Pro méfeni aktivity CBR1 jsem pouzivala metodu
podle Maté a kol. (2008) se substratem menadionem. Ze ziskanych vysledkl je patrné,
ze valencen, [-karyofilenoxid, o-humulen ani cis-nerolidol nemély vyznamng;jsi
inhibi¢ni G¢inek na aktivitu CBRI1 v cytosolu z jater potkana in vitro. Signifikantni
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inhibi¢ni efekt byl zjiStén pouze u trans-nerolidolu o koncentraci 100 uM. Tyto
vysledky jsou v souladu sudaji publikovanymi v pracich Nguyen a kol. (2017)
a Spi¢akova a kol. (2017). Jedinym seskviterpenem, ktery nebyl v téchto pracich

studovan, byl cyklicky valencen.

Ve druhé casti prace jsem stanovovala vliv uvedenych seskviterpenii na aktivitu
rekombinantni CBR 1. Pro veSkeré pokusy jsem pouzivala rekombinantni
karbonylreduktasu 1 ziskanou ze Sacharomyces cerevisae od firmy MyBioSource
o koncentraci 1 mg/ml. Vzorky jsem pfipravila o vysledné koncentraci seskviterpent
100 uM a vysledné koncentraci CBR1 50 pg/ml. Pro méfeni aktivity CBRI1 jsem
pouzivala metodu podle Maté akol. (2008) se substraitem menadionem. Za dané
koncentrace a podminek méfeni nemély jednotlivé seskviterpeny vyznamnéjsi vliv na
aktivitu CBRI1. K nejvyznamné;jsi inhibici doSlo opét v ptipadé trans-nerolidolu, ktery

po 20 min inkubace snizil aktivitu enzymu o 18,4 % proti kontrole. Tento vysledek v§ak

nebyl statisticky vyznamny.

Vysledky této studie lze shrnout tak, Ze studované seskviterpeny neprokézaly

v

vyznamngj$i inhibi¢ni ucinek vici CBR1.
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7. SHRNUTI

Ve své rigorozni praci jsem stanovila schopnost seskviterpenii valencenu,
B-karyofilenoxidu, o-humulenu, cis-nerolidolu a trans-nerolidolu ovliviiovat aktivitu

enzymu karbonylreduktasy 1 in vitro.

Vliv studovanych latek na aktivitu tohoto enzymu jsem nejprve stanovila v cytosolické
frakci z jater potkana. Z vysledkd méfeni metodou podle Maté a kol.(2008) je patrné, Ze
dané seskviterpeny nemély vyznamnéj$i inhibi¢ni t¢inek na aktivitu CBR1 v cytosolu
z jater potkana in vitro. Signifikantni inhibicni efekt byl zjistén pouze u frans-nerolidolu

v koncentraci 100 pM.

Nésledné jsem sledovala vliv jednotlivych seskviterpent na aktivitu rekombinantné
pfipravené lidské CBR1 metodou podle Maté a kol. (2008). Za dané koncentrace

a podminek méfeni nemély jednotlivé seskviterpeny vliv na aktivitu CBR1.

Vysledky této studie tedy neprokazaly, ze by seskviterpeny valencen,

B-karyofilenoxid, a-humulen, cis-nerolidol a trans-nerolidol méli vyznamnéjsi inhibic¢ni

ucinek na CBRI.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AGEs koncové produkty pokrocilé glykace

AhR receptor pro aromatické uhlovodiky

AP-1 aktivacni protein 1

BCA bicinchoninova kyselina

BSA hovézi sérovy albumin

CBR1 karbonylreduktasa 1

DMAPP dimetylallyldifosfat

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

FPP fanesyldifosfat

GGPP geranylgeranyldifosfat

GPP geranyldifosfat

HIF hypoxii indukovany faktor

IL interleukin

IPP isopentenyldifosfat

I-xB inhibi¢ni protein kB

Keap 1 Kelch protein 1

MEP methylerythritolfosfat

MRP proteiny spojené s mnohocetnou lékovou rezistenci

MVA mevalonova kyselina

NADPH/NADP* nikotinamid adenin dinukleotid fosfat,
redukovand/oxidovana forma

NF-xB nuklearni faktor kB

NNK derivat odvozeny od nikotinu
(4-(methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon)

Nrf2 nukleédrni transkripéni faktor (nuclear factor-erythroid
2-related factor)

SDR nadrodina dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem

siRNA malé interferujici RNA (small interfering RNA)

RONS reaktivni formy kysliku a dusiku

ROS reaktivni formy kysliku
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RNA ribonukleova kyselina
SQT seskviterpen
TNF a tumor nekrotizujici faktor a
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