Abstrakt

Ellipticin je alkaloid ¢eled® Apocynaceae, ktery vykazuje vyznamny protinadoravy
anti-HIV (¢inek. Na metabolismu ellipticinu se podili cytoampP450 (CYP) a peroxidasy
identifikovany jednotlivé isoformy CYP, které sedid na oxidaci ellipticinu v dznych
tkanich (jatra, plice, ledviny) laboratorniho patia vhodného modelu ilustrujiciho osud
ellipticinu v lidském organismu. V této diplomovéépe byl studovan vliv ellipticinu na
obsah a aktivitu cytochroinP450 a na dalSich slozek MFO systému v tomtdegzirh
modelu. Pro stanoveni obsahu CYP a dalSich slozékO Msystému v isolovanych
mikrosomech byly vyuzity spektroskopické a elektramické metody. Pro stanoveni
katalytické aktivity CYP a NADPH:cytochrom P450 ukthsy byly vyuZity reakce se
specifickymi substraty. Z vysledkvyplyva, Ze u zvat premedikovanych ellipticinem
dochéazi k zvySeni exprese i katalytické aktivity EYodrodiny 1A ve vSech testovanych
organech (jatra, ledviny, plice). V jatrech navaclkiazi vlivem ellipticinu ke zvySeni exprese
cytochromu b a zvySeni exprese a katalytické aktivity CYP3Ad&me se i obsah a
katalytick& aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasygnila v zavislosti na premedikaci
zvirat ellipticinem.

Cytochrom P450 2S1 gaimezi cytochromy P450, u kterych doposud neniszzema
jejich fyziologickad funkce v organismu. Pro objash funkce CYP2S1 a pro prowid
metabolickych studii bylo nutné CYP2Stigpavit pomoci heterologni exprese. Pro takové
experimenty byly uzity bakterialni systéry coli. V ramci diplomové prace byly popsany
podminky pro produkci plasmidu pCMV, ktery obsaHlogan pro CYP2S1 a z pouzitych
bakteridlnich kmeih byla isolovdna membranova frakce. V. membranovéciranebylo
nalezeno Zzadné absorp maximum pi 450 nm typické pro CYP. Proto byl gen pro CYP2S1
upraven a viloZzen do expresniho plasmidu pBAD-Arykt#sahuje arabinosovy operon. Pro
produkci byly pouzity bakterialni kmeny vhodné pgemto regulani systém. Nicméh ani

produkce v tomto expresnim systémuiiregsla poZzadované vysledky pro produkci CYP2S1.



