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Abstrakt

Ellipticin je alkaloid¢elect Apocynaceae, ktery vykazuje vyznamny protinddoravy
anti-HIV (¢inek. Na metabolismu ellipticinu se podili cytoamyp P450 (CYP) a
byly identifikovany jednotlivé isoformy CYP, kterge podili na oxidaci ellipticinu v
riznych tkanich (jatra, plice, ledviny) laboratorninmtkana, vhodného modelu
ilustrujiciho osud ellipticinu v lidském organism\.této diplomové prace byl studovan
vliv ellipticinu na obsah a aktivitu cytochrdnP450 a na dalSich slozek MFO systému
v tomto zvfecim modelu. Pro stanoveni obsahu CYP a dalSidelsIMFO systému v
isolovanych mikrosomech byly vyuZity spektroskogick elektrochemické metody. Pro
stanoveni katalytické aktivity CYP a NADPH:cytochmaP450 reduktasy byly vyuzity
reakce se specifickymi substraty. Z vyskédkyplyva, Zze u zuat premedikovanych
ellipticinem dochazi k zvySeni exprese i katalydicktivity CYP podrodiny 1A ve vSech
testovanych organech (jatra, ledviny, plice). \fgéh navic dochazi vlivem ellipticinu ke
zvySeni exprese cytochromy & zvySeni exprese a katalytické aktivity CYP3Ad&tme
se i obsah a katalyticka aktivita NADPH:cytochrodbP reduktasy gmila v zavislosti na
premedikaci zvat ellipticinem.

Cytochrom P450 2S1 gatmezi cytochromy P450, u kterych doposud neniazcel
znama jejich fyziologicka funkce v organismu. Prbjasréni funkce CYP2S1 a pro
provadni metabolickych studii bylo nutné CYP2Sippavit pomoci heterologni exprese.
Pro takové experimenty byly uzity bakterialni sysgeE. coli. V ramci diplomové prace
byly popsany podminky pro produkci plasmidu pCMY&rk obsahoval gen pro CYP2S1 a
z pouzitych bakterialnich kménbyla isolovdana membranova frakce. V. membranové
frakci nebylo nalezeno Zadné absorpmaximum pi 450 nm typické pro CYP. Proto byl
gen pro CYP2S1 upraven a vioZzen do expresniho plaspBAD-A, ktery obsahuje
arabinosovy operon. Pro produkci byly pouzity baktai kmeny vhodné pro tento
regula@&ni systém. Nicméh ani produkce v tomto expresnim systému fimesla
pozadované vysledky pro produkci CYP2S1.
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Abstract

Ellipticine is an alkaloid isolated from Apocynaeeplants exhibiting significant
antitumor and anti-HIV activities. Cytochromes P48DYP) and peroxidases are the
enzymes participating in metabolism of ellipticifiéhis process provides activation and
detoxication metabolites of ellipticine. The CYPzgmes, which participate in oxidation
of ellipticine in different tissues (liver, lung @nkidney) of rat, a model organism
simulating the fate of ellipticine in humans haveeady been identified. In this work, the
effects of ellipticine on contents and catalytitiates of CYPs and other components of
the mixed-function oxidase (MFO) system in thisnaali system were studied. For
detection of contents of CYPs and other componehtie MFO system, spectroscopic
and electrochemical methods were used. To detercatedytic activities of CYPs and
NADPH:cytochrome P450 reductase, reactions witltiipesubstrates of these enzymes
were utilized. The results found in this study destoate that expression and catalytic
activity of CYP1A is induced by ellipticine in atif the tested organs (liver, kidney and
lung) of rats treated with the drug. Moreover ireli, the cytochromestexpression is also
induced. In addition, in this organ, expression amadalytic activity of CYP3A was
increased by ellipticine. Likewise, the NADPH:cyhoome P450 reductase content and its
catalytic activity were changed by ellipticine tiraant.

The physiological function of cytochrome P450 23@amisms is still unclear. To
explain its function and its participation in medéibm of xenobiotics, the pure CYP2S1 is
necessary. In order to prepare this CYP, its hktgoas expression in the bacterial
expression systems @&. coli was used. The thesis describes the conditionshéeiifar
production of plasmid pCMV, which contains t8&P2S1gene. The membrane fractions
of the production bacterial system were isolatdite Thembrane fraction did contain any
component exhibiting absorption maximum at 450 nypjcal for the CYP enzymes.
Therefore, theCYP2S1gene were modified and inserted into the expresgiasmid
pBAD-A. This plasmid contains arabinose operon. povduction of CYP2S1, other
bacterial strains (TOP10 a LMG194) suitable forsthmegulatory system were used.
However, the production of CYP2S1 in these expogssystems was not successful again.

No CYP2S1 was produced in the membrane fractidhexfe bacterial strains.
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1 Uvod

1.1 KANCEROGENEZE

Proces tvorby néadorové tky, jeji dediferenciace a vznik nadoru se nazyva
kancerogeneze (resp. karcinogeneze). Nadorow&ybmohou napadnout kraimbunsk
v tésné blizkosti i filehlé oblasti a roz&t se tak do dalSich orgarl]. Lécba nadorovych
proces je nar@na, protoZze nadorové tky se od normalnich bgk casto liSi pouze
minimalré. Proto je imunitni systém nedokaze rozpoznébee nebo rmze dojit az
k paralyze imunitniho systému.

Kancerogeneze je vicestiqvy proces tvorby nadoru. Na {@ku dochazi
k nahromadni nékolika genovych mutaci, coz gobi nespravny ippis genu. Z takto
piepsaného genu vznika translaci protein, ktery jeunk&ni nebo je jeho funkce
pozmenéna. Tyto proteiny se &Sinou podileji na regulaci bukrdho cyklu. V procesu
kancerogeneze ide vznikatbenigni nebomaligni nador. Benigni nador neni rakovinny,
ve WtSin¢ pripadi je odstragn a nedochazi k navratu jeho tvorby. Naproti tonaligni
nador neboli zhoubny nador je velmi agresivni alg@rovazen vznikem metastaz. To
znamena, Ze setrke Sfit dal v organismu a it tak okolni tkaw [2,3].

Na procesu kancerogeneze se podili vice faktkteré je mozné roztit do 2
zakladnich skupin. Jsou tméjSi a vnitini faktory. VngjSi faktory je mozné déale podle
povahy dlit:

» fyzikalni — ultrafialové a ionizujici zéni,
» chemické — slozky tabakového keuaflatoxiny, arsen, azbest,
» biologické — infekce z &kterych vifei, parazit a bakterii [4,5].

Mezi vnitini faktory, které se podili na mutacich @ea které vedou k nadorovému
bujeni, pati metabolismus butk nebo zddéné predispozice. Kro#én téchto faktofi
ovliviwuji proces kancerogenezeéky pohlavi a zdravotni stav (napbezita) organismu.
Nadorovy proces neni vysledkem pouze jednoho zexnyih faktofi. Castokrat je to

souhrn vice faktdr, které gisobi spolén¢ nebo postuph



1.1.1 Stupné kancerogeneze

Na paatku procesu vzniku nadorové iy je zmeéna genetické informace.
Nejcastji dochazi k mutaci DNA yrotoonkogenech nebo tumor supresorovych
genech jez jsou pro vznik nadorové tiky esencialni. Produkty¢hto geri ovliviuji
bunéény rist. Protoonkoproteiny (n&p Ras protein, Src proteiny) jsou produkty
protoonkogefi a jejich funkci je stimulace ustu buiky. KdyZz dojde k mutaci
v protoonkogenu, maji protoonkoproteiny zvySenotivall. Naproti tomu produkty tumor
supresorovych génpotlauji rast buiky a udrzuji biiku v klidovém stadiu (gfaze). Po
genotoxickém zésahu jsou tyto proteiny (protein, @B proteiny) nefunéni [2]. Takto
poskozend hika vstupuje daniciaéni faze V této fazi nize dojit k reparaci poskozené
DNA opravnymi systémy a lilka tak ntize pokr&ovat v normalnim istu nebo dojde
k jeji programové smrti, apoptoze. Pokud nedojdpiaw, buika mize setrvat v iniciéni
fazi nekolik tydna aZ roki (latence). DalSi faze kancerogenezg@iemocni faze V této
fazi, ktera trva az &kolik let, dochazi k zvySené proliferaci. Latkyeké upexiuji mutace,
zpasobujici znény v regulaci bu&ného cyklu, se nazyvaji promotory [6]. Karcinogenni
latky krome cilové buiky pasobi také na jeji nejblizSi okoli a tim vyivgesSg lepsi
podminky pro proliferaci pozéméné buiky. Posledni stugevyvoje nadoru jeprogrese
V tomto stadiu se doposud benigni nad@nitv maligni. Nadorové hiky se &t krevnim
feciStém do ostatnich tkani a vznikaji metastazy. Tentpeit je ireverzibilni [7, 9, 10]
(Obrazek 1, str. 3).

1.1.2 Léc¢ba nadorovych onemoc#ni

Lécba nadorovych onemoémni se zardfuje na Iébu, prodlouzeni Zivota a zlepSeni
kvality Zivota pacient. Hlavni metody |&by jsou:

» chirurgicka lé¢ba — chirurgicky vykon, vyjme se postiZzenaitikAttla a zabrani se
tak dalSimu $éni rakoviny,

» chemoterapie— pouziti specialnich lék které zabrani dalSimuigni rakoviny,

* radioterapie — oz&ovani, uziva seipd chirurgickym zakrokem ¢hdy po zakroku
a mnohdy také v kombinaci s chemoterapii,

» biologicka l&ba — napomaha organismu ¢iti rakovinnou tké& a casto byva

v kombinaci s chemoterapii,



» cilenéa terapie— zasahujeidmo a cileg do klicovych mechanisfhkancerogeneze.
Lék specificky ovliviuje jederburgcny proces s cilem poskodit nadorovounkow

a jeji okoli s minimalnimi nezadoucimiidky na zdravé biky [11, 12].
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Obréazek 1: Proces kancerogeneze. Prekarcinogenni latka ystppu do organismu aktivovana
endogennimi latkami (n&pcytochromy P450) na ultimativni karcinogen, kteeyvaze na DNA v hice.
Vznikd iniciovana biika, ktera vstupuje do dalSich fazi kancerogendee krvaji az &kolik let.
V ¢erveném ramiku jsou uvedeny fytochemikalie, které blokuji aktivna ultimativni karcinogen nebo
potlatuji proma@ni a progresni fazi.ievzato z [8].

1.1.3 Chemoterapie

Jiz z nazvu chemoterapie je patrné, Ze tato tefjepz@aloZzena na uzivani chemickych
latek, cytostatik. Cytostatika jsou toxické latky, které zasahuji donddného cyklu
nadorové bikky a tim brani jejimu istu a dleni. Nicmér cytostatika nerozliSuji
naddorovou a zdravou bku. Proto pi lécb¢é cytostatiky krond toxického @inku na
nadorovou bitku dochazi k poSkozeni zdrave tkahe vSechny nadoroveé linie jsod&v
chemoterapii senzitivni. &které maji obranné mechanismy, kterymi unikajiedo
pusobenim d&chto latek, jsou tzv. chemorezistentni. Podle @i Ize chemoterapii
rozc&lit do nekolika kategorii. Kurativni chemoterapie dosahuje klinické &inky od



projevi uUlevy aZ kvyléeni, v zavislosti na typu nadoriAdjuvativni metoda je
doplikovou pro jiné moznosti &&ni nadoru — radioterapie, podéhako neoadjuvativni,
ktera se vyuziva fed chirurgickym zakrokemlPaliativni chemoterapie je tena
pacientim, u kterych Sance na vykni jiz neni piliS vysoka, nicméétento zfgsob &by

muze prodlouZit dobuieZziti a zmirnit piznaky [13].

1.1.4 Mechanismus &inku cytostatik

Cytostatika jsou latky, kteréupobi fiznymi mechanismy a naiané struktury
v nadorové biice, zejména na ty, které jsou nutné prezji buiky. Je to hlavéa DNA
nebo mitotické eténko, které je esencialni prélehi buiky. Uginkem cytostatik dochazi
k zastavenitrstu malignich bugk nebo k programové smrti — apoptdze. Cytostatédjaaqu
specificka, proto krom rychle se dicich nadorovych bufk pisobi i na zdravé hiky,
které se dli. Mechanismy dinku cytostatik jsou:

» Poskozeni mitotického veténka— inhibice polymerace tubulinovych podjednotek
na mikrotubuly, které maji funkci v metafazi v pesa bugc¢ného @leni, pati sem
tzv. mitotické jedy (vinkristin, vinblastin), nebimhibice destrukce mikrotubiul
(paklitaxel, docetaxel).

» Poskozeni struktury a funkce nukleovych kyselin— prostednictvim alkylace
(mechloretamin a jeho analog chlorambucil), intexka (doxorubicin), gpeni
DNA (epipodofylotoxiny) nebo inhibice topoisomei@skany), coZz ma za nasledek
nespravnécteni genetické informace a ztoho vyplyvajici néaspa replikace
a transkripce.

e Porucha syntézy DNA a RNA inhibici enzyni jejich metabolismu — pomoci
latek strukturd podobnym metabofitm tzv. antimetabolity, dochazi k inhibici
syntézy DNA a RNA (analog kyseliny listové — metieatt), anebo po svém
zabudovani do vladkna vznikaji ,faleSné" nukleovéddyny.

* Inhibice proteosyntézy — pasobi pomoci enzymu L-asparaginazypstiho
asparagin, nedostatek se projevi poruchami protéxzy.

» poSkozeni buk¢né membrany[11,14,15].

Cytostatika kromy toho, Ze nerozeznaji zdravoulidi se buiku od nadorove,
zpasobuji nezvratné zény v genetické informaci ,normalnich” bék a maji toxicky

(cinek na dilezité organy — jatra, ledviny, plice, srdce.



1.1.5 Osud I&iva v organizmu

Obor, ktery se zabyva osudenxilé po jeho vstupu do organismu, se nazyva
farmakokinetika. Kvalitativné a kvantitative popisuje farmakokineticke épe |€tiva
v organismu. Interakce meziclgem a organismem je komplikovany proces, kterydge
ktera fedstavuje vstup téva do organismu, do krevniltecisSté. Rychlost absorpce zavisi
na mist aplikace (intravenodzni, peroralni, inhala muskularni) na Iékové fokma na
vlastnosti I€iva. L&ivo se po vstupu do organismu transportuje mearrkira recisttm a
organy. Tato faze, kdy d&o musi gekonat wkolik bariér (bariéry mezi organismem a
vngjSim prostedim, mezi krevnimreciStém a tkdgmi, membrany bwk) se nazyva
distribuce. Jestli je l1éivo lipofilni prestupuje do hitky difuzi. Jiné vyuZzivaji transportni
systém bitky nebo se dostavaji doitky endocyt6zou zprostdkovanou receptorem [17].
Léciva se v krevninteCisti vazi na molekuly bilkovin, vznikaji tak komphe — I&ivo +
bilkovina. Tento komplex i¥e slouzit jako zasoba. KdyZz klesne koncentraceéra
léCiva, komplex se riize rozpadnout, uvolni se voln&i a obnovi se rovnovdha. Na
druhé stra#é vznik takého komplexu sniZzuje koncentraci volnéova v cilovych mistech
acinku. Tim dochazi k nerovnafmé distribuci farmaka. Jenom volné cytostatikum je
acinné a niize podléhat dalSim farmakokinetickym praoes L&ivo ve volné forng je

dale gremenovano viceti meéne specifickymi enzymy.

Farmakokineticka fize

w
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s receptorem

F o

g 3
3 2
2 * :
=2 Disperze Biotransformace Akfivace Stinmil E
3 o . » =
E Rozpouiténi Metabolismus =
E =

Davka Vylacovani |, |  Inaktivace Utinek
Degradace

Obrazek 2: Osud I€iva v organismu. fevzato z [18]

Biotransformace je nékolikastupiovy proces, ktery probiha v metabolicky aktivnich
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organech (jatra, ledviny, plice). Latka se stadi@polarni a méhrozpustnd v lipidech.



N¢kterd cytostatika vstupuji do organismu jako deda prolé€iva a pra¢ v této fazi jsou
metabolicky aktivované. Jiné jsou metabolickymiqa®y genmgnovany na méh Uc¢inné a
meére toxické metabolity, které jsou wvylavany ven z organismukdpitola 1.3.

Metabolity sevyluéuji negasgji v moci nebo stolici. Mezi minoritni cesty vytovani
pati vylu¢ovani potem, slinami nebo metkym mlékem. Lipofilni latky se 2n¢

resorbuji, protoze se Spatnylu¢uji ledvinami. Polarni latky jsou vy#evany mnohem
snadgji (Obrazek 2, str. 5)16,17,18].

1.2 BIOTRANSFOMACE CIZORODYCH LATEK

Cizorodé latky nebo xenobiotikdeg. xenos— cizi) jsou sloteniny, které jsouétu
cizi. Jsou to slateniny, které nejsou za normalnich podmingkomny v €le a nemaji
Zzadnou fyziologickou ulohu. Jejich koncentrace kygsstoupa poifijeti z externiho zdroje
[19]. Jsou to latky jak hydrofilni tak hydrofobnoyahy. Primarnim zdrojem cizorodych
latek je zejména chemicky (onysl. DalSi Seni a vyuziti xenobiotik produkovanych
v chemickém pimyslu se oznauje jako sekundarni zdroj xenobiotik [20]. Krédm
synteticky vyrobenych cizorodych latek se do orgami mohu dostat také latkyipdniho
puvodu. Po vstupu do organismu jsoiemenovany za Gelem vylogeni z organismu.
Obor, ktery se zabyva cizorodymi latkami, se nazyeaobiochemie Xenobiochemie
studuje, jak cizorodé latkytsobi na organismus a také jak organismusobi na
xenobiotika.

Za biotransformaci xenobiotik jsou ozm&any procesy, které bydhy vest k jejich
snadnému vylateni nebo potkgeni toxicity. V takovéem fipadt hovaime o detoxifikaci
cizorodé latky. Naopak kdyz biotransforénéreakce vedou k transformaci steaniny na
metabolicky toxitéjsi latku, jedn& se o aktivaf@brazek 3, str. 8)JJde zejména o aktivaci
nemutagennich latek na mutageny nebo prnedéna @inna I&€iva [21]. U Zivaicha se
rozliSuji dw faze biotransformanich reakci faze | a faze IL V prvni fazi se do molekuly
cizorodé latky zabudovéava reaktivni polarni skupiedo se odkryva furtki skupina jiz
piitomna v molekule xenobiotika [21]. Proto se nazyerivatiza¢ni. Zabudovanim
funkéni skupiny se zvysi polarita sl&eniny a tim se latkairavi pro vstup do faze Il
Tato faze se ozwkaje jako konjugacni, protoZze p ni dochazi k tvor® konjugatu
polarizované cizorodé latky s endogenni &minou. Bmito reakcemi se jeStzvySuje
polarita pivodre hydrofébni cizorodé latky. Takto metabolizovanéusénina je



eliminovana z buék a vylowend ven z organismu.&&ina tchto reakci probiha v jatrech
ale i v ledvinach, gastrointestinalnim traktu (G& plicich. Metabolismus latek v tkach
probih& ¥tSinou v endoplazmatickém retikulu a cytosolu, gleu i dalSi mista, jako
mitochondrie a plazmatické membrany.

Dulezitou sowddsti biotransformmich reakci jsouenzymy. Obecr plati, Ze tyto
enzymy chrani organismusudl moznému Skodlivému tsobeni cizorodych nebo
endogennich latek. Proto jétsina tkani vybavenaiznymi biotransforménimi enzymy,
které jsou v organismurpomny bul’ konstitutivré, nebo je jejich mnoZzstvi indukovano po
expozici xenobiotikem. Enzymy |. fadze jsou lokalidoy téndt vyhradr® v
endoplazmatickém retikulu spolu s enzymem |l. fgdekuronosyltransferdsou. Naopak
enzymy Il. faze vetn® gluthation-S-transferasy jsou lokalizovanieyaze v cytoplazng
[22,72].

1.2.1 |. faze biotransformace xenobiotik

V prvni faze biotransformace xenobiotik dochazi keySeni polarity cizorodé
sloweniny zavedenim nebo demaskovanim polarni skupmymdlekuly. To se &e
piedevsim oxidaénimi reakcemi, ale i redukénimi, pripadré hydrolytickymi . Mezi
oxidatni reakce pdi C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidadealkylace,
deaminace, epoxidace a oxidace alkdhdWlezi redukni reakce se&adi nitroredukce,
azoredukce, a do hydrolytickych biotransfotmiah reakci vstupuji estery a amidy.
muze byt z organismu vyl@eno Fimo. Ostatni polarizované cizorodé latky vstupujilid
faze biotransformace. Tyto reakce tedy modifikuglekulu cizorodé latky tak, aby byla
schopna konjugace s endogennimi &minami v konjugéni fazi. Castym jevem zejména
u I&iv nebo pro-karcinogenje, Ze v prvni fazi biotransformace se teprvegta¥innymi

Mezi hlavni enzymy, které katalyzuji tyto reakcafipsystém monooxygenas se
smiSenou funkci (MFO) s cytochromem P450 jako termélni oxidasou(kapitola 1.3.
Dale na reakcich participujperoxidasy, flavinové monooxygenasy, dioxygenasy,
alkoholdehydrogenasa, aldehyddehydrogenasa, katalas epoxidhydroxylasa.
Z redukénich enzymi to jsou xantinoxidasa, NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa
NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa [16,24,25].



1.2.2 |l. faze biotransformace xenobiotik

Konjugaini reakce mZeme charakterizovat jako skupinu syntetickych
metabolickych reakci, ip kterych xenobiotikum reaguje s endogenni &wminou nebo
funkéni skupinou za vzniku konjugatiKonjugat je rozpustwjSi ve vod nez mvodni
latka a je dostat®¢ polarni na to, aby byl z kily eliminovan a vylotien ven z organismu
v maii nebo Zlgi. Cizoroda latka, ktera vstupuje do konjugareakce musi ve své
molekule obsahovat reaktivni fuitk skupinu. Toto reaktivni centrum je do molekuly
zavedeno v prvni fazi biotransformace. Mezi maldogenni hydrofilni sloteniny, které
reaguji s xenobiotiky za vzniku stabilniho prodykpati kyselina glukuronova, aktivni
sulfat, aktivni acetat, glutathion, glycin, taugru rostlin glukosa. 8Sina z konjugénich
reakci jsou detoxikani a vzniklé konjugaty jsou transportovany a ¥gany. Nicmen za
urcitych podminek i vznik konjugatu e vest k tvorp aktivniho metabolitu a zvySeni
jeho toxicity. Takovym fikladem je vznik konjugatu z N-hydroxylovaného awmia
aktivovaného sulfatuifpadne aktivniho acetatu. Takovy konjugat se roapeal vzniku
nitréniového iontu resp. karbéniového iontu, ktemyZze reagovat s DNAObrazek 3).
Tento inici@ni krok miZze stat na pgtku celého procesu chemické kancerogeneze
(kapitola 1.1.1).

Enzymy, které katalyzuji konjugai reakce, pat hlavre do skupinytransferas.
Jsou to zejména UDP-glukuronosyltransferasy, sualfsfferasy, N-acetyltransferasy a
glutathion-S-transferasy [11,20,24,26].

mctabolickd aktivace metaholicks detoxikace

|. fdze biotransformace
foxidace, redukce, hydmlyza)

aktivovany karcinogen detoxikovany karcinogen
2, taze biotransformace
DMNA (konjugace s kys. glukuronovou, gluta-
thionem, aktivnim sulfitem, acetdiem)
perzistentni adukty v onkogenech konjugat
a wmorsupresorovych genech
mutace eliminace z bunék
nadorovy proces vyloudeni z organismu

Obrazek 3: Mechanismus {isobeni kancerogenuid¥zato z [23].



1.3 SYSTEM MONOOXYGENAS SE SMISENOU FUNKCI

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je soubor efizghkalizovanych na wjSi
strart endoplasmatického retikula. Tento systém partjeipna fad oxidanich,
oxygen&nich nebo redulnich reakcich. Je sloZzen zei tzékladnich slozek:
NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cytochrom P450 a nmebrana kde jsou tyto 2
enzymy zantené Qbrazek 4 Kromg téchto #i slozek nize MFO systém (angl. mixed
function oxidases)fakultativn é obsahovat cytochrom lg a NADH:cytochrom bs
reduktasu.

Na vrgjsi strag endoplasmatického retikula (ER) je MFO systém 2ejau orgain,
které jsou vystavenyigobeni cizorodych latek (jatra, ledviny, plice, éTparticipuje na
prvni fazi biotransformace. Cytochrom P450 a jelkduktasa jsouésrg vazané na
cytoplasmatické str&membrany ER [53].

Kromé¢ membrany ER, je MFO systém lokalizovan na wriitmitochondrialni
membrag (kara nadledvin). Mitochondridlni enzymovy systém P450se sklada
z membrano¥ vazaného cytochromu P450 a rozpustného NADPH-P#Ssikiniho
systému. Ten je tw¥en adrenodoxinem a NADPH:adrenoxin reduktasou. dibadrialni
MFO systém je itomny u zviat, zatimco u rostlin a hub nebyl doposud objesh. [

Treti typ MFO systému, ktery byl popsénbakterii, ma ol slozky (cytochrom
P450 a redukujici systémijipmné v rozpustné forénwv cytoplasn.

Obréazek 4 Cytochrom P450 a NADPH:cytochrom P450 reduktakallzované na cytoplasmatické
strare membrany ER [55].



1.3.1 Cytochrom P450

Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1.) jsou hemové enzyteyg ,aktivuji“ molekulu
kysliku, ktera vstupuje do oxidaiho metabolismu lipofilnich organickych latek. Omawa
Sato ve své praci potvrdili, Ze novy pigment pogsanaternich mikrosomech kralika
[62,63], ktery po redukci vykazuje v komplexu sain uhelnatym absofpi maximum
pii 450 nm, je hemoprotein. Na zakéadhaxima Soretova pasu jej nazvali cytochromem
P450 [64,65]. V eukaryotickych bkach je CYP membranévvazan v ER, obsahuje
kolem 500 aminokyselin a prosthetickou skupinu gotfyrin IX s navazanym Zelezem.
Na rozdil od jinych hemovych protdifjle atom Fe vazanies thiolatovou skupinu cysteinu
(proximalni ligand) [56]. Nejedna se tedy o klasiakytochrom (protoporfyrin IX vazan
prostednictvim imidazoloveho zbytku histidinu), ale jédee ohemthiolatovy protein
(Obrazek 5.

Obrazek 5 Cytochrom P450 3A4 se ztenou sekundarni strukturou a jeho prosthetickaiskipem

v aktivnim centru. V dolntasti obrazku je uvedena struktura hemu zobrazemo@dMD simulace. Atom

Zeleza (azurova koule) je vazan na protoporfyrinkngh a koordinovany molekulou CO a cysteinem.
Prevzato z [67].

CYP participuji v metabolismuiznych endogennich a exogennich latekiikdgo

steroidi, mastnych kyselin, eikosandid xenobiotik, envirometalnich polutd@nta
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karcinogeri. U lidi bylo identifikovano 18 rodin, 44 podrodan57 funknich CYP [57].
Funk¢ni, substratova a tkéva specifita je u jednotlivych cytochrédmP450 ftizna.
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, a CYP3A4 metalupdiz/ jatrech vic nez 95 %
lé¢iv. Rodina CYP4 se naproti tomu podili na metalbalis mastnych kyselin a
eikosanoid a CYP1l, CYP17, CYP19 a CYP21 na metabolismu istiere kire
nadledvin, vajénika a varlat [58].

Cytochromy P450 existuji ve dvou spinovych formach:

» vysokospinovd — ion Zeleza je v pentakoordinovaném stavu a w8egkho
valertni elektrony jsou nesparované (spin 5/2). lon Zel¢gg nad rovinou
porfyrinového skeletu,

* nizkospinova —ion Zeleza je hexakoordinovan (spin 1/2) a hemoetezb
interaguje je&t s jednim ligandem (nap-OH, -COOH, -NH skupina postrannich
rettzch aminokyselin apoproteinu, voda) a je v ravikruhu protoporfyrinu IX
[66].

1.3.1.1 Funkce a reakni mechanismus cytochromu P450

CYP ma rkolik enzymovych aktivit (funkci):

» oxidasova —aktivace molekuly kysliku pro dalsi (oxygenasovagkci CYP [68],

* oxygenasova zabudovani aktivovaného atomu kysliku do molekulyssratu,

» peroxidasova —misto kysliku nize CYP vyuZzitorganicky peroxid nebo peroxid
vodiku a neni pééba NADPH,

» redukéni — nedochazi k aktivaci kysliku, protoze CYP redukpfémo substrat,
ktery je vazan na Fe v aktivnim centru jako Seggnd,

* produkce peroxidu vodiku a aktivnich forem kysliku — po aktivaci kysliku
nedojde k jeho zabudovani do substratu (oxygenasakze), ale takto aktivovany
kyslik je wuvolrtny do prostoru, kde zho miZze vzniknout HO,
(superoxiddismutasa, katalyzuje disproporcionagesoxidu kysliku na peroxid
vodiku a kyslik) [24,69].

Cytochrom P450 je terminalni oxidasou MFO systémprostedkovava vazbu
molekularniho kysliku (resp. organického peroxigho aktivaci a zabudovani jednoho
atomu kysliku do molekuly substratuiggmz druhy atom kysliku je redukovan na vodu
[59]. Elektrony patebné k redukci dodava z NAPDH NADPH:cytochrom PA&fuktasa
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[60] pripadrée z NADH, NADH:cytochrom b reduktasa [61]. Monooxygenasovoou reakci

katalyzovanou MFO systém Ize zapsat:

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

Na obrazku 6(str. 13) je znazogm reakni cyklus CYP. Mechanismugigobeni CYP

pozistava z tkolika kroki:

1.

CYP je v klidovém stavu, Fe ma naboj 3+ (ferri fajna je hexakoordinovano
(nizskospinova forma). Po navazéani substratu (RHaldivniho mista enzymu se
stdva Zelezo penatakoordinované ¢&sgpni Sestého ligandu) a nastava
konformani zména molekuly CYP.

CYP s navazanym substratem interaguje s NADPH:bytoo P450 reduktasou
(CPR), ¢imz se hemové Zelezo redukuje na”’Féerro forma) a je stale
pentakoordinovano.

V tomto kroku se vaze do aktivniho centra CYP molelkysliku (nebo paipack
molekulu CO) a vznika ternarni ferri-superoxidovgmplex. Zelezo je af

v nizkospinovém stavu (hexakoordinovano).

Tento nestabilni komplex je redukovan CPR neboatytimem b za vzniku ferro-
superoxidoveho komplexu. Komplex cytochromu P43fiasomickou molekulou
kysliku po druhé redukci je jiz zcela aktivovanaurnfiou cytochromu P450, ve
které dochéazi k heterolytickémugeni vazby O-O.

Jeden atom kysliku je redukovan na vodu, zatimabydristane vazan na iontu Fe
hemu a vznika tak ferrioxenovy komplex.

V tomto kroku dochazi k od§ieni vodikového atomu z molekuly substratu za
vzniku radikalu substratu (RHa hydroxylového radikalu vazaného na ion Zeleza
hemu.

Mesomerni posun elektrdnVznika forma s navazanymi é&wa radikaly (OH a
substrat).

Rekombinace radikalza uvolrni hydroxylovaného substratu (ROH) z enzymu a

obnoveni nativni formy cytochromu P450 [21,24].

Jak jiz bylo zmigno vySe, CYP ma kro& oxidasové a oxygenasové funkci i

peroxidasovou. Donorem kysliku tak kréreamotné molekuly ©mohu byt peroxidy,
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peroxikyseliny nebo hydroperoxidy (peroxidace ligidSumarni rovnice peroxidasove
aktivity CYP je:

RH + R"OOH — ROH + R"OH
kde RH je substrat, R"OOH je hydroperoxid, ROH jelrbxylovany produkt reakce a
R"OH alkohol vznikly redukci hydroperoxidu. Tytoakee probihaji neuspadanym
mechanismem (vazba peroxidu nezavisi od vazby rsubs{21].

Drony ret - o

34 3+
Fe’* ROH Fe™ RH NADPH-P450 reductase™

1e” ®
NADPH-P450 reductase®
FeOH** R-

@ T Fe** RH
FeO®* RH /
Y g6
Fe-lg-IOH

‘;\} . /19'
®

NADPH-P450 reductase™ NADPH-P450 reductase®™

Obrazek 6. Reakni cyklus cytochromu P450. RH — substrat, ROH -Anooxygenani produkt, Fe —
atom Zeleza. #@vzato z [34,69].

1.3.2 Regulace exprese cytochrofhP450

Cytochromy P450 se v lidskérdlé vyskytuji fredevsim v jatrech, ale i v plicich,
ledvindch, tenkém &, kizZi, mozku a nadledvinach. V zavislosti na tom,ljgstmozné
jejich mnozstvi ovlivnit se di nakonstitutivni a inducibilni. Jejich obsah v jednotlivych
tkanich proto nelze brat absoléta je zavisly na mnoha faktorech, které lze ¥izdlo
dvou skupin:

e geneticky polymorfismus — vrozené zrmy DNA vedou k absenci CYP, k
nemoznosti indukce CYP nebo i ke tvorformy CYP, ktera ma zéménou
katalytickou aktivitu. Za geneticky polymorfismuszel oznéit geneticky
podmirgénou odliSnost, ktera se vyskytuje minimaln2 % populace.

* vnéjSi podminky — chemické polutanty, ¢éva, alkohol, koteni, vyZiva [59].
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1.3.2.1 Regulace hladiny cytochroni P450 indukci enzymu

Indukce enzym je definovana jako nést exprese katalyticky aktivnich forem
enzymi [66]. Indukce enzymu sete dit na 3 Urovnich:
» zvySena transkripce,
» zvySena translace mRNA a/nebo jeji stabilizace,

* potlaéena degradace proteiny55].

Hlavnim mechanismem enzymové indukce je zvySerdityatranskripce. Indukce
cytochromii P450 cizorodymi latkamiQbrazek J je zprostedkovana intracelularnimi
receptory (cytosolarni, jaderné). Mezi tyto recepfuati:

* AhR (aryl hydrocarbon recepto)CYP1A1/2,

* CAR (constitutive androstane receptor) — CYP2B6, CYRZDYP3A4,
* PXR (pregnance X recepto)CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP3A,

* PPAR (peroxisome proliferator activated recepteYP4 [71,72].
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Obréazek 7: Mechanismus indukce CYP1Ags AhR receptor.fi@vzato z [74].

CAR, PXR, PPAR jsou jaderné receptory svazebnomémmu pro DNA. Po
navazani ligandu na receptor itvg dalSim jadernym receptorem RXR (angl. retingid
receptor) heterodimer. Ten je schopny se vazat &kolik riznych mist v DNA
(rozpoznavaci element genu), které kéduji CYP [71].
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Mechanismus indukce exprese genu pro CYP1Al jeslab nejlépe popsany ze
vSech cytochroiin P450. Indukce zahrnuje aktivaci cytosolického skaipéniho faktoru
AhR, ktery je za normalnich podminek inaktivovawmaaci s HSP90 (tzv. ,heat shock"”
protein). Po navazani ligandu na AhR dojde ke kon&ni zmén¢ disociaci HSP90 a
transportu do jadra. V jéd dimerizuje s dalSim proteinem ARNT (angl. Ah poe
nuclear transporter). AhR/ARNT komplex interagujevazebnym elementem XRE na
DNA (Obrazek J. Po navazani na DNA se zahajuje transkripce @& [55,71,73].

Indukce cytochror P450 ¥tSinou zvySuje biotransformaci xenobiotika, ktesa b
meéla vést k jeho detoxikaci a k vyldeni z organismu. &teré cytochromy P450 vSak
mohou nereaktivni sl@eninu gengnovat na chemicky aktivni, toxick& kancerogenni
intermediaty. U l&iv vyZadujicich metabolickou aktivacitie indukce cytochromu P450

veést ke zvySeni jejich farmakologickéhgéinku [2].

1.3.2.2 Regulace hladiny cytochron@ P450 inhibici enzymu

Inhibitor je latka, kterd sniZzuje katalytickou aktu daného enzymu. Mira inhibice
zavisi na koncentraci inhibitoru &ase [sobeni. K inhibici enzymu #Ze dojit
prostednictvim tvorby pechodného komplexu metabolit-enzym nebo silné lemtal
vazby metabolit-enzym [71]. V katalytickém cyklutoghromu P450 jsou mozn# tile
zasahu inhibitoru: vazba substrat enzym, vazba @xidace substratu [75].

Inhibitory cytochroni P450 se &i do i skupin, podle toho zda tiio

1. reversibilni vazbu —soutz mezi substratem a inhibitorem o aktivni mistoyemz.

Vazba inhibitoru je slaba a snadno se da rozrusit,

2. ,kvazi“-ireversibilni komplex s atomem Zeleza hemu inhibitor metabolizovan
cytochromy P450 na aktivni intermediat, ktery séevda atom Zeleza,
3. ireversibilni vazbu — inhibitor se vaze na protein, hemowast nebo urychluje

degradaci a oxidai rozpad prosthetické skupiny [75].

Dale se inhibitory &i podle toho, na jakowast enzymu se vazi na kompetitivni,
nekompetitivni a akompetitivnCastym jevem je smiseny typ inhibice [71]. blarazku 8

jsou zobrazenyfjklady rekterych specifickych inhibitar CYP.
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Obréazek 8: Relativni zastoupeni jednotlivych forem CYP v jétraJsou zde uvedeny téz substraty,
inhibitory a induktory CYP (nk — neni znamo}elzato z [71].

1.4 CYTOCHROM bs

Cytochrom B (cyt bs) je hemoprotein (cca 15 kDa), ktery je vazan v rhoeme
endoplazmatickém retikuluikodre se ozné&oval jako cytochrom m (m jako mikrosomy),
protoze byl pitomny v mikrosomech (subcelularni frakce ziskaréndoplasmatického
retikula po rozbiti a ultracentrifugaci btk [27]. Obsahuje protoporfyrin IX a nevaze CO.
Cytochrom lg se vyskytuje u Zivticha i rostlin. Primarni struktura cytsbje vysoce
konzervovana. &zné druhy sawvic vykazuji az 80% stejné sekvence v cytosolové démén
vazajici hem. Nicményv terminélini karboxylové doméne heterogenita v sekveémim
poradi aminokyselin vySSi. Zda se, Ze v rostlinachi mashovani primarni struktury tak
vysoké (63% identické sekvence). Podbmnto i u bakterii, kde je pouze 22% identické
sekvence (rozpustné formy cyt)lk sekvenci savic Nicméré i pies nizkou totoZnost
v sekvenci aminokyselin meziaznymi kmeny, je jasné, Ze jde u vSech zmnimch
organisnii o cyt ky, ktery obsahuje hemovou prostetickou skupinuiokié aminokyselin
v aktivnim centru a ma stejné UV/VIS spektrum [3],2

U savd je cyt ky piitomny ve tech isoformach, jako integralni protein lokalizoyan
na vrejSi strar endoplasmatického retikula, naggi strar mitochondrii a jako rozpustny
protein v cytoplas maturovanych erytrocgt Cyt by v endoplasmatickém retikulu je

syntetizovan na volnych ribozomech. Do membranyoplasmatického retikula (ER) je
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vloZen az v postransiai modifikaci, bez 8asti¢astice rozpoznavajici signal. Informace o
tom, aby byl cyt btransportovan do ER je zakddovana v poslednichriidokyselinach
[28,29].

Cyt b; se podili na desaturaci cholesterolu, biosyntépéesterolu a plasmalog&n
redukci methemoglobinu a participuje v hydroxylech reakcich, katalyzovanych MFO
systémem cizorodych a endogennich latek [30].

1.4.1 Struktura cytochromu bs

Cytochrom Ig je maly, cylindricky, kysely, membranovy protekiery je tvaden 6
a-helixy a 5 pB-skladanymi listy [27]. Proteinova struktura mikoosalnino cyt b je
uspdadana do 2 domén:

* N-terminalni — WtSi, rozpustnda, cytosolickhgm-vazebna doména,
* C-terminalni — mensi, hydrofobni, ktera kotvi protein v memprarR.

Tyto 2 domény jsou propojeny préstinictvim 14-18 aminokyselin dlouhého
peptidickéhaetézce, ktery poskytuje hemové domtéiostaténou flexibilitu pi vazke na
redoxni partnery a soasré nechava protein zakotveny v memhr&R. Retézec musi byt
tvoren minimalg sedmi aminokyselinovymi zbytky, aby byl schopnyemkce s MFO
systémem. fdani nebo zagna aminokyselin v spojovacifetzci nema na interakci mezi
systémem MFO a cytslvliv [31].

Hem je v cyt b umistrén v hydrofobni ,kapse“. Hemové Zelezo je koordinuva
s dwma histidylovymi zbytky H68 a H44. Doménu vazaji@m je mozné od&pit od
zbytku fetzce pomoci proteasy, kter&gi pred nebo za oblasti bohatou na prolin. Takto
upravena rozpustna N-termindlni doména je schopeaapet elektron na rozpustné
proteiny jako je cytochrom ¢ nebo methemoglobie, jal neschopnarenaset elektron na
mikrosomalni cytochrom P450.

Presna topologie C-koncové domeény nenigetela vyeSena. Existuji 2 modely
(konformace), které popisuji mozné ulpdani v membr&n ER. Prvy je tzv.
transmembranovy mode| kde hydrofobni doména tienda 2z 22 hydrofébnich
aminokyselin, prochazi lipidovou dvouvrstvou ER -&k@ec aminokyselinové sekvence je
v lumen ER. Vevlasenkové konformaci(angl. hairpin loop conformation) hydrofobni
oligopeptid prostupuje pouze do &si lipidové vrstvy a C-konec je v cytosolu
(Obréazek 9)Predpoklada se, Zze négyntetizovany cytpse spontanhvaze na membranu
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ER ve vlasenkové konformaci, kde vazba meZifiera*° méa cis konfiguraci. Nasledna
izomerizace vazby natrans konfiguraci umozni fesunout C-terminalni konec

Z cytosolické strany do lumen ER a zaujat transmandyou konformaci [27].

Obrazek 9 Topologie cytochromugw membran. Prevzato z [29,70].

U savd je 23 aminokyselin ze 134 aminokyselin cytochrobuglutaméat nebo
aspartat. Tyto aminokyseliny jsou lokalizovany mm&aw katalytické doméh proteinu.
V okoli katalytické domény se nachazi dalSi zaponabité aminokyseliny, které se
podileji na iontovych interakcich mezi cytochromieyra dalSimi elektronovymirpnaSéi
a na interakcich tohoto paréepasei s ostatnimi proteinywznik redoxnich kompleks cyt
bsje tak zaloZen na elektrostatickych silach [27].

Dva histidylové zbytky v katalytickém centru sega na hemové Zelezo jako paty

a Sesty ligand. V takovémftipact nemiZze dojit k gimé interakci s molekularnim
kyslikem. Nicmén i tak miZze cyt B fungovat jako prosednik elektronovéhoipnosu
mezi reduktasou a oxidaim enzymem. Cytochromsbmuze gijmout elektron od
NADPH:cytochrom P450 reduktasy nebo NADH:cytochrbgreduktasy a ij@dat jej
elektronovym akceptdém jako napiklad cytochromu P450, cytochromu ¢ nebo

methemoglobinu.
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1.4.2 Mechanismus pisobeni cytochromu g

Mechanismus {sobeni cytochromu sbv MFO systému neni zcela jasrstale
rozieSen. Efekt cyt fje zavisly na isoforth CYP, ktery katalyzuje reakci, na substratu a
také na experimentalnich podminkach. Existujkotik hypotéz, které se snazi vyt
mechanismusisobeni cyt b

Prvni hypotéza fedpoklada, Zze dochazipEimému pienosu elektronu z cyt b na
cytochrom P450 Cyt by prijima elektron z NADPH:CYP reduktasy. Elektron jetigbny
pro druhou redukci v katalytickém cyklu MFO systémau pro vznik aktivovaného
molekularniho kysliku. Pré&vtento krok se povazuje za rychlost limitujici. e
NADPH:CYP reduktasa fize redukovat cyt 4 pfimo neni paeba NADH ani cyt b
reduktasu. Renos elektronu z cytstma CYP je rychlejSi nez z NADPH:CYP reduktasy na
CYP (Obrazek 10J27,28,31].
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Obrazek 10: Schematické znazaogni prenosu elektronu mezi CYP, cyt b5 a jejich reduktasa
Prevzato z [27].

Druhy predpokladany mechanismus neni zaloZen na katalytigk&sobeni cyt k
ale na allosterickémCyt bs vystupuje jako efektor a nezalezi na tom jestli obsahuje
hemovou skupinu nebo ne (apo-cyj.broto tvrzeni bylo potvrzeno studiemi s CYP 3A,
kdy apo-cyt b byl stejré efektivni jako holo-enzym [32,33,34]. Allostericlsfimulani
efekt cytochromu bbbyl pozorovan také u dalSich isoforem CYP2C9, 4246, 2B6, 2C8,
2C19, 3A5 a 17 [32,35].

Treti hypotéza popisuje, Iyt bs tvori s CYP komplex ktery umoauje pijmout
2 elektrony v jednom kroku od NADPH:CYP reduktasynepitomnosti cyt i CYP
prijima elektrony od své reduktasy ve dvou krocichjdv prijme elektron, poté dojde k
disociaci reduktasy a k navazani molekuly kyslikngsleds prijeti druhého elektronu
opct od NADPH:CYP reduktasy.
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Ctvrty mechanismusipdpoklada, Ze se cyg lthovéa jakopozitivni modifikator
monooxygenas Pfitomnost cyt b v MFO systému zjsobi, Ze se snizi pet rozpojeni
komplexu se superoxidovym anionradikalem, tim seisspoteba NADPH a zvysi se
mnoZzstvi produktu. Rozpojeni komplexu se zda, Zedeslé na isoforth CYP a na
substratu [27].

1.4.3 Vliv cytochromu bs na reakce katalyzované cytochromy P450

Zda se, Ze cytdgmize stimulovat nebo inhibovat reakce monooxygendsmegstému,
ale také nemusiugobit vibec. Cytochrom & stimuluje reakce katalyzovanéznymi
cytochromy P450. Vliv cytdje zatim znamy pouze wkterych isoforem CYP a jejich
substrat.

V rekonstituovanych systémech cytochiomP450 s NADPH:cytochrom P450
reduktasou a cytochromems bve fosfolipidovych vesikulach (liposomech) bylo
pozorovano, zedkteré z CYP vyZaduji ke své katalytické aktivayt bs:

* methoxyfluran — CYP2B4 za tasti NADPH:cytochrom P450 reduktasy,

» prostaglandiny Al, E1, E2— CYP2B4,

e p-nitroanisol — CYP3AG,

e 7-ethoxykumarin —CYP2EL,

* p-nitrofenetol — CYP2B1,

» Kkyselina arachidonova— CYP4A7,

* testosteron— CYP3A4.

Pti oxidaci benzfetaminu cytochromem P450 2B4 zaiasti NADPH:cytochrom
P450 reduktasy, ma naopak cytitthibi¢ni (kinek [27,35,36].

1.5 CyTtocHROM P450 2S1

Prostednictvim databazi htgs a dbEST byla nalezena cDid#&ého lidského
cytochromu P450, ktery byl oz¥en jako CYP2S1 [37]. Odpovidajici gen pro tento
protein byl nalezen na chromozomu 19. Na tomto re@omu jsou umistmy geny pro
dalSi cytochromy P450 2A, 2B a 2F. GENXP 2S1ma vic nez 13kb a ma 9 exonovych

¢asti, coz je pro rodinu CYP2 typické.
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Cytochrom P450 2S1 ma 1515 bp a cDNA koduje protgirfettzec o délce 504
aminokyselin a molekulové hmotnosti 55,8 kB@bfazek 11 CYP2S1 ma na N-konci
hydrofobni Usek, ve svéiezci obsahuje také oblast bohatou na prolin a kemxeny
cystein, ktery je patym ligandem Zeleza v hemowvépsk cytochromu. Redpovzena
aminokyselinova sekvence CYP2S1 vykazuje totoZzsakalSimi CYP umistmymi na
chromozomu 19 (CYP2B6, CYP2A6/13, CYP2F1) na 38-49%

ATGGAGGCGACCGGCACCTGGGCGCTGCTGCTGGCGCTGGOGCTGCTCCTGCTGCTGAC G
CTGGCGCTGTCCGGGACCAGGGCCC GAGGCCACCTGCCCCCCGEECCCACGCCGCTACCACTGE
TGGEAAACCTCCTGCAGCTAC GGCCC GG GGCGCTGTATTCAGGGCTCATGCGGCTGAGTAAGA
AGTACGGACCGETGTTCACCATCTACCTGGGACCCTGGC GGCCTGTGGTGGTCCTGGTTGGGC A
GEAGGCTGTGCGGEAGGCCCTGEGAGGTCAGGCTGAGGAGTTCAGC GGCCGGEEAACCGETAGE
GATGCTGGAAGGGACTTTTGATGGCCATGGGGTITICTICTCCAAC GGG GAGC GGTGGAGGCAG
CTGAGGAAGTTTACCATGCTTGCTCTGC GGGACCTGGGCATGGGGAAGCGAGAAGGC GAGGAG
CTGATCCAGGCGGAGGCCCGGTGTICTGETGGAGACATTCCAGGGGACAGAAGGACGCCCATTC
GATCCCTCCCTGCTGCTGGCCCAGGCCACCTCCAACGTAGTCTGCTCCCTCCTCTTIGGCCTCCG
CTTICTCCTATGAGGATAAGGAGTTCCAGGCCGTGGTCCGGGCAGCTGGTGGTACCCTGCTGGGA
GTCAGCTCCCAGGGEGGGTCAGACCTACGAGATGTTCTCCTGGTICCTGC GGCCCCTGCCAGGCC
CCCACAAGCAGCTCCTCCACCACGTCAGCACCTTGGCTGCCTICACAGTCC GGCAGGTGCAGC A
GCACCAGGGGAACCTGGATGCTTIC GGGCCCCGC ACGTGACCTTGTCGATGCCTTICCTGCTGAAG
ATGGCACAGGAGGAACAAAACCCAGGCACAGAATTCACCAACAAGAACATGCTGATGACAGTC
ATTTATTTGCTGTITGC TG GGAC GATGACGGTCAGCACCACGGTC GGCTATACCCTCCTGCTCCT
CGATGAAATACCCTCATGTCCAAAAGTGGGTACGTGAGGAGCTGAATCGGGAGC TGGGGGCTGG
CCAGGCACCAAGCCTAGGGEGACCGTACCCGCCTCCCTTACACC GACGCGGTTCTGCATGAGGC G
CAGCGGCTGCTGGCGCTGETGCCCATGOGAATACCCCGCACCCTCATGC GGACCACCCGCTTCC
GAGGGTACACCCTGCCCCAGGGCACGGAGGTCTTCCCCCTCCTTIGGCTCCATCCTGCATGACCC
CAACATCTTCAAGCACCCAGAAGAGTTICAACCCAGACCGTTTCCTGGATGCAGATGGACGGTTC
AGGAAGCATGAGGC GTTICCTGCCCTTICTCCTTAGGGAAGC GTGTCTGCCTTGGAGAGGGCCT GG
CAAAMAGCGEAGCTCTTCCTCTTICTTCACCACCATCCTACAAGCCTICTCCCTGGAGAGCCCGTGE
CCGCCGGACACCCTGAGCCTCAAGCCCACCGTCAGTGGCCTTITICAACATTCCCCCAGCCTTICC
AGCTGCAAGTCCGTCCCACTGACCTTCACTCCACCACGCAGACCAGATGA

Obrazek 11: Sekvence DNA cytochromu P450 2S1 [103].

Metodou ,Dot blot* a ,Northern blot* bylo potvrzenze mRNA cytochromu P450
2S1 je exprimovana zejmeéna v plicich, uguskach, Zzaludku, tenkéntei¢ a ve sleziw.
V menSim zastoupeni byla nalezena také v jatredvjnach, brzliku, place&itperifernich
leukocytech a Wi [37,38]. Samotny protein CYP2S1 byl exprimovaplicich, stevech a
kazi [40]. DalSimi metodami (fratai homogenizace, diskontinuélni sacharézovy gradien
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a metoda ,Western blot*) bylo potvrzeno, Zze CYP2S% buice lokalizovan v membrén
endoplazmatickém retikula [37].

Krome lidskeé isoformy CYP2S1 byla popsana také orthaldgrma enzymumysi
[39]. Kisolaci cytochromu P450 2S1 byla pouzitdSinpurécni linie Hepa-1. MysSi a
lidska forma CYP2S1 vykazuji 78 % totoZnost v arkiyselinové sekvenci. cDNA obou
organisnii byla totoZzna v nukleotidové sekvenci na 81 %. Mggima CYP2S1 ma na
49 % identickou sekvenci s dalSimi mySimi cytochyawdiny CYP2, konkréthCYP2G1
a CYP2B10.

Skupina gefh CYP podrodiny 2S byla taky nalezena v dalSich misgaech vetns
potkana. Protein CYP2Sd potkana ma 499 aminokyselin a vykazuje 76% homologii
s lidskym a 93% s mySim cytochromem P450 2S1. mRiy#ochromu P450 2S1 je
zastoupena vieznych tkanich potkana. V nejvyssi imibyla mRNA CYP2S1 twena
v plicich bez rozdilu pohlavi ztdte. Na Urovni proteinu byla zvySena exprese pouze

v plicich, Zaludku a ledvinach [41].

1.5.1 Regulace transkripce CYP2S1

Studie in vitro u mySi prokazali, Ze transkripce CYP2S1 je regamavAhR
receptorem Stejné vysledky byly zaznamenany i v studiichaslelem potkana [39,41].
Po navazani ligandu na reginé misto dojde k zvySené transkripci genu pro CYR2S
Ligandy pro Ah receptor pdtdo tidy chemickych karcinogén jako jsou polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH), aromatické aminy a ,2&tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD, dioxin). Bylo jiSéno, Ze exprese genu pi@YP2S1 je indukovana
dioxinem. Indukce CYP2S1 dioxinem byla pozorovana u mygiicich a v jatrech,
v lidskych plicnich biikdch a v plicich, ledvinach a jatrech potkana [3P,4Tato
skute&nost je zajimava, protoZze vSechny cytochromy P&t¢ indukuje dioxin, pétdo
rodiny CYP1 (CYP1A1, 1A2, 1B1). Indukce je tedy regulovangrstemm mechanismem
jako je tomu u rodiny CYP1, prastinictvim AhR yiz. kapitola 1.3.2)1 V promotorové
oblasti genu jsou dvregul&ni oblasti,XRE (angl. xenobiotic response elemenBARE
(angl. retinoic acid receptor response element).

SekvenceXRE v genu pro CYP2S1 je totoZna s reguiani oblastmi rodiny
CYP1 a je dlezita pro indukci polycyklickymi aromatickymi |&kni. Regulani oblast
XRE CYP2S1 se sklada zé presahujicich XRE sekvenci. Kazd4 sekvence mé scBbpno
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vazat dimer AhR/AhNT a umoznit indukci transkriptiexinem.

Rivera s kolektivem poukézali na fakt, Ze &mti trimerni regukai oblasti XRE
jsou takéit presahujicisekvenceHRE (angl. hypoxia response element). Kazda sekvence
HRE miZe navazat HIF-1 (angl. hypoxia inducible factorvijodol& dimeru s ARNT a
zvySit tak transkripci genu pro CYP2S1 u mySi. Eser genu pro CYP2S1 je tedy
indukovatelna i hypoxii. Exprese transkrimiho faktoru HIF-1 je zavisld na mnoZstvi
kysliku v organismu nebo v hoe. KdyZz dojde k poklesu koncentrace, @uika je
v hypoxickém stavu a snazi se reagovat na tento i@ Grovni transkripce je regulace
zprostedkovana prav HIF [42]. Ve stavu normoxie (normalni hladina kil jsou
mechanismy hypoxie potlany a HIF degradovany. Bylo potvrzeno, Ze v hypkéio
nadoru je zvySena exprese CYP2S1 [43].

OblastRARE je zapojena do regulace transkripce #gomnostitransretinovych
kyselin [38,39]. Vskutku bylo potvrzeno, Ze krémioxinu a hypoxie indukuji transkripci
CYP2Sltrans-retinoveé kyseliny[38].

Smith se spolupracovniky ve své praci postulovadina indukci CYP2S1 vikgi
pacienti trpicich psoriasou, se kr@ntransretinovych kyselin podili takéltrafialove
zareni (290-400 nm)PUVA (= Psoralen UV-Aauhelny dehet[38].

V lidské bur¢né linii A549 byla krond indukce genové transkripce CYP2S1
pomoci dioxinu, pozorovana také jeho reprddexamethasongDEX), ktery pati mezi
glukokortikoidy, se vyuziva v ¢ zarétai a podili se na expresi gerpomoci GR
receptoru (angl. glucocorticoid receptor). Bez navazanélgardu je GR lokalizovan
v cytoplasmné v podolE neaktivniho multiproteinového komplexu. Po navaz&®EX
dochéazi ke konforntai zmené multiproteinového komplexu,ipnosu GR do jadra a
aktivaci nebo represi genové transkripce. Repres¢P2S51 dexamethasonem je

zprostedkovana GR v procesu, ktery je zavisly také naelgaci histoi [48].

1.5.2 Funkce CYP2S1

CYP2S1 je konstitutivh tvofen v rékolika lidskych tkanich. ProtoZze je CYP2S1
indukovatelny dioxinem, figdpokladalo se, Ze podabjako jiné CYP, které jsou ro¥a
indukovatelné dioxinem, bude CYP2S1 participovat liatransformaci chemickych
karcinogeri. Zejména ve tkanich vystavenychispbeni cizorodych latek (respird,
gastrointestinélni trakt, ndové cesty akze), kde byla potvrzena vysoka exprese CYP2S1
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se uvazovalo, Ze tento cytochrom P45G@Zen hrat dlezitou roli v metabolismu
environmentalnich karcinogéwéetné karcinogennich latek vznikajicichii fxoureni [39].

Pro aktiv&ni studie, byl tento protein produkovan heterologeipresi a
purifikovan. Jiz \kapitole 1.5.1bylo zmirgno, Ze transkripce genGYP2S1muze byt
zvySena polycyklickymi aromatickymi uhlovodikyPAH. Proto bylo navrZzeno, Ze tento
enzym niiZze tyto karcinogeny také aktivovat [39]. PAH jsotorké jiného sodasti
cigaretoveho kaite a ten je jednim ze zasadnich faktppisobujicich rakovinu plic. Proto
byly vybrany hlavni slozky cigaretového keu které maji karcinogenniciaek [(4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon, benafgyren a 2-amino-1-methyl-6-
phenylimidazo[4,5-b]pyridin)] a nikotin a byly testiny jako substraty CYP2S1.
Vysledky této studie poukazali na skinest, Zze CYP2S1 nekatalyzuje metabolické
pieneny nikotinu a nepodili se na metabolické aktivasitdvanych plicnich karcinogén
[45].

Trans-retinové kyseliny roviéZz indukuji expresi CYP2S1 (vikapitola 1.5.).
Proto byly, podob& jako PAH, pokladany za substraty tohoto enzymu.itibrse
spolupracovniky tento fpdpoklad ve své praci potvrdili a identifikovali rBetabolity,
kyselinu 4-hydroxy-retinovou a kyselinu 5,6-epoxginovou [38]. PodobnKarlgren ve
své praci prokazal, Ze CYP2S1 katalyzuferm@nu naftalenu, nicménjeho metabolity
nebyly identifikovany [47].

DalSi skupina vyzkumnik ktera se zabyvala touto problematikou vybraladhd@
moznych substrat CYP2S1 nap naftalen, benza]pyren, 5-methylchrysen, kyselina
arachidonova a retinova [46]. V této studebyla potvrzena zadnéa aktivita CYP2S1
vici testovanym substréin. Je zajimave, Ze adit@mith a Karlgren a jejich prace [38,47],
které se zabyvali moznymi substraty pro CYP2S1 ylogaly, Ze tento enzym oxiduje
transretinové kyseliny a naftalen. Skitest, Ze se CYP2S1 podili na metaboligrans
retinové kyseliny a naftalenu nebyl potvrzen amalsi studii vypracované Nishidou se
spolupracovniky [44].

Bui se spolupracovniky ve svych pracich postuipZ@CYP2S1 neni redukovan
NADPH:cytochrom P450 reduktasou (CPR) ale Ze ke své aktibt vyuziva
kumenhydroperoxid a peroxid vodiku. Nicrgénkumenhydroperoxid neni za
fyziologickych podminek v organismuifomny, a proto nefize slouZzit jako kofaktor této
reakce. Na druhé stranperoxid vodiku je endogenni sl@eninou a tak by mohl

participovat na oxidaci substéaprostednictvim CYP2S1. Koncentrace, ktera je vSak
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pottebna pro efektivni oxidadn vivo, je podstatdé vySSi nez jeho endogenni mnozstvi
[49]. Proto byly jako dalSi kofaktory petoné pro CYP2S1, tedpokladany
hydroperoxidy mastnych kyselin (nag. 13Shydroperoxy-%,11E-oktadekadienova
kyselina, 1&hydroperoxy-%,8Z,11E,5Z-oktadekadienova kyse-lina). V metabolické
studii byl pak tento fedpoklad potvrzen benzof]pyren-7,8-dihydrodiolem (BaP-7,8-
diol) [50]. Podob# jako kumenhydroperoxid a.B, i hydroperoxidy mastnych kyselin
také participuji na oxidaci BaP-7,8-diolu cytochemm P450 2S1 na karcinogenni
metabolit 7,8-dihydrodiotrans9,10-epoxid. Navic ve srovnanéchto kofaktoéi jsou
hydroperoxidy mastnych kyselin v epoxidaci nejefektjSi. Uvedena epoxidace BaP-7,8-
diolu probih&a radikalovym mechanismem. Nizk& kotreee &chto kofaktot, ktera je
pottebna pro epoxidaci BaP-7,8-diolu, umag participaci CYP2S1, na metabolisnimu
Vivo, protoZe v této koncentraci se v organismu nachaaifyziologickych podminek. Je
tedy zZejmé, Ze CYP2S1, za casti hydroperoxitl, maZze hrat dlezitou roli

v karcinogenezi vyvolané benzppyrenem.

Jak jiz bylo zmigno dive, v nadorech ip hypoxickych podminkach je exprese
CYP2S1 zvySena. Nishida se spolupracovniky ve skécipvyuZili tento fakt a
demonstrovali, Ze se CYP2S1 a dalSi cytochrom RPABQ podili na tginné metabolické
aktivaci protinddorového |&iva AQ4N (1,4-bis{[2-(dimethylamindN-
oxid)ethyllamino}-5,8-dihydroxyanthracene-9,10-djon [44]. Toto pro-léivo je
metabolizovano na derivat AQ4 (1,4-bis{[2-(dimetylino)ethyl]amino}-5,8-dihydroxy-
anthracene-9,10-dion), ktery je inhibitorem topaigoasy Il. Vedle toho autiotéto studie
poukazali na skutmost, ZeCYP2S1 je efektivré redukovan NADPH:CYP reduktasou
(CPR). CYP2S1 vykazoval za redékich podminek typicke diferéni spektrum, kde se
po redukci CPR, na CYP2S1 vazal CO a vznikal kommaypickym absormim
maximem i 450 nm.

Duvodem rozporu jestli CYP2SXiain¢ interaguje s CPR nebo nenbe byt fakt,
Ze Bui se spolupracovniky pouZzili ve vSech expeni®eh aerobni podminky, zatimco
Nishida a kolektiv podminky anaerobni. Je tedy éwtale studovat, zda se CPR podili na
redukci CYP2S1 i za aerobnich podminek [51].

Vedle AQ4N byly jako dalSi substraty CYP2S1 testogvéaderivaty lipid.
Konkrétreé se jedna @rostaglandin G, (PGG,) aprostaglandin H, (PGH,) a hydro-
peroxidy mastnych kyselin(nag. 5S, 125, a 15-hydroperoxyeikosatetraenové kyse-
liny, 13S-hydroperoxy-oktadecadienova kyselina), které ké fodili na bioaktivaci BaP-
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7,8-diolu cytochromem P450 2S1 [52]. VSechny tyakce probihaji bez participace
NADPH. Nekteré z produkt téchto reakci participuji na zétivych reakcich. Proto se

zd4a, Ze enzym CYP2S1ue hrat vyznamnou roli v zéthivych procesech.

1.6 HETEROLOGNI EXPRESE

Metoda heterologni exprese slouzi ke klonovantigeprodukci proteil, které se za
normalnich podminek v hostitelskétoe nevyskytuji. Gen pozadovaného proteinu je do
hostitelského organismu vnesen v patlptasmidu, coz je rekombinantni molekula DNA.
Plasmid je dvouetzcova molekula DNA a fize se replikovat nezavisle na chromozomu
hostitelské biiky. Tato rekombinantni DNA se ro¥h ozn&uje jako vektor. RozliSujeme
klonovaci vektor, ktery slouzi k amplifikaci genu expresni vektor, ktery je vyuzivan k
produkci proteinu.

Pro heterologni expresi bylo vyvinuto vice expreBnisystém. Pati sem
kvasinkové, bakterialni, hmyzi a sagystémy. Nicméhkazdy ze zmignych systém ma
své utité nevyhody jako jsou fin&ni naklady, pracovni obtiznost nebo mira vynosu.
Mezi nejvic vyuzivané p#t bakteridlni systémy vyuzZivajici gram-negativniktieai
Escherichia coli. E. coldokaze iist rychle a na minimalni mediu a je schopna ryahléh
mnoZeni klonovacich vektiorNa druhé stranrekombinantni protein, ktery je produkovan
v E. coli se nemusi tvit v dostaténém mnoZstvi nebo je neaktivni, nebo je Brocoli
toxicky, a proto se uklada v tce v podob inkluznich €lisek. Bakterialni systérg. coli
je vhodny pro expresi zejména prokaryotnichigdticmérg tento systém e byt vyuzit
I pro expresi eukaryotnich génkteré nepodléhaji posttran&t@m Upravam, protozZe.
coli neni schopna této modifikace [109-112].

Cytochromy P450 byly exprimovany ve vSech znith expresnich systémech
[105-107]. V bakteriichE. coli byl jako prvni exprimovan heéwi CYP17A1 [108].
Samotné&E. colinema zadné zastoupeni cytochtioR%150 ve své membranPouzitelnog
bakterialniho expresniho systému pro produkci fdBkCYP je vyznamna, protozZe tento
zpisob exprese ipdstavuje moznost ziskat dosta@® mnozstvi vzork pro dalSi

enzymové studie.
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1.6.1 Plasmid pCMV:SPORT 6

Plasmid pCMV je odvozen od vysokokopiového plagsnd)C a byl navrzen pro
expresi v bakteridlnich a sdeh systémech. Konstitutivni exprese vloZzeného genwu
savich bukach fizena lidskym cytomegalovirem (CMV promotor). Selekci v
bakterialnich biikkdch umo#uje ampicilinova resistencgObrazek 12

Tento plasmid obsahuje tak& promotor a pati do tzv. T7 expresniho systému.
Nicmére gen pro T7 polymerasu se v DNRA coli nevyskytuje. Proto je nutné dodat
hostitelské biice T7 RNA polymerasu infekci bakteriofagem nebaikavat jeji expresi.
Proto se do bakteridlniho genomu integruje lysogakteriofaga T7 jako profag DES3,
ktery kdéduje gen pro T7 RNA polymerasu. T7 RNA pobrasa je v baktérii pod
inducibilnim promotorem. Kmek.coli BL21(DE3) (nap. E. coli C43) nese v genomu T7
RNA polymerasovy gen pod lacZ promotoremirézeny lac represor, jehoz gen je taktéz
vloZzeny do genomu bakterie, brani expresi btomnosti induktoru. Exprese T7 RNA
polymerasy je indukovana isoprod4b-thiogalaktopyranosidem (IPTG). To znamena, Ze
po pidani (IPTG) je zahdjena translace genu T7 RNA mpehasy profdagu genomovou
RNA polymerasolE. coli. Pak T7 RNA polymerasa zahaji translaci viozengdmu, ktery
je umistrn za T7 promotorem.

Neékdy dochazi k bazalni expresi T7 RNA polymerasylud je pod T7 promotor
vloZen gen produkujici toxicky produkt pEacoli, mize dochazet k redukcistu, smrti
bakteriec¢i nestabilit plasmidu. Kmen BL21(DE3) LysS (nagE. coli C4l,vs) navic
obsahuje T7 lysozym (produkovany genem LysS). TZ3odzym je schopen vazat
exprimovanou T7 RNA polymerasu a inhibovat bazélahskripci cilového genu. Kdyz
dojde k indukci pomoci IPTG, T7 RNA polymerasaegtava byt inhibovana
[109,114,115].

Krome téchto 2 promotai a genu pro ampicilinovou rezistenci je &asti plasmidu
pCMV:

e polylinker* - misto pro $peni restriknimi endonukleasami a vlozeni cilového
genu,

e, SV40 maly t-intron“ - (Simian virus small t- intron), funkce neni zreérale
predpoklada se, Zete mit Glohu v Upravtranskriptu,

* polyadenylaé¢ni signal”,

» ,SP6 promotor" - vaze SP6 RNA polymerasu (SP6 fag) [116],
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* ,pUC origin® - patatek replikace, zaji$ije vysokou replikadk. coli,

« fl1 oblast" - patatek replikace f1 bakteriofagu, uninge jednovidknovou
replikaci [116],

e loxP“ -lox-Cre rekombinaini systém bakteriofaga P1 [118].
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Obrazek 12:Restrikni mapa plasmidu pCMV-SPORT 6 [113].

1.6.2 Plasmid pBAD

Plasmid pBAD/His je odvozen od expresniho plasmpBR322. Pro dosazeni
optimalniho mnozstvi rekombinantniho proteinu obgalpBAD arabinosovy promotor
(Obrazek 13 L-arabinosovy operon se sklada zestrukturnich geh araB, araA, and
araD. Tento operon je inducibilni a je pod konttolyaC genu, ktery je ¥gné blizkosti
operonu, ale je fiepisovan v opmém smdru. Protein araC vystupuje jako positivni i
negativni regulator. KdyZ se L-arabinosa wit®i nevyskytuje, araC v poddldimeru
interaguje s operatorem L-arabinosového operoraO(aa ara®) a transkripce genu je
blokovana. V pitomnosti L-arabinosy se molekula sacharidu navwd@earaC protein,
dojde ke konforméni zmené disociaci molekuly araC od ara@ navazani na aral, coz
umozni zahgjeni transkripc®lfrazek 14 Miru exprese je tehdy mozné reguloviatnou
koncentraci L-arabinosy. Navi¢ipna regulace pBAD reguiaim araC proteinem se zda
byt uzit&na v gipadt exprese toxickych nebo esencialnichigen

Podobr jako u T7 expresniho systémkapitola 1.6.1)i tady dochazi k bazalni
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expresi ped indukci L-arabinosou. Pdigani glukosy do butk nebo represoru - fukosy
dochazi k inhibici bazalni exprese [119-122].
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Obrézek 13: Restrikkni mapa plasmidu pBAD/His A,B,C [119].
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Obrézek 14: Mechanismus indukce L-arabinosového operonu poinacabinosy [123].

Krome L-arabinosového operonu a araC genu je&&stil plasmidu pBAD/His:
* ,pBR322 origin“ - patatek replikace, zajisije replikacik. coli,
« ,ampicilinova rezistence" - gen pro-laktamasu, selekce plasmidu,
» histag" - N-koncova modifikace rekombinantniho proteinyZiti pri afinitni
chromatografii,

» Xpress Epitope” - detekce rekombinantniho proteinu protilatkou ,
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» LEKsite" - odSEpeni N-terminalniho peptidu enterokinasou pro niakvniho
proteinu,

e polylinker® - misto pro $fpeni restriknimi endonukleasami a vloZeni cilového
genu,

o term" - ukorteni transkripce vioZzeného genu.

1.7 ELLIPTICIN

Ellipticin (5,11-dimethyl-&1-pyrido[4,3b]karbazol, Obrazek 1% a reékteré jeho
derivaty (9-hydroxyellipticin, 2-methyl-9-hydroxythgticin, jsou rostlinné alkaloidygeledi

Apocynaceae.
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Obrazek 15: Struktura ellipticinu

Ellipticin a jeho polargjSi derivaty vykazuji vyznamnou protinadorovou wikti.
VyuZzivaji se hlava ve forme acetat k Iéceni karcinomu prsu s kostnimi metastazemi,
acinné jsou téz proti akutni myeloblastické leukésdarkomu ledvin a karcinomu Stitné
Zlazy. Ellipticin vykazuje také anti-HIV aktivittHlavnim divodem z&jmu o ellipticin a
jeho derivaty pro klinické vyuziti je jejich vysokéinnost proti nadorovym onemoamm,
relativre nizké vedlejSi toxické dinky (nefrotoxicita) a tém nulova hematologicka
toxicita [76,77].

1.7.1 Biotransformace ellipticinu

V organismu je ellipticin feménovan az na 5 metabalitObrazek 1% Vedle 9-
hydroxyellipticinu byly identifikovany jestdalSi 4 metabolity: 12-hydroxyellipticin, 13-
hydroxyellipticin, N-oxid ellipticinu jako majoritni metabolity a 7-hgakyellipticin jako
minoritni produkt. Stejné metabolity jsou také iemy mikrosomy jaterclovéka a
modelovych organisin(potkan, kralik, mys) [77].
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Enzymy, které participuji na tvotb metabolifi ellipticinu, pati do rodiny
cytochronii P450. Z vysledk studii shrnutych nabrazku 16e patrné, Ze na metabolické
aktivaci ellipticinu se podili CYP3A4, 1A, 2D6 a 2CNa oxidaci ellipticinu na
detoxikani derivaty participuji enzymy CYP1A, 1B1 a 2D6. Bkupiny enzym, které se
podileji na metabolismu ellipticinu gataké peroxidasyképitola 1.6.4.
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Obrazek 16: Metabolismus ellipticinu lidskymi cytochromy P4380praveno dle [78].

1.7.2 Mechanismy protinadorového pisobeni ellipticinu

Protinddorovy tinek ellipticinu je vys¥tlovan rékolika mechanismy:

1. Interkalace do dvouSroubovicové molekuly DNA -vyplyva z velikosti a tvaru
molekuly ellipticinu. Interkalace je zprastlkovana slabymi reversibilnimi
hydrofobnimi interakcemi s bdzemi DNA. Interakcezimmethylovou skupinou
ellipticinu a thyminem je rozhodujici pro interkeilao molekuly DNA. Vzhledem
k fluorescetinim vlastnostem se ellipticin pouziva jako modelamgerkala&ni
slowenina [78,80].

2. Inhibice topoisomerasy Il — interakce s topoisomerasou Il a DNA za vzniku
ternarniho komplexu, ktery vede ke zlorm v fetézci DNA a nasledné smrti hky.
Mechanismus inhibice topoisomerasy Il jegmitem vyzkumu [76,78,80,81,82].

3. Selektivni inhibice fosforylace proteinu p53 —prostednictvim inhibice cyklin-
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dependentni kinasy. Nahrontad defosforylovaného p53 ke zmisobit

apoptozu [78,80,83].

4. Inhibice oxidaéni fosforylace —akumulace ellipticinu v mitochondriich &gobuje

narusSeni energetické rovnovahy \ibe (snizeni obsahu ATP viine) [78,80, 84].

5. Inhibice telomerasy[80].

VySe popsané mechanismyinku ellipticinu jsou zaloZeny na nespecifickém
pusobeni. Nicmé# tento poznatek je vrozporu s pé&nm Uzkou specifitou €nku
ellipticinu wvaci ur¢itym typam neoplasie. Mozné vystleni Ize hledat v enzymovém
vybaveni organismu. Enzymy podilejici se na biatf@maci mohu produkovatiinngjsi
metabolity I€iva, které poSkozuji nador efektijn Praw do této kategorie ,zapada“
nedavno popsany mechanismugiu ellipticinu, kdy seellipticin po enzymové aktivaci
kovalentné vaze na DNA a vytvé&i tak adukty s DNA. V aktivaci ellipticinu jsou @inné
cytochromy P450 nebo peroxidasy. Cilem vazby dariedlipticinu (13-hydroxyellipticin
a 12-hydroxyellipticin) v DNA je deoxyguanosin [78,85,86,87].

1.7.3 Tvorba aduktu ellipticinu s DNA

Ellipticin je krome detoxifikatnich metabolit preménovan na tzv. aktivani
metabolity, které jsou prekursory st@min, které se kovalentrvazi na DNA, a vytvigji
adukty s DNA. Tvorba adukt metabolifi ellipticinu s DNA byla pedpovzena jiz
DeMarinim [79]. Tvorba kovalentnich adikbyla potvrzena 2 nezavislymi metodami:
metodou 3?P-postlabeling” a pouZitinTHi]ellipticinu [77]. Detekovany byly minimath2
adukty s DNA. Majoritni adukt adukt 1), jehoZz vznik je zavisly na fftomnosti
aktivatnich enzyni a minoritni adukt gdukt 2), ktery vznikal i bez jejich fitomnosti,
pravdEpodobré aktivaci ellipticinu autooxidaci Qbrazek 1y [77]. Tvorba adukt
ellipticinu s DNA byla testovana kterych tkanich potkana exponovaného ellipticinu,
v plicnich fibroblastickych hikach kecka (V-97) transfekovanych lidskymi CYP
(CYP3A4, 1A1 a1A2), v lidskych neuroblastomechnpadorovych biikkach prsniho
adenokarcinomu (MCF-7) a v lidskych leukemickychilkach (HL-60 a CCRF-CEM)
[77,85-89]. Mimo tyto adukty, bylo detekovanm (vivo v nékterych tkanich potkana,
v bunkach V-97 MCF-716 a HL-6(Q) dalSich 5 minoritnich aduk{90,91].
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Obrazek 17: Autoradiografie adukt1, 2 ellipticinu s DNA detekované metodotiR-postlabeling”.
Adukty byly pozorovany po aktivaci cytochromy P4afitkana (A), kralika (B§lovéka (C) a bez enzymové
aktivace (D). Pevzato z [92].

Metabolity, které jsou prekursory sk®mnin, tvdici adukty s DNA jsou 13-
hydroxyellipticin a 12-hydroxyellipticin, ijpadré N?-oxid ellipticinu, ktery podléha
Polonowskiho pesmyku za vzniku 12-hydroxyellipticinu. 13-hydroliysicin se vaze na
DNA a vytv&i adukt 1 (majoritni), a 12-hydroxyellipticin vytkidadukt 2 (minoritni).
Cilovym deoxynukleotidem v DNA je deoxygunanosin.

Ellipticin-13-ylium a ellipticin-12-ylium jsou gedpokladanymi reaktivnimi agens,
tvorenymi z 13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticinu, ktejgéko reaktivni karbeniové ionty

mohou tvdit kovalentni vazbu s amino skupinou guaninu v DM8,89].

1.7.4 Mechanismus oxidace ellipticinu

Ellipticin je oxidovdn v organismu na aktiwd a detoxik&ni metabolity. Na
biotransformaci ellipticinu se podili vice isofor€lYP a peroxidas. Oba typy enz§jsou
exprimovany v cilovych nadorovych tkanich, ve ktérllipticin pisobi. Z lidskych CYP
se na detoxikaci ellipticinu podili CYP1Al, 1A2, 1R na aktivaci CYP3A4, 2C9, 2D6 a
1A2 (Obrazek 16) U potkana dochazi k aktivaci ortholognimi forma@\YP, [resrji
CYP3Al a CYP1A1/2, v organismu kralika pategevSim CYP2C3 (krali CYP3AG6 se
na aktivaci podili v minimalni ) [80,92].

Kromé oxidace ellipticinu cytochromy P450, bylo z§i8b, Ze ellipticin je oxidovan
peroxidasami. Zatimco CYP jsou exprimovany htavrprsnich a ledvinnych nadorovych

tkanich, v jinych nadorovych khkach je jejich mnozstviradow nizSi. Napiklad
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pro leukemické biiky HL-60 je ellipticin cytotoxicky, i kdyZz je mnokd CYP
exprimované vd&chto buikach nizké. Tento fakt se da vyHit prdw piitomnosti
peroxidas (myeloperoxidasa- MPO), které jsou zeodgoé za oxidaci ellipticinu.
Ellipticin je oxidovanradou peroxidas: lidskou cyclooxygenasou 2 (COXag2§j COX-1,
howzi laktoperoxidasou LPO, lidskou myeloperoxidasoBa rostlinnou peroxidasou
kienu selského (HRP) [88,91]. Metabolity ellipticituoiené po aktivaci peroxidasami se
kovalentrg vazi na DNA. Adukty s DNA tvi@né timto zfisobem jsou shodné &i, ktere
jsou generovany z metabdlit (13-hydroxy- a 12-hydroxyellipticin) t¥enych
CYP (Obrazek 18]91].
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Obrazek 18: Oxidace ellipticinu lidskymi CYP a peroxidasamimatabolity, které poskytuji adukty
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s DNA. Slogeniny v zavorkach nebyli doposud experimeritd@drokazany. Upraveno podle [93].
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2 Cil prace

Cilem pgedkladané diplomové prace bylo studovat vliv allipu na expresi
proteini a aktivitu cytochrom P450 a dalSich slozek MFO systému. Pro tentoyd b
nutné vystavit laboratorni potkanyigpbeni ellipticinu (4, 40 mg/kglesné hmotnosti) a
isolovat mikrosomalni systémy z jater, plic a lediichto zvfat. Dale bylo nutné proveést
studie sledujici vliv ellipticinu na obsah cytociio P450, které se podili na jeho
metabolickych pemenach (CYP1Al/2, CYP3A), a dalSich slozek MFO systém
(NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cytochrogh Kromg vlivu na obsah proteintéchto
enzymi byl téZ sledovan vliv ellipticinu na aktivitédhto enzyn.

DalSim cilem prace bylatiprava orfanového cytochromu P450 2S1 a to pomoci
heterologni exprese. K dosazentidiylo nejdive nutné ,namnoZzit* plasmid nesouci gen
pro CYP2S1a nalézt vhodné podminky pro produkci proteinu.siBid® isolovat
membranovou frakci a provéstéteni obsahu cytochraimP450. Pro dalSi studie byl pak
tento genCYP2S1upraven vloZzenim restikich mist pro $peni a naslednviozen do
dalSich expresnich plasniidOpst byla isolovana membranova frakce a byfem obsah
cytochromii P450.
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3 Material a metody

3.1 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

AbCam, USA

primarni kraléi polyklonalni protilatka proti CYP1A1 (1:1000), igrarni kralti
polyklonalni protilatka proti CYP2S1 (1:750), primékralici polyklonalni protilatka proti
cytochromu b (1:750)

Biotium,USA
GelGreen™ Nucleic Acid Gel Stain

Duchefa Biochemie, Holandsko
Ampicilin

Fermentas, USA
Spectra™ multicolor broad range barevny standavcefwktroforézu a Western blot,

2-Log DNAmarker, Pfu DNA polymerasa, pufr pro PfIR polymerasu, 25 mM MgSO

Fluka, Svycarsko
akrylamid, dilauroylfosfatidylcholin (DLPC), doddsylfat sodny (SDS), ethylacetat,
2-merkaptoethanol, methanol, N,N-methylen-bis-amrytd (BIS), tris(hydroxymethyl)-

aminomethan (TRIS)

Friesland CR, a.s.,Ceska Republika

susené mléko Milli - oditnéné

Genomed, Nmecko
JET quick-Plasmid Miniprep Spin Kit

Invitrogen, USA

plasmid pBAD-A,E. coliLMG194,E. coliTOP10, plasmid pCMV s vloZzenym genem pro
CYP2S1, L-arabinosa
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Lachema Brno, Ceska republika

dekahydrat  uhtitanu  sodného, dihydrat dihydrogenfostorenu  sodného,
(di)hydrogenfosforéenan draselny, dihydrogenfosférean sodny, dithioditan sodny,
ethylendiamintetraoctova kyselina ve fa@rmvojsodné soli (EDTA, chelaton 3), ethanol,
ethylacetéat, hydrogenubiiian sodny, hydroxid draselny, hydroxid sodny, cilaraselny,
chlorid hdecnaty, chlorid sodny, kyselina chlorovodikova, kysaloctova, methanol,
octan sodny, pentahydrat sirangdmnatého, persiran amonny, sacharosa, sir&anaty,

uhli¢itan sodny, vinan sodny, dodekahydrat hydrogenfe&fianu sodného

Linde, Ceska republika
dusik (g), kapalny dusik, oxid uhelnaty

Loba Feinchemie, Rakousko

glutathion, tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Lucigen (USA)
E. coliC41,.vs, E. coliC43

Millipore Corp., USA
Immobilon™ - P transfer membrana (PVDF)

New England BioLabs, USA
restrikini enzymy EcoRI (20000 U/ml) a Xhol (20000 U/miyfp NEB2, BSA (100x

koncentrovany, zasobni roztok BSA o koncentraci @dml)

Proteintech Group, USA
primarni kralti polyklonalni protilatka proti CYP3A4 (1:600),

Reanal Budapeg, Mad’arsko
glycin
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Roche Diagnostic, Nmecko
tablety proteasovych inhibitbComplete mini protease inhibitor)

Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA
primérni kraléi polyklonalni protilatka proti CYP2S1 M-135 (1:500primérni kozi
polyklonalni protilatka proti CYP2S1 S-12 (1:50®ekundarni slepi protilatka IgY

znaena alkalickou fosfatasou (1:5000)

Serva, NEmecko
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), N,N,N",N"si@inethylethylendiamin (TEMED),
triton-X-100

Sevapharma, a.sCeska republika
howzi sérovy albumin (BSA)

Sigma, USA

dimethylsulfoxid (DMSO), fenacetin, nikotinamidadedinukleotidfosfat redukovany
(NADPH), nikotinamidadenindinukleotid (NADFR, ellipticin, 4,4' — dikarboxy - 2,2
bicinchoninova kyselina (BCA), cytochrom c, sekumi&ralici a slepti protilatka IgY
zna&ena alkalickou fosfatasou, LB médium, LB agar, TEdmm, isopropylthig-D-
galaktosid (IPTG), primarni kr&ii polyklonalni protilatka proti CYP2S1 (1:750), iodrni
krali¢i polyklonalni protilatka proti glyceraldehydfosd@éhydrogenase (0.1-Oy/ml), 6-

aminolevulova kyselina
Thermo Scientific
znaeny standard pro polyakrylamidovou gelovou elekirétu v prosedi SDS -

PageRuler,

Whatman, USA
chromatograficky papit. 3
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Pouzité bakterialni kmenyE. coli

Kmen Charakteristika Firma/poskytl
DH5a klonovani plasmid RNDr. Marek Ingr, Ph.D.
C41,.vs (OverExpress DE3) expresni kmen Lucigen (USA)
C43 (OverExpress DE3) expresni kmen Lucigen (USA)
LMG194 expresni kmen Invitrogen (USA)
TOP10 expresni kmen Invitrogen (USA)

3.2 POUZITE PRISTROJE

Automatické mikropipety: BioHit (Finsko), Nichiryo (Japonsko)

Centrifugy: Allegra X-22R (Beckman Coulter), Beckman LE-80K ¢(Bman Coulter) a
uhlovy rotor 45Ti a 70 Ti, Eppendorf 5415 D/R (Epgerf), Janetzki K23 (Bmecko),
Janetzki K24 (Nmecko), Janetzki K70D (@necko), stolni minicentrifuga (Labnet), stolni
minicentrifuga Gilson (GmC Lab), stolni minicentigia Microcentaur MSE

Laboratorni vahy: 440-35-N (Kern), EW 600-2M (Kern), EK-600H (A&D ltisments
LTD)

Spektrofotometry: Héliosa Thermo Spectronic 9423 UVA 1002E (Velk& Britanie),
Hewlett Packard E8453 (USA), Spektromom 195 D {lslisko), Spekord M40 Carl Zeiss
Jena (Nmecko), NanoVue Plus Spectrophotemer GE Healthcanaminiscence
Spectrometer Perkin Elmer LS-55 (USA)

Systém HPLC: Dionex: P580 pump, ASI-100 Automated Sample Injedty//VIS
Detector UVD 170S/340S, Degasys DG-1210 Dionexnodox pro kolonu COLUMN
OVEN LCO 101, Nukleosil 100-5 C18 HD; 4 x 250 mnmpldna Macherey-Nagel
(Némecko), program: ChromeleBh6.11 build 490

Analytické vahy: analytické vahyl0 SM-200A (Pesa), HM-200 (A&D Instruments LTD),
piedvazky 440-35-N (Kern), EW 600-2M (Kern), EK-600&&D Instruments LTD)
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Vodni lazné: Julabo TW2 (Biotech), Julabo TW8 (Biotech), GFL 2QMERCI) — tepaci

DalSi pristroje: Aparatura pro elektroforézu Amersham (BiosciencddSA)
a OMNIOBIO (CR), aparatura pro Western blot (Whatman Biometrattifat B-43,
Némecko), Hamiltonova mikropipeta (Svycarsko), maihkét michaka Variomag
Monotherm (Nmecko), pH metr ATl Orion 370 s kombinovanou eledbu (USA),
laminarni box BIO 126 (Labox), inkubator IR 1500 téunatic CQ Incubator (Flow
Laboratories), tepa&ka ORBI-SAFE TS Net Wise (Gallenkampjepaka IKA Yellow
line OS2 basic (Bmecko), autoklav Varioklav 400E (H+P Labortechnidirazvukova
sonda Sonopuls HD 3100 (Bandelin), PditeElvehjemiv homogenizator, sonikator
Elmasonic E 30H Elma (@necko) a Ultrasonic Compact Cleaner Tesonl TeSR),(
thermomixer Eppendorf S350 ¢&Mecko), miché&a Microshaker ML-1, vakuova
,odparka“ Speed Vac® DNA 110 Savant (USA), vorteXSM Minishaker (Nmecko),
SNAP i.d. (Millipore, USA), termocycler Tech Gené&ECHNE, transiluminator Dark
Reader Clare Chemical Research, inkubd®r1500 Automatic C® Incubator (Flow

Laboratories)

3.3 METODY

3.3.1 Premedikace laboratornich zviat

Laboratorni potkani (samci, kmen Wistar, 150-20®y) drZeni (i teplog 22 + 2 °C
a granulovana strava a voda jim byly podavadylibitum Po tydenni aklimatizaci byla
zahajena fipadna premedikace. Derred usmrcenim byla zidtim odebrana strava.
Sama@m laboratorniho potkana bylo intraperitongéalinp.) jednordzo¥ podano 4 a 40 mg
ellipticinu na jeden kilogramékesné hmotnosti ziéte. Ellipticin byl rozpu&n ve vod, pro
lepSi rozpustnost bylafigano rekolik kapek kyseliny octove. 48 hodin po aplikagldzvirata
usmrcena a z tkani (jatra, ledviny, plice) bylyjlasdny mikrosomalni frakce.

Experimenty byly realizovany v souladu se Zakonenochranu zvat proti tyrani
(409/2008 Sb.) a vyhlaSkou O chovu a vyuZziti pokabnzviat ¢. 207/2004 v prostoru
Centra pro experimentalni biomodely 1. LF UK (U mamice 478/5, Praha 2).
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3.3.2 Isolace mikrosomalni frakce

Isolace mikrosoméalnich frakci z tkani laboratorngraikana (jatra, ledviny, plice)
byla provedena diferéni centrifugaci. Cely postup isolace probihal vagehé mistnosti
pii 5 °C a vSechny pouzité nastroje a roztoky bylsdem vychlazeny.

Jednotlivé organy (jatra, plice, ledviny) byly vo® do pedem zvazeného ledového
roztoku pufruP1 (153 mM KCI; 50 mM TRIS; (5uM vit E maze byt); pH 7,4) a
z nafistu hmotnosti byla dena hmotnost tk&n Jaterni, plicni a ledvinna tkabyla
nastihana na malé kousky &kolikrat promyta pufrem P1 pro co nejdokonalejStroeni.
Poté byla po malych davkach homogenisovanariveidie volrgjSim, nasledé v tésrgjSim
homogenisatordle Pottera a Elvehjema s roztokem P1.

Ziskané homogenaty byly odstény 10 minut pi 2000 RPM (centrifuga Janetzki
K-23, Némecko) ve vykyvném rotoru 4 x 70 ml za chlazenidn&. Supernatant byl
uchovan v chladu. Sediment byl rehomogenisovanatokn P1 a zpracovan za vyse
uvedenych podminek.

Poté byly supernatanty spojeny a centrifugovanylgou 20 minut 13 000 RPM
(centrifuga Janetzki K-24, d&decko) v uhlovém rotoru 6 x 35 ml za chlazeni n€4
Kyvety byly plniny maximalg do 2/3vysSky. Supernatant byl velmi opagrodlit pres
sediment bez kontaminace tzv. lehce sedlou vrsfaotochondrie). Sediment nebyl déle
VyuZzit.

Ztakto ziskaného supernatantu bylatipvena mikrosomalni  frakce
ultracentrifugaci 65 minutip45 000 RPM (centrifuga Beckman LE-80K, uhlovyaio45
Ti, 6 x 94 ml). Supernatant po centrifugaci je sgtdrni frakce. Bily tukovy povlak ze
sttn kyvet byl saten smotkem gazy. Peleta mikrosoimyla resuspendovana v pufR2
(100 mM NaP,0O;- 10 HO; pH 7,4).

Z homogenni suspenze bylgravena finalni mikrosomalni frakce ultracentrieg
65 minut i 60 000 RPM (centrifuga Beckman LE-80K, Uhlovyaio?0 Ti, 6 x 94 ml).
Mikrosomalni sediment byl resuspendovan v p#Bu(20% glycerol; 153 mM KCI; 50
mM TRIS; pH 7,4) a rehomogenisovan pomoci maléhodgenisatoru (2 ml). Vysledny
mikrosomalni preparat byl pipetovan do mikrozkunkavdle Eppendorfa a usklagmv -
80 °C.
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3.3.3 Stanoveni koncentrace proteid

Koncentrace protein byla stanovena metodou dle Wiechelmana a kol [94}o
metoda je zaloZena na tveérimodro-fialového komplexu &’nych ionti s 4,4'-dikarboxy-
2,2'-bicinchoninovou kyselinou (BCA) v alkalickém rgstedi. Postranni skupiny
nékterych aminokyselin redukuji &d’naté ionty pitomné winidle (stabilizované jako
vinanovy komplex) na gl’'né. Intensita zabarveni je stanovend spektrofotickgt(Asey),

a je ¢imo unerna koncentraci bilkoviny.

Cinidlo pottebné pro stanoveni koncentrace proteinu bylprgveno rozpughim
BCA ve 49 dilech roztoku A (0,4% NaOH; 0,95% NaH{@% NaCO;. H,O; 0,16%
tartarat sodny; pH 11,25) tak, aby vysledna korreest byla 1% BCA v 50 dilech. Po
rozpuséni BCA byl dale pidan 1 dil roztoku B (4% CuSO 5H,0 v destilované vag).
Cinidlo bylo pripraveno &sre pied gidanim ke standatan a vzorkm.

Do sterilnich mikrozkumavek dle Eppendorfa (in§ bylo pipetovano 20 ul
vzorku (v gipact potreby redéného destilovanou vodou) aigéno 980ul ¢inidla. Pro
sestrojeni kalibrni kiivky bylo do mikrozkumavek pipetovano 20 pl statlaBSA o
koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; Og@m a gidano 980 pEinidla. Standardy
byly stanovovany v ,dubletech” a vzorky s neznamyoncentracemi v ,tripletech®. Po
piidanicinidla byly vzorky promichany a inkubovany 60 mifi fgplo& 60 °C.

Po inkubaci byla rkrena absorbance standanati 562 nm proti ,slepému” vzorku,
ktery obsahoval misto roztoku bilkoviny gDdestilované vody. Stejnym #égobem byla
meéiena i absorbance vzarkByla sestrojena kalibéai kiivka a z ni wtena koncentrace
proteinu ve vzorcich. Bfeni bylo prova&no na spektrofotometru Spektromom 195D v
kyvett o optické draze 1 cm.

3.3.4 Stanoveni obsahu cytochromu P450

Principem metody pro stanoveni obsahu cytochromGOP4 mikrosomalnich
preparatech je vyziti charakteristické absorpce{eru cytochromu P450 v redukovaném
stavu s oxidem uhelnatyntigt50 nm [62,63].

Do zkumavky bylo pipetovano 1964 pufru (0,1 M KHPQO,; 2% glycerol; pH
7,5) a bylo pidano 40ul vzorku mikrosoni. Redukce cytochromu P450 byla uskuntaa

piidanim malého mnozstvi (~5 mg) dithiditanu sodného. Sés byla opatré promichana
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tak, aby v ni nevznikaly bubliny. Nasledrbyl vzorek rozdlen po 1 ml do dvou
kiemennych kyvet o optické draze 1 cm a na dvoupapésk [Fistroji Specord M40
(Carl Zeiss Jena, &inecko) byla mitena zakladni linie (,base line") v rozmezi 405 az
490 nm. Vzorkova kyveta byla nasleédsycena po dobu 60 sekund proudem oxidu
uhelnatého a bylo &teno diferedni spektrum.

Koncentrace cytochromu P450 byla vysna z nasledujiciho vztahu:

Craso = Auso — Aago / €paso - Fedéni [umol/1]
Craso  koncentrace cytochromu P450
A absorbanceipvinové délce x nm
epaso  Molarni absormi koeficient cytochromu P45@ipvInové délce 450 nm;
(e = 0,091 pmot-dm>cm™)

3.3.5 Stanoveni koncentrace cytochromu b

Koncentrace cytochromusbbyla stanovena spektrofotometricky z absolutniho
spektra. Tento protein vykazuje diky navazanémuthabsorpni maximum pi vinové
délce 413 nm. Spektrum bylo¢heno na dvoupaprskovém spektrofotometru Spekord M40
v kyvet o optické draze 1 cm a jednopaprskovém spektrofetau Héliosa Thermo
Spectronic [96,97].

Koncentrace byly potany podle nasledujiciho vzorce:
Ca13 = A4;|_3 - A500 /8p450' redéni - 1000 [umol/l]
Ca13 koncetrace cytochromu b
A, absorbanceipvinové délce x nm

eq13  molarni absokmi koeficient cytochromudpti vinové délce 413 nm
(e = 117 mM*cmit)

44



3.3.6 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasypsovadi nsienim rychlosti
redukce cytochromu c za s@sné oxidace NADPH [95].ifPustek redukovaného cyt ¢ se
meii pri vinové délce 550 nm

NADPH:cytochrom P450 reduktasa katalysuje reakci:

NADPH + H* + 2 cytochrom ¢y, — NADP" + 2 cytochrom Geg

Do kyvety o optické draze 1 cm bylo pipetovanoulhodre fedéného vzorku,
aby znéna absorbance byla linearni alesgm dobu 1 min. Vzorek byl dopin do 1 ml
pufrem s cytochromem c¢ (0,3 M KRQO;; 0,5 mg/ml cytochromu ¢; 1 mM EDTA Ma
pH 7,5). Obsah kyvety bylu#tladné promichan a na jednopaprskoveétisfyoji Hewlett
Packard 8453 E bylip 550 nm ngien ,blank. Reakce byla zahgjendidanim 10ul
NADPH (10 mM), vzorek byl rychle zamichan a ihnetbrmpéiovana absorbancefip
550 nm po dobu 60 sekund. Jednotlivé tedkntsi byly pfipraveny vzdy v tripletech.
Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla vygitdna ze sgrnice zavislosti

absorbanceip550 nm naase podle vzorce:

Ared = SM / €req at + 1) - Fedéni rmolgy: /min-ml]

Aed aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy

sm snérnice zavislosti absorbance tase

€red molarni absorgni koeficient cytochromu cipvinové délce 550 nm
(e = 21,01 mmot-dn-cm™)

At zmenacasu

I délka kyvety

3.3.7 Sledovani ethoxyresorufin©-deethylaéni aktivity

Ethoxyresorufin©-deethyl&ni (EROD) aktivita byla pouZzita jako ,markerova*
reakce pro sledovani aktivity cytochror®450 podrodiny 1A. Tato podrodina katalyzuje
deethylaci 7-ethoxyresorufinu na jeho fluoresterprodukt resorufin. Metabolismus 7-

ethoxyresorufinu byl studovan za pouziti mikrosorfjatra, ledviny, plice) potkan
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kontrolnich (nepremedikovanych) a premedikovanydiptieinem. Jednotlivé reaini
smesi byly pripraveny v ,dubletech* o celkovém objemu 500 plsahovaly: 0,5 mg/ml
proteinu mikrosomalni frakce, 2,2 puM 7-ethoxyredioru (0,2 mM zasobni roztok v
MeOH) a snés byla doplgna do 500 pl fosfatovym pufrem (100 mM KBO,, pH 7,4)

Do mikrozkumavek (Eppendorf) byly pipetovany migooy a pufr. Poté bylo do
smesi piidano 5,62 pl 7-ethoxyresorufinu. 8snbyla inkubovana 2 min za laboratorni
teploty. Pro vlastni &feni byla vyuzita 96 jamkova mikrotithai destéka. Z kazdé
inkubaini snesi bylo odebrano 3x150 ul a pipetovano do jamekiégles Vzdy do jedné
jamky z tripletu” bylo gidano 17 pl fosfatového pufru (blank) a do zbylyblou bylo
pipetovano 17 pul 5 mM NADPHRjimzZ byla reakce iniciovana. Bezpriesire byla méfena
fluorescence vzniklého resorufinu (Luminiscence cipeneter Perkin Elmer LS-55).
Fluorescence byla &ena v deseti 60-ti sekundovych cyklech. Nppd, Ze zjiStné
hodnoty byly ,off scale, vzorky bylyediny fosfatovym pufrem. MnoZstvi vzniklého
resorufinu ve vzorcich bylo odieno z kalibrani kiivky. Kalibragni kiivka byla sestavena
z 8 bodi (1,875; 3,75; 7,5; 15; 22,5; 30; 45; 60 pmol refou na jamku). Pro sestaveni
kalibratni kiivky byl pouzit 10 pM roztok resorufinu v MeOH, kfebyl na vysledné
koncentracéedin fosfatovym pufrem.

3.3.8 Hydroxylace testosteronu

Jako ,markerova“ reakce pro sledovani aktivity cyimmi P450 podrodiny 3A se
vyuziva @-hydroxylace testosteronu [99,100]. Metabolism$asteronu byl studovan za
pouziti mikrosomi (jatra, ledviny, plice) potkdn kontrolnich (nepremedikovanych) a
premedikovanych ellipticinem. Jednotlivé réak snesi byly pipraveny vzdy
v tripletech* o celkovém objemu 500 pl a obsahgvé,4 mg/ml proteit mikrosomalni
frakce, 50 uM testosteronu (10 mM zasobni roztdke®®H), 0,1 mM NADPH-generujici
systém (10 mM MgGl 10 mM glukosa-6-fosfat, 1 mM NADP 1 U/ml glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa) a fosfatovy pufr (100 mM.RE,, pH 7,4).

VSechny slozky byly do inkulsai smési piipraveny v takovém mnozstvi, které
odpovidalo uvedenym koncentracim, aésrbyla doplgna do 500 ul fosfatovym pufrem.
Pre-inkubéni snes obsahovala mikrosomy, testosteron a pufr a miabovana 5 minut
pii 37 °C za staléhorépani 400 RPM (Thermomixer Compaq, Eppendorf) viete/ch
mikrozkumavkach. Po uplynuti doby bylo do &inpriddno 50 pl NADPH-generujiciho
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systému. Sis byla promichana na vortexu a inkubovana 15 mistaié@hotepani pi 400
RPM a i 37 °C v otevenych mikrozkumavkach.

Reakce byla zastavena&iganim 100 pul 1 M N#&GOs/2 M NaCl a intenzivnim
zamichanim. Dale bylo do real sntsi piidano 5ul fenacetinu (1 mM zasobni roztok
v MeOH), ktery slouzi jako vriti standard pro HPLC a 1 ml dichlormethanu. Tato
reakeni smés byla 2 minuty intenzivhtrepana (Microshaker ML-1) a présge dukladrgjsi
odctleni fazi byla centrifugovana 3 minutyi @3 000 RPM (Microcentaur MSE). Spodni
organicka faze byla odebrana do novych mikrozkurkavbyla provedena druha extrakce
z vodné faze ffidanim 1 ml dichlomethanu. S byla odpgena do sucha na vakuové
odparce (Speed Vac® DNA 110 Savant). Vzorky bylyhavény v -20 °C. Isre pred

analyzou byl vzorek rozpust ve 25 pl methanolu.

3.3.9 VysokoWwinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Metabolit testosteronu gehydroxytestosteron) vznikly v inkubaich sngsich byl
separovan od testosteronu pomoci RP-HPLC (Dion&80Rump, ASI-100 Automated
Sample Injector, UV/VIS Detector UVD 170S/340S)p&ece metabolitu byla provéth
na kolor¢ Nukleosil 100-5 C18 HD; 4 x 250 mm Macherey-Nag#lteplog 35 °C a
pratoku mobilni faze 0,5ml/min. Jako mobilni faze bpleuzita sms 75% (v/v) MeOH v
H,O, ktera byla fed pouzitim sonikovana pro odstéan vzduchu. K separaci dochazelo
isokratickou eluci. B-hydroxytestosteron byl detekovati plnové délce 254 nm a pro

kvantifikaci byla plocha jeho piku vztazena k plp$ieu standardu fenacetinu.

3.3.10SDS elektroforéza

Elektroforéza mikrosomalnich protéinv pritomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS) byla provagha dle Laemmliho na polyakrylamidovém gelu v digkaunalnim
uspdadani [98].

Skla ugena pro elektroforézu byla umyta, odn¢ast ethanolem a uchycena do
elektroforetické aparatury. Mezi skla byl nanesemtok pro pipravu 8% nebo 10%
separaniho gelu (pipadreé 15% pro cytochromdman NADH:cytochrom breduktasu), ktery
byl pripraven z pufru A (0,375 M TRIS/HCI; 0,1% SDS (w/ypH 8,8), polymeréniho
roztoku A (30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/v) wfyu A), tetramethylethylenediaminu
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(TEMED) a persiranu amonného. Nasledomyl roztok pro pipravu gelu pevrstven
destilovanou vodou. Po polymeraci gelu (cca 30 nhiylp destilovana voda odlita. Na
separéni gel byl nanesen roztok préipravu 3% zaosbvaciho gelu. Ten bylipraven z
pufru B (0,125 M TRIS/HCI; 0,1% SDS (w/v); 0,000&8860omfenolova moil (w/v); pH
6,8), polymeraniho roztoku B (30% akrylamid (w/v); 0,8% BIS (w/w) pufru B),
TEMEDu a persiranu amonného. Do z&ms&iciho gelu byl pro vytweni jamek vlozen
hieben. Po polymeraci (cca 15 min) byeben vyjmut a elektrodovy prostor byl vypn
elektrodovym pufrem (0,025 M TRIS/HCI; 0,192 M glyc0,1 % SDS (w/v); pH 8,3).

Vzorky pro SDS elektroforézu bylyediny destilovanou vodou tak, aby
koncentrace proteinu v jedné jamce byla 30 pgi{paot odliSného mnoZstvi proteinu v
jamce je konkrétna hodnota uvedena ve vysledcichpiipadt produkce CYP2S1
v bakteriichE. coli byly vzorky redny na stejnou OFo = 0,5 nebo 1. Vzorky byly
smichany se vzorkovym pufrem v pém 3:1, ndsledh byly cca 5 minut pouany ve
vodni l&zni a naneseny Hamiltonovotilsdckou do jamek.

Po naneseni vzaikoyly sklergné desky umistmy do elektroforetické vany, ktera
byla vyplréna elektrodovym pufrem. Elekroforéza probihala gdikalnim usptadani pi
napsti 80 V, pro pichod zaosbvacim gelem, které bylo po 30 minutach zvySend5&
V. Elektroforéza byla ukafena, kdyZcelo s bromfenolovou mdid dorazilo giblizng
5 mm nad spodni okraj sepanéo gelu.

Nasled’ byl cely gel vyjmut, odstram zaostovaci gel a sepatai gel genesen do
barvici lazg (25% Coomassie Briliant Blue R-250 (w/v); 46% etbla (v/v); 9,2%
kyselina octova (v/v)) na 60 minut. Pro odstr@innadbyténé barvy byl gel fesunut do

odbarvovaci 1azh(25% ethanol (v/v); 10% kyselina octova (v/viee noc.

3.3.11 Metoda ,Western blot"

~Western blot" je metodaipnosu proteif z elektroforetického gelu na membranu
(PVDF, nitrocelul6zova) schopnou sorbovat proteiny.

Gel byl po skoweni elektroforézy asi 10 minut inkubovan v transé&m pufru
(0,025 M TRIS, 0,192 M glycin, pH 8,3). Nafgmos proteir byla pouzita PVDF
membrana, ktera byla néjde ,smaena“ v methanolu, potom asi minutu v destilované
vok a nasled& asi 5 minut v transferovém pufru. Dale byl sestatay. ,sandwich”. Ten
byl tvoreny temi kusy chromatografického papiru Whatman 3 (fgnjsou stejné jako
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rozmery gelu), které byly ,smé&ny” v transferovém pufru, PVDF membranou, gelem a
dalSimi temi kusy chromatografického papiru. Pro odsinabublin byla pouZita skiéné
ty¢inka. Elektropenos byl provagh 50 minut pi 3,5 mA/cnf gelu.

Po skoieni genosu byla membrana déale pouZzita pro imunochemiditekci CYP.
Gel byl pro kontrolu penosu barven 45 minut v barvici 1&zni a poté vioges noc do
odbarvovaci lazh

3.3.12Imunochemicka detekce cytochromu P450

Po pgenosu protei z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu bylo ta
membrana 1 hodinu blokovana v blokovacim roztoku%{5odtinéné, susené miéko
v PBS (1,8 mM NgHPO,, 1 mM NaHPQ,, 0,134 M NacCl, pH 7,2, 0,3 % (v/v) TRITON
X-100).

Pri pouziti kome&ni primarni kraki protilatky (CYP1Al, CYP3A, cytochromsp
GAPDH, CPR) byla inkubace s protilatkou provedertaspnoc fi 6 °C za stalého
michani. V pipad¢ primarni slepii protilatky (CYP1A1/2) byla membrana se
sorbovanymi proteiny inkubovana s protilatkou 2 tmadlaboratorni teploty naepace
(IKA Yellow line OS2 basic, Mmecko). Pak byla membrana unifel do jamky systému
detekujiciho proteiny SNAP i.d. (Millipore, USA)paimarni protilatky byly omyty pufrem
PBS Triton X-100 (3 x 10-30 ml, podle velikosti jey). Déle byla membrana 10 min
inkubovéana v roztoku sekundarni protilatky, ktaligG proti slepii IgY, pripadré kozi
IgG proti kralgi 1gY (finalni fedéni 1:1429) nebo slegilgG proti kozi IgY (finalnitedeni
1:5000) vSechny s navazanou alkalickou fosfatasioalti fedtni 1:5000). Nenavazana
sekundarni protilatka byla z membrany vymyta pufi@BS Triton X-100 (3x10-30 ml).
Membrana byla vyjmuta z jamky a promyta destilovanvodou. Detekce proteinbyla
provedena roztokem substratu pro alkalickou fostat8CIP/NBT), ktery byl rozpu&h v

10 ml destilované vody, reakce byla zastavena j@mim membrany do destilované vody.

3.3.13Priprava agarovych ploten s ampicilinem

Sterilni agar byl fipraven rozpugnhim 4 g agaru v 100 ml vody a sterilizovan
autoklavovanim § teplog 121 °C. Bsre pred pouzitim byl rozatat v mikrovinné troué.

Po zchladnuti bylo pegbné mnozstvi odlito do zkumavky Falcon a bigti@gn ampicilin
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do vysledné koncentrace 100 pg/ml. Nastethylo piblizn¢ 10 ml smgsi peelito do
Petriho misky. Misky byly ponechanyipaboratorni teplat.

3.3.14 Priprava kompetentnich burgk Escherichia coli

Pro gipravu kompetentnich btk byla vyuZita metoda popsana v publikaci [102],
ktera vyuziva chlorid vapenaty. Touto metodou lpfipraveny kompetentni lilky E. coli
kmeni TOP10 a LMG194 (kmeny DHE C4J,.vs, C43 byly jiz gipraveny). Bi piipraw
burék E. coli LMG194 bylo pouzitym antibiotikem tetracyklin, goZe tento kmen
obsahuje ve své DNA gen pro tetracyklinovou rensiteKmen TOP10 byl ffipraven bez
antibiotik.

Ze zasobni suspenze BUNE. coli (TOP10 a LMG194) bylo sterilnim péaratkem
pienesenocast bugk do zkumavky Falcon se 10 ml LB média. Do méditerék
obsahovalo hiky LMG194 byl gidan tetracyklin do vysledné koncentrace 25 pg/ml.
Nasled® byly buiky inkubovany pes noc verepace @i 37 °C a 220 RPM {epaka
ORBI-SAFE). Na druhy den bylo z ,narostlé* kultusgebrano 0,5 ml afpneseno do 100
ml LB média bez pdani antibiotika (TOP10) a s tetracyklinem (LMGJ]9b vysledné
koncentrace 25 pg/ml. Blky byly inkubovany p 37 °C a 220 RPM f{epaka ORBI-
SAFE). Piibézre byla mefena opticka denzitaripvinové délce 600 nm (Odgy) ,,narostlé”
kultury proti samotnému LB médiu. Kdyz hodnota éfodosahla intervalu 0,3-0,5, byly
buiky pteneseny do dvou zkumavek Falcon (50 ml), ponecfinyinut v ledovéitsti a
nasleds centrifugovany 10 minipteplot 4 °C a 4000 RPM (centrifuga Allegro X-22R s
rotorem 4250). Supernatant byl odlit a zkumavkyylbybnechany asi 1 min v obracené
poloze. Peleta byla resuspendovana v 10 ml kdoxchlazeného 100 mM CaCh
ponechana stat 10 min v ledouésti. Zkumavky byly opt centrifugovany fi stejnych
podminkach. Supernatant byl odlit. Peleta bylaspsndovana ve 2 ml 100 mM Ca@l
ponechana v ledovéi$ti asi 1 hodinu. Po inkubaci btlns chloridem vapenatym byly do
kazdé zkumavky Falconitigany 2 ml 50% glycerolu. Nakonec byly do 1,5 ml
mikrozkumavek Eppendorf pipetovany alikvoty o obje@00 pul, které byly uloZzeny do -
80 °C.
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3.3.15Transformace bunék E. coli

V%

Kompetentni biikky E. coli a vektor byly ponechany v ledovidsti do rozmrznuti.
Zasobni alikvot bugk o objemu 200 pl byl rozéen do dvou mikrozkumavek po 100 pl.
Do jedné z mikrozkumavek bykigan 1 pl plasmidu nebo 20 ul ligd snesi, do druhé
bylo pridano stejné mnozstvi sterilni destilované vody¢Smurek byly ponechany 30
min v ledoveé tisti. Poté byly mikrozkumavky vloZeny do vodni |&zm teplot 42 °C.

V piipact kmene DHo byl tzv. tepelny Sok" (angl. heat shock) po ddkus, v pipact
expresnich kmean45 s (C4j.vs, C43, LMG194, TOP10). Poté byly ponechany 2 min
v ledové lazni. Ke vSem vzaikn bylo gidano 300 pl LB média a néasledrbyly
inkubovany 1,5 hodip37 °C. Nakonec byly stsi burék pipetovany na agarovou plotnu a
rozeteny. Plotny byly po vsaknuti suspenze obraceny dvidiiru a inkubovany v 37 °C
pies noc v inkubatoru (IR 1500 Automatic CO2 Incubato

3.3.16 Pireatkovani bakterialnich bunék metodou ,single cell colony*

Kolonie bakterii, které vyrostly na plotnach inkwbaaych ges noc, obsahovaly
vloZeny vektor s amipicilinovou rezistenci. Byly brany ti kolonie transformovanych
burgk. Vyzihanou pinzetou byla vlaminarni boxu pomquaratka pepichnuta 1
z vybranych kolonii a paratko bylo vhozeno do zkukyaFalcon. Ve zkumavce bylo
pfipraveno 5-10 ml LB média s ampicilinem do vysledkéncentrace 100 pg/ml.
Zkumavka s povolenym &kem byla inkubovana veépace @ges noc p 37 °C (resp.
30°C) a 220 RPM. Druhy den bylo z ,narostlé” kwtuodebrano 200-500 ul do
mikrozkumavek a uchovéano v 15% glycerolu v -80 € galSi pouZiti.

3.3.17Isolace plasmidové DNA

Do zkumavky Falcon (50 ml) s 10 ml LB média s arijpiem bylo pipetovano
100ul burgk ze zmrazZeného alikvotti z kultury ziskané featkovanim metodou ,single-
cell colony”. Zkumavka s povolenym dkem byla nasledn inkubovana fes noc ve
trepace @i 37 °C a 220 RPM.

Druhy den byla ,narostla“ kultura bgk centrifugovana 8 min,ipteplot 4 °C a
rychlosti 4500 RPM (Allegro X-22R, rotor 4250). Supatant byl odlit a peleta byla
resuspendovana v 2Q0 GTE pufru (50 mM glukosa, 25 mM TRIS-HCI, 10 mMDEA,
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pH 8,0), genesena do mikrozkumavky a ponechana stat 5 titalporatorni teplat
Potom bylo do sisi piidano 300ul cerstw pripraveného lyzéniho pufru (0,2M NaOH,
1% SDS) a s&s byla ponechana stat 5 mifi [aboratorni teplat. Nasleds bylo do snési
piidano 200 ul vychlazeného K-acetatového pufru (3 M octan drgsepH 5,5) a
inkubovano 10 min na ledu. Po uplynuti inkéibadoby byla provedena centrifugace 10
min, 16 000 g aipteplo€ 4 °C. Supernatant bykgnesen do nové mikrozkumavky a bylo
k nému pidano stejné mnoZstvi ssi fenol/chloroform-isoamylalkohol (25:24:1). S
byla intenzivie proffepana a centrifugovana 5 min, 16 000 g a teplotC. Vodna faze
byla p'enesena do nové mikrozkumavky a k ni bydign stejny objem isopropanolu. sn
byla ponechana na ledu 10 minut a centrifugovanaib® 16 000 g, 4 °C. Supernatant byl
odlit a peleta byla promyta 75% ethanolem a vysag8peed Vac). Peleta byla rozgngt
ve 100ul TE pufru (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) a layk ni pridano 2l
RNasy A (1 mg/ml). Sis byla inkubovanaip 37 °C a 20 minut. Potom bylo do &sn
piidano 60ul roztoku PEG (20 % polyethylenglykol, 2,5 M NaC# inkubovano
minimalné 1 hodinu na ledu. Nakonec byl roztok centrifugovE®, min i otakach
16 000 g a 4 °C. Peleta (plasmidova DNA) byla prtamy5% ethanolem, vysuSena a
rozpuséna ve 2Qul TE pufru a uloZzena v -20 °C pro dalSi pouZziti.

Koncentrace plasmidové DNA a jgjistota byla zmfena na spektrofotometru
NanoVue Plugkapitola 3.3.23).

3.3.18Isolace plasmidové DNA z agarosového gelu pomocitki,Jetquick-Gel

Extraction Spin Kit*

V piipact oweteni transformace neboépeni plasmidu byla provedena agarosova
elektroforéza DNA Kapitola 3.3.22 Poté byla DNA viiznuta z gelu, f&nesena do
piedem zvazené mikrozkumavky a zvaZzena na analytickyahach. Dale bylo
postupovano podle navodu ,Jetquick-Gel Extractipmit“. Do zkumavky bylo pidano
vypaocitané mnoZzstvi roztoku L1 (100 mg gelu = 3000ztoku L1). Zkumavka byla na 15
minut viozena do termobloku (50 °C). Po rozpoftgelu byla srés pipetovana na
JETquick kolonku umistimou v mikrozkumavce a centrifugovana p3400 g, 1 min, 4
°C. Eluovany roztok byl odstr&n, na kolonku bylo naneseno 5QDroztoku L1 a opt

probéhla centrifugace za stejnych podminek. Poté bylokanku naneseno 500l
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roztoku L2 a opt prokshla centrifugace za stejnych podminek. Eluovanytotozyl

odstragn a kolonka byla centrifugovandi @d6100 g, 1 min, 4 °C pro odstram zbytki

roztoku L2. Nakonec byla kolonka vloZzena do nov&roikumavky a na #td kolonky
bylo pipetovano 35ul sterilni MQ vody (65 °C) a po 1 minutbyla DNA eluovana
centrifugaci p 13400 g, 2 min, 4 °C.

3.3.19Kultivace bunék E. coli

Tato metoda popisuje obecny postup kultivacegku coli. Béhem experimerit
byly upraveny podminky kultivace.

Do zkumavky Falcon (50 ml) s 10 ml LB média s arijpiem bylo pipetovano
100ul burgk ze zmrazeného alikvotti z kultury ziskané featkovanim metodou ,single-
cell colony”. Zkumavka s povolenym dkiem byla nasledn inkubovana fes noc ve
trepace @i 37 °C a 220 RPM.

Na druhy den bylo z "narostlé" kultury odebrano 10@ preneseno do 10 ml LB
nebo TB média s ampicilinem do vysledné koncentrd®® pg/ml. Biiky byly
inkubovany ve fiepace @i 30 nebo 37 °C a 220 RPMiiR/Inové délce 600 nm byla
priabézné merena opticka denzita (Qky) ,narostlé” kultury proti samotnému LB nebo TB
médiu. KdyZ hodnota Ofg, doséahla intervalu 0,6-0,8 byla exprese indukovArdenym
mnozstvim IPTG (1M zasobni roztok) 8davkem &-aminolevulové kyseliny (0,5 M
zasobni roztok). V ipadt kmeni E. coli TOP10 a LMG194 byla exprese indukovana
roztokem L-arabinosy (20 % zasobni roztok) afidgvkem d-aminolevulové kyseliny
(0,5 M zasobni roztok). Miiznych ¢asovych Usecich byly odebirany vzorky, které byly
uskladrény (-20 °C) pro dalSi pouziti. Kultivace byla zastaa centrifugovaci kulturyip
4500 RPM po dobu 15 minut a 4 °C (centrifuga Alee¥r22R, rotor 4250).

3.3.20Kultivace bunék E. coli ve wWtSim mnozstvi média

Kultivace burk ve wtSim objemu média, je vhodna pro zis&Stho mnozstvi

proteinu. V postupu jsou uvedeny podminky, dobsivade a typ pouzitého média.
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Plasmid pCMV s vloZzenym genem pro CYP2S1

Pro expresi tohoto typu plasmidu a za uvedenycinpoek byly pouzity 2 expresni
kmeny buk E. coli—C41, ys aC43.

Do Erlenmayerovy lahve (2 I) s 500 ml LB média gaitinem (100 pg/ml) bylo
piidano 5 ml budk z kultury ziskané igoikovanim metodou ,single-cell colony."
Bunééna kultura byla inkubovana tepace @i 37 °C a 220 RPM. Kdyz se hodnota OD
(600 nm) pohybovala v intervalu 0,6-0,8 byla expreslukovanaiidanim 1 M IPTG tak,
aby vyslednad koncentrace byla 50 pM. Do kultury abybké pidana kyselinas-
aminolevulova (0,5 M) do vysledné koncentrace 0,M.nPo dobu kultivace byly
odebirany vzorky a kultivace byla zastavena po &dirfach. Potom byla ,narostla“
burgé¢na kultura centrifugovanaiip3000 RPM po dobu 20 minut,fipteplog 4 °C
(centrifuga Janetzki K70D). Dale bylo pracovanozma peletou (vikapitola 3.3.21)

Plasmid pBAD-A s vloZzenym genem pro CYP2S1

Pro expresi tohoto typu plasmidu a za uvedenycimpioek byly pouzity 2 expresni
kmeny burk E. coli-TOP10aLMG194.

Do Erlenmayerovy lahve (0,5 I) se 100 ml TB médergicilinem (100 pg/ml)
bylo piidano 1 ml budk z kultury (LB médium, 30 °C,ips noc) ziskanéigatkovanim
metodou ,single-cell colony”. Lahev s bitmou kulturou byla inkubovana vepace i
34 °C a 180 RPM. Kdyz se hodnota OD (600 nm) potglzov intervalu 0,5-0,7 byla
exprese indukovanariganim roztoku L-arabinosy (20 %) tak, aby vysledwacentrace
byla 0,02 %. Do kultury byla také&igana kyselina-aminolevulova (0,5 M) do vysledné
koncentrace 0,5 mM. Podminky kultivace bylgminy na 30 °C a 115 RPM. Po dobu
kultivace byly odebirany vzorky a kultivace bylastavena po 24 hodinach. Potom byla
.harostla” burcna kultura centrifugovanarip4500 RPM po dobu 15 minutfigeplog 4
°C (centrifuga Allegra X-22R, rotor 4250). Déle bypracovano pouze s peletou (viz.
kapitola 3.3.21)

3.3.21Isolace membranové frakce

Pelety ziskané centrifugaci hkwné kultury kapitola 3.3.18/19 byly
resuspendovany v draselno-fosfatovém pufru (10 m4RQ,, 1 mM EDTA, pH 7,7) do
objemu 10 nebo 25 ml. Do suspenze byladgna 1 tableta proteasovych inhibitor
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(“complete protease inhibitor) a bikly byly rozruSeny sonikaci pomoci sondy TE 76.
Bylo provedeno 6 sonikaich cykli trvajicich 1 min i amplituc€ 40 %. Buky byly
"drzeny na ledu" a mezi cykly byly chlazeny v leddazni. NerozruSené bky a zbytky
burgk byly odstragny centrifugaci 15 min, 4500 RPM d&i geplo€ 4 °C (centrifuga
Allegra X-22R, rotor 4250). Supernatant byl daletdéugovan 20 min, 18 000g a 4 °C
(centrifuga Allegra X-22R, rotor 630) pro odstéan inkluznich &lisek (tento krok byl
vynechan i isolaci membréanové frakce z bakterialnich kiih&n coli C4l, vs a C43). Ze
ziskaného supernatantu byi@pavena membranova frakce.

Supernatant byl felit do ultracentrifugénich kyvet a byl odsédn pii rychlosti
60 000 RPM, 75 min a 4 °C (ultracentrifuga Becknh&380K, rotor Ti 70). Peleta byla
resuspendovana homogenizaci v draselno-fosfatovéfu {20 mM KHPQ,, 1 mM
EDTA, 20 % glycerol (v/v), pH 7,7) a usklagma ( -80 °C) pro dalSi pouziti.

3.3.22Horizontalni agarosova elektroforéza DNA

Horizontalni agarosova elektroforéza je zaloZzenaozailné pohyblivosti molekul
DNA v elektrickém poli. Nukleové kyseliny nesou gikosfatovym skupinam zéporny
naboj a pohybuji se ke kladnému polu (af)o®ychlost pohybu zavisi na velikosti naboje
a konformaci fragmentu DNA. Tato metoda byla vyaZjako kontrola po provedeni
dvojitého S¢peni DNA a pro isolaci fragmentu DNA pro PCR a tiga

Nejdiiv byl pripraven roztok 1% (w/v) agarosy v 40 ml 1x koncewéného TAE
pufru (zasobni roztok byl 50x koncentrovany — 2 KsT2 M kyselina octova, 50 mM
EDTA). Agarosa byla rozputa v mikrovinné troub a po ochlazeni byly do roztoku
piidany 2 ul barvy (Gelgreen). Roztok byl nalit dekatoforetické vany a do gelu byl
upevrén hieben k vytvéeni jamek. Po ztuhnuti (cca 30 min) byeben vyjmut a vana s
gelem byla umistma do elektroforetické aparatury, ktera byla né&pn 1x
koncentrovanym TAE pufrem. Vzorky byly smichanygerkovym pufrem v pogru 1:4
(40% (w/v) sacharosa, 0,1% (w/v) bromfenolavéd). Jako marker byl pouzit ,2-log
DNA Ladder* Obrazek 1% Elektroforéza probihala 40 minutid10 V. Po sko&eni
elektroforézy byl gel vyjmut a umisin na transiluminator a separovana DNA byla

vizualizovana.
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Obrazek 19: Marker ,2-log DNA Ladder* [104].

3.3.23Uréeni koncentrace DNA

Koncentrace &istota isolované DNA byla #iiena na spektrofotometru NanoVue
Plus. Ristroj byl nastaven na 0,5 mm délku optické drdoncentrace vzorku 0,05 pg/ul
odpovidala absorbance rovné 1. Jako blank byl pai&ipufr (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 8,0) ve kterém byla plasmidova DNA rozgast Mefeni bylo provasno v
tripletech. Takto byly zji®hy hodnoty koncentrace a absorbanée 330, 260, 280 a
320 nm, kterych po#r uréuje ¢istotu isolované DNA.

3.3.24 Polymerasovaretézova reakce - PCR

Z&kladnim principem PCR je replikace nukleovych éliys Je to cyklicky se
opakujici enzymova reakceti které dochazi k tvokbnovychietzci vybranych Usek
DNA. Podobr jako v replikaci DNA v organismu je pgebna DNA-polymerasa, ktera je
termostabilni, primery a volné dNTP a syntéza grabie smru 5— 3°. Proces PCR
probih& ve 3 krocich. Nejive dochazi k denaturaci dvouvidknové DNA, potorsedmuti
primeri na oddlené vlakna a nakonec k syntéze novyelézci DNA. Vysledkem je
n¢kolikanasobné ,namnozeni” vybraného tseku DNA.

Pomoci PCR byl upraven gen pfYP2Sla to tak, Ze ke koiien genu byla
pfipojena restrikni mista. Primery pro PCR genu CYP2S1 byly navrzelyy. Janem
Milichovskym (Tabulka 1). Byly navrZzeny tak, abyléyke koném genu pipojena mista
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pro restrikni endonukleasy na 5°-OH konci pro Ndel (CATATGXlol (CTCGAG) a na
3"-OH konci pro Hindlll (AAGCTT) a BamHI (GGATCC)Lyofilizované primery byly
rozpusény ve vo@d na koncentraci 100 uM. Poté bylo odebrano 10 pbau roztok a

fedno na koncentraci 20 uM. Taktaigravené roztoky primér slouzili jako zasobni
roztoky. Jako templat slouzil vektor pPCMV/CYP2S1.

Tabulka 1: Primery pro PCR genu CYP2S1

Sekvence

“forward" primer 5-GACCTCGAGCATATGGAGGCGACCGGC- ¥

"reverse" primer 5 -GTAGGATCCAAGCTTTCATCTGGTCTGCGTGGTG- 3

Reakni smés pro PCR obsahovala:
e 1 ulplasmidu (0,13 pg/ ub),
e 1 pl"forward" primeru (20 uM),
e 1 pul"reverse" primeru (20 uM),
e 1 pldNTP (10 mM),
e 5 ul pufru pro Pfu polymerasu (10x koncentrovany),
e 1 pl Pfu polymerasy,
e 6 ul MgSQ (25 mM),
e 2ulDMSO,
» sterilni MQ voda dopkno do 50 pl.

Reakce probihala v termocycleru za danych podminek:
» 30 cykk:
= 94 °C, 30 s - rozvokni DNA,
= 59 °C, 30 s - ,nasednuti“ primegr
= 72°C, 60 s - polymerace,
e 1 cyklus:
= 72 °C, 8 min - dokoteni polymerace,
» 4 °C - drzeni teploty.
Ziskany fragment (PCR produkt) byl reiStén horizontalni agarosovou

elektroforézou a isolovan pomoci kitu ,Jetquick-G&traction Spin Kit".
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3.3.25Stépeni DNA pomoci endonukleas Xhol a Hindlll

Pro vloZeni genlCYP2S1do plasmidu pBAD-A bylo nutné provést dvojitépgeni
endonukleasami Xhol a Hindlll. Charakteristicke ipdtomatické sekvence, které jsou
nutné pro specifické &eni tmito endonukleasami, se nachazely v DNA sekvengkh
plasmidu tak genCYP2S1Reakni snes objem 20 ul byla inkubovana 2 had §7 °C.

Realkéni snes obsahovala:

e 5 ul DNA (plasmidova nebo gen CYP2S1 - produkt PCR)
e 2 ul pufr NEB 2 (10x koncetrovany),

e 1 ul Xhol,

e 1 plHindlll,

* 0,2 ul BSA (100x koncentrovany),

» sterilni MQ voda dopkno do 20 pl.

3.3.26Ligace

Pro ligaci byl pouzit gerCYP2S1- PCR produkt (dale nazyvano jako insert) a
plasmid pBAD-A. Celkovy objem ligami snesi byl 20 pul.
Slozeni lig&ni smesi:
e 12 ulinsertu,
e 5 ul plasmidu pBAD-A,
e 2 ul pufru pro T4 DNA ligasu,
* 1 ul T4 DNA ligasa (ligasa z bakteriofagu T4).

Nejdtive byla smichana plasmidova DNA a insert a tatésshyla vioZzena na 5

minut do oliivace bloki na 45 °C a nasledma 3 minuty inkubovana na ledu. Poté byl

pridan pufr a DNA ligasa. Reakce probihatal® °C a pes noc.
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4 Vysledky

4.1 STANOVENIi KONCENTRACE PROTEIN U MIKROSOMALNI FRAKCE
ISOLOVANE Z TKANi LABORATORNIHO POTKANA

Prvni ¢ast diplomové prace bylaérovana isolaci mikrosotnjater (JK, J4, J40),
ledvin (LK, L4, L40) a plic (PK, P4, P40) z potkanepremedikovanych (kontrolnich — K)
a premedikovanych ellipticinend @ 40 mg ellipticinu na kilogran¢glesné hmotnosti zigte
— 4, 40 dle postupu uvedeneho kapitole 3.3.2 Mikrosomalni frakce byla
charakterizovana stanovenim koncentrace protdiabylka 2 a stanovenim specifického
obsahu CYPHKapitola 4.3.

Tabulka 2: Koncentrace proteinu mikrosomalnich frakci jatedvin a plic potkafh nepremedikovanych
(kontrolnich) a premedikovanych ellipticinem. J é&traq, L — ledviny, P — plice, K- kontrola
(nepremedikované), 4 — mikrosomy iati premedikovanych ellipticinem 4 mg/kg, 40 - miéomy zviat
premedikovanych ellipticinem 40 mg/kg (zkratky poané i dale v textu).

mikrosomy | koncentrace proteini
[mg/ml]
JK 334
J4 23.3
J40 41.3
LK 24.7
L4 18.0
L40 9.8
PK 3.7
P4 4.2
P40 3.0

4.2 VLIV ELLIPTICINU NA EXPRESI CYTOCHROM U P450 V MODELU
LABORATORNIHO POTKANA

Na biotransformaci ellipticinu na akti$ai a detoxikani metabolity se podili
cytochromy P450Kapitola 1.7.) [77,78,80,92]. Proto bylo nutné prozkoumat, jesl
hladina a aktivita CYP v tkanich kontrolnich a peshkovanych laboratornich potkan
stejna nebo se &ni. Detailni vysledky jsou uvedeny v nasledujidiaipitolach.

V mikrosomech isolovanych ze studovanych ofgdyla spektrofotometricky
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stanovend koncentrace cytochromu P459.nRteni za reduknich podminek vytvél

cytochrom P450 s CO komplex, ktery vykazuje typick@ximum pi 450 nm [64,65]
(kapitola 3.3.4. Naobrazku 20je patrné, Ze v jatrech je oproti ledvinam vy&staupeni
CYP ve vSech vzorcich (K, 4 a 40 mg/kg). Je znaregatra jsou nejdezit¢jSim mistem
biotransformanich reakci xenobiotik a maji nejbohatsi zastoupiriych isoforem CYP.
NejvysSi obsah CYP byl zj&t v mikrosomech v jatrech potkianpremedikovanych
40 mg/kg ellipticinu. V ledvinach byl CYP detekov@ouze u z\vat v premedikovanych
40 mg/kg ellipticinu. V plicich zivodu nizkého obsahu CYP nebylogieni obsahu

tohoto proteinu provéaho.

06 - F=3.0 ‘

0,5 J

04 -

R

0,3

0.2 H

cytochrom P450 [nmol/mg]

[

B

0,1

ND ND

0,0 T T T T T T T T T T T T T 1
kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg

jatra ledviny
Obrazek 20: Specificky obsah cytochromu P450 v jatrech a leélein kontrolnich potkan(K) a

potkani premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). NDedetekovano. S¥modatna odchylkaini 10 %.
F = nasobek zemy

4.2.1 Vliv ellipticinu na expresi proteini cytochromi P450 1A1, 1A2 a 3Al

Mira exprese CYP1Al, 1A2 a 3Al byla stanovena nmiod/estern blotkapitola
3.3.1)). Jako primarni protilatky byly pouzity kréiianti-CYP1A1l a anti-CYP3A a slefi
anti-CYP1A2. Pouzita sekundarni protilatka obsakowavazanou alkalickou fosfatasu a

pro vizualizaci byl proto pouzit substrat pro teatzym.
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Gen pro glyceraldehydfosfatdehydrogenasu (GAPDHigestitutivie exprimovan
ve vysokém mnoZstvi a vetgine tkdni a biikach. Proto je pouzivan jako tzv. ,loading*
kontrola pro metodu Western blot.

Obrazky 21a 22 uvadji vysledky ziskané ip sledovani vlivu ellipticinu na expresi
studovanych CYP. Je patrné, dispbenim ellipticinu ve v3ech cilovych tkanich datha
k velkému naistu exprese CYP1A1l a CYP1A2, zejména v jatrech gmitk
premedikovanych ellipticinem. Zigodu tzv. ,KiZové reaktivity* (angl. cross reactivity)
protilatky anti-CYP1A1 byl krord samotného CYP1A1 detekovan téz CYP1A2.

kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg

on—— ‘ ——— CYP1A2

jatra

e - S |« GAPDH

Obrazek 21 Exprese CYP1A2 a GAPDH sledovana imunodetekétre¢h kontrolnich potkdn(K)
a potkaii premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg).

kontrola 4 mg/kg 40 mgfkg

jatra

kontrola 4 mg/fkg 40 mg/kg

ledviny
“+— (CYPLAL

«_ GAPDH
— S ——

kontrola 4 mgfkg 40 mg/kg

plice
«— CYP1Al

— . |+<——— anron

Obrazek 22 Exprese CYP1Al a GAPDH sledovana imunodetekétre¢h, ledvinach a plicich
kontrolnich potkaf (K) a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg).

Vedle naidstu exprese CYP1lAl a 1A2 igobeného premedikaci potkan
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ellipticinem byl zaznamenan podobny efektisém obsahu cytochromu P450 3A také
v jaternich mikrosomech. Naproti tomu v ledvinaehzsla, Ze nejvySsi obsah CYP3A je
v kontrolnim preparatu a po premedikaciiew ellipticinem dochazi k poklesu exprese
tohoto CYP. V plicich byla pozorovana Uuplnjina tendence exprese CYP3A.
V mikrosomech plic potkan premedikovanych 4 mg/kg ellipticinu bylo zaznanmeméa
vy88i mnozstvi CYP3A neZ v mikrosomech kontrolniohirat a vySSi nez v plicnich

mikrosomech potkanpremedikovanych 40 mg/kg ellipticin@brazek 23).

kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
jatra
-« CYP3A
e - - «——— GAPDH
kontrola 4 mgfkg 40 mg/kg
ledviny
+«———CYP3A
p— +— GAPDH
kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
plice +«——— CYP3A
— -
— «—— GAPDH

Obrazek 23:Exprese CYP3A a GAPDH sledovana imunodetekci eg¢dtrledvinach a plicich
kontrolnich potkaf (K) a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg).

4.3 VLIV ELLIPTICINU NA EXPRESI DALSICH ENZYM U A PROTEINU SYSTEMU
OXIDAS SE SMISENOU FUNKCI

Nedlitelnou sodasti MFO systému je kro#rvlastniho cytochromu P450 takeé jeho
redulkéni partner NADPH:cytochrom P450 reduktasa. DalSfakiultativnimi sloZzkami
MFO systému jsou cytochromg la NADH:cytochrom b reduktasakapitola 1.3. Proto
byl rovréz sledovan vliv premedikace experimentalnichiaviellipticinem na expresi

n¢kterych tchto proteird.
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4.3.1 Vliv ellipticinu na expresi cytochromu bs na drovni proteinu

Vliv premedikace laboratornich potkarellipticinem byl sledovan i na udrovni
exprese proteinu cytochromy. lPodob#g jako v gipadt sledovani exprese CYP1A a 3A
byla vyuzita metoda Western blot a nasledna imuamitka detekce pomoci specifické
krélici primérni protilatky proti cytochromusbJako sekundéarni protilatka byla pouZzita
kozi anti-kraléi protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou. igpkteré byly pouZzity
pro SDS polyakrylamidovou elektroforézu a nastegro grenos na membranu obsahovaly
30 pg mikrosomalnich proteima jamku.

Vzhledem k nizkému zastoupeni cytochromuvidedvindch a plicich kontrolnich
a premedikovanych zkdt nebyla exprese tohoto proteinéi ganém mnozstvi (30 ug
proteini mikrosomalni frakce) wthto organech detekovana (vysledky nejsou zobrazeny
Pouze v jatrech byl obsah cyts Istanoven Qbrazek 24 Proto bylo v dalSich
experimentech pouzito vySSi mnozstvi mikrosomalnipmteinu (75 pg protein
mikrosomalni frakce), pro lepsi detekci sledovanptaieinu. Zobrdzku 25e patrné, Zze
za tchto podminek bylo mozné kra@nexprese cyt v jatrech klasifikovat a také jeho
expresi v ledvinach. V plicich ani zé&chto podminek nebylo moZzné mnozZstvi cyt b

vyhodnotit, a to jak v kontrolnich, tak i mikrosoahez zvfat premedikovanych.

kontrola 4 mgfkg 40 mgfkg

jatra30 pg

- . le——  cytochrom by

kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg

jatra
. e e S («+——— GAPDH

Obrazek 24:Exprese cytochromusta GAPDH sledovana imunodetekci v jatrech kontabini
potkani (K) a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). Mrnwgsnikrosont pouzitych na
SDS polyakrylamidovou elektroforézu gepos na membranu byl 30 pg.
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kontrola 4 mgfkg 40 mg/kg

jétra 75 pg
—— . +——— cytochrom bs

. |l«—— GAapPDH

kontrola 4 mgfkg 40 mg/fkg

ledviny 75 pg

«— cytochrombs

— <«— GAPDH

Obrazek 25: Exprese cytochromustsledovana imunodetekci v jatrech a ledvinach labmich
potkani (K) a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). Mrnwgsnikrosont pouzitych na
SDS polyakrylamidovou elektroforézu epos na membranu byl 75 ug.

Podobr jako v gipad CYP1Al, 1A2 a 3A byla v jaternich mikrosomechravi
premedikovanych ellipticinem zaznamenana vysSi ihmdadcytochromu & nez
v mikrosomech zvat kontrolnich.

Pro dalsi sledovani vlivu premedikace potkafipticinem na obsah cytochromy b
v mikrosomech byla pouzita spektrofotometrie vyajini skuténosti, Ze cytochrom gb
vykazuje diky hemu v jeho molekule absarpmaximum pi 413 nm. Naobrazku 26sou
znazorgny hodnoty zji&¥ného specifického mnozZstvi cyts bv podolé sloupcového
diagramu. Z obrazku je patrné, Ze v jatrech prekwe@inych zwiat 4 mg/kg ellipticinu je
narist koncentrace cytstoproti kontrole vic neZz dvojnasobny, coz korelugvysledky
ziskané metodou Western blot. V jatrechratvpremedikovanych 40 mg/kg ellipticinu byl
pozorovan mirny pokles v koncentraci cyt dle stale byl vySSi nez u #ai kontrolnich. V
ledvindch byl zji&n nejvysSi obsah cyt sbv mikrosomélnich preparatech ati
premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu. V plicich byiisttn nejvysSi obsah cytsb
v mikrosomech zwvat premedikovanych 4 mg/kg ellipticinem. V mikrosesh

premedikovanych 40 mg/kg je obsah cyfdse€ nizSi nez v kontrolnich vzorcich.
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cytochrom b, [nmol/mg]

kontrola 4 mg/kg 40 mglkg kontrela 4magikg 40 mgikg kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
jatra ledviny plice

Obrazek 26: Specificky obsah cytochromy 1 jatrech, ledvinach a plicich kontrolnich potkdi) a
potkani premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). &adatna odchylkéini 10 %. F = nasobek zmy.

4.3.2 Vliv ellipticinu na expresi proteinu NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Mira ovlivnéni exprese ellipticinem byla sledovana také fpac redukniho
partnera CYP, NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPRp tyto studie byla ap
vyuzita metoda Western blot, vtomtarigmeE s imunodetekci specifickou primarni
protilatkou proti tomuto proteinu. Podle vysledalezenych na imunoblotecBlfrazek 2y
se zda, ze v jaternich mikrosomechiavpremedikovanych 4 mg/kg ellipticinu dochazi ke
zvySené expresi CPR a rav¥nv ledvinach zvat premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu.
V plicich se hladina CPR po podani ellipticinu @oikn nengni.
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kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg

- o bl NADPH:cytochrom
e ——— ——|
. P450 reduktasa

jatra

— - - e | 4————  GAPDH

kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
ledviny MNADPH:cytochrom
l P450 reduktasa
-y ——— “+——— GAPDH
kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
plice MNADPH:cytochrom
) a P450 reduktasa
= i P & -

+——— GAPDH

Obrazek 27: Exprese NADPH:cytochrom P450 reduktasy stanovengiddetekci v jatrech,
ledvinach a plicich kontrolnich potkéa potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg).

4.4 VLIV ELLIPTICINU NA ENZYMOVOU AKTIVITU CYTOCHROM U P450

V dalSi ¢asti diplomové prace jsme sledovali vliv premed&aotkar na aktivity
jednotlivych cytochrom P450. Bylo sledovano, zda se isdr resp. pokles obsahu
CYP1AL1l a 3A v jednotlivych tkanich projevuje i neouni enzymoveé aktivity fislusnych
enzymi. Ke sledovani aktivit CYP byly vyuzité reakce g.tgmarkerovymi* substraty.7-
ethoxyresorufind-deethylasova aktivita (EROD) pro CYP1A ap-lBydroxylace
testosteronu jako ,markerova“ reakce pro CYP3A. ER®O@-hydroxylace byly pouzity

ke zjistni, zda znina obsahu CYP stanovena imunodetekci korelujeiatakt CYP.

4.4.1 Vliv ellipticinu na enzymovou aktivitu cytochroma P450 podrodiny 1A

Cytochromy P450 1A participuji nargmeéné 7-ethoxyresorufinu na resorufin.
Tato reakce je pro CYP1A typickd, a proto se vyaZzako tzv. ,markerova“ aktivita.
Deethylaci substratu, kterou katalyzuje CYP1A, kaniluoresceéni produkt, resorufin.
Enzymova  aktivita CYP1A  vjednotlivych  preparatechbyla  stanovena

fluorimetricky (kapitola 3.3.7.
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pmol resorufin/min/mg protein

ND

kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg kontrola 4 mgikg 40 mg/kg kontrola 4 mg/kg 40 mg/kg
jatra ledviny plice

Obrazek 28: Aktivita CYP1A stanovena jako EROD v jatrech, letdch a plicich kontrolnich
potkani a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). Stanabhi odchylka 10 %. ND —
nedetekovano. F = nasobeké&m.

Z vysledki uvedenych naobrazku 28je patrné, Ze nejvySSi enzymovou aktivitu
(EROD) vykazuji mikrosomy isolované z jater potkgaremedikovanych nejvyssi davkou
ellipticinu (40 mg/kg). Ve vSech sledovanych orgédndjatra, ledviny plice) zié@t po
aktivaci ellipticinem je aktivita CYP1Agkolikrat vySSi nez ve vzorcich zat kontrolnich.
Aktivita CYP1A ve vSech vzorcich koreluje s obsahemoteimi CYP1A stanovenym
imunodetekci. Z&hto vysledk, ale i z vysledi experimeni sledujicich expresi protein
CYP1Al a 1A2, je tedy patrné, ze CYP podrodiny ki&ré se podili na oxidaci ellipticinu
na polargjsi derivaty ve vSech studovanych organech jsowlkiadany ellipticinem

[78,88].

4.4.2 Vliv ellipticinu na enzymovou aktivitu cytochromu P450 podrodiny 3A

.Markerovou“ reakci katalyzovanou cytochromy P458 & 6--hydroxylace
testosteronu. Metabolit B-hydroxytestosteron byl sledovan pomoci HPLC a ldetén
pii vinové délce 254 nm. Kroén ,markerového" metabolitu byly metodou HPLC
separovany dalSi neznamé metabolity testosterazmasenim 1, 4, 5 Qbrazek 2% Pro
vyhodnoceni aktivity CYP3A byla plocha piky-6ydroxytestosteronu vztazena k ploSe
piku vnitniho standardu fenacetinOifrazek 3.
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50(y\ﬁrka #1520 [modified by luboto] 3B UV VIS 1
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Obrazek 29: HPLC 63-hydroxytestosteronu t¥eného z testosteronu v jaternich mikrosomech

potkani premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu. Experimetrigdodminky HPLC: mobilni faze 75% (v/v)

methanol., 0,4 mg/ml proteirmikrosomalni frakce, jitok 0,5 mil/min, kolona Macherey-Nagel, teplota
35°C, aplikovano 20 ul vzorku, detekcé 254 nm kapitola 3.3.8.

Srovnanim aktivity CYP3A v jednotlivych organechpeximentalnich zvat bylo
zjisténo, Ze mikrosomalni preparaty jater byly jednd@manej&inngjsi v premegné
testosteronu napehydroxytestosteron. To se daleedpokladat, protoZze celkové mnozstvi

N 1

cytochromii P450 je v jaterni tkani nejvyssi. Z jaternich mgami pak byly nejdinnejSi
mikrosomy zvifat premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu. VySSi ek CYP3A byla také
zjisSttna v ledvindch zwat premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu. V mikrosaimich
vzorcich ledvin kontrolnich zkat pak nebyla pozorovana Zadna aktivita CYP3A. V
mikrosomech plic byla nejvyssi aktivita CYP3A naea u zuiat premedikovanych 4
mg/kg ellipticinu.

Vztah mezi obsahem CYPY3A (Western blotObrdzek 23 a aktivitou &chto
enzymi neni tak jednozray, jako tomu bylo v{ipact CYP podrodiny 1A. Narst
obsahu CYP3A v jatrech zait premedikovanych ellipticinem odpovida isiu aktivity
tohoto cytochromu P450. Podabn v plicich byl nejvySSi obsah CYP3A nalezen
v mikrosomech zvat premedikovanych 4 mg ellipticinu na kilogram,z ckoreluje
s nejvySSi zaznamenanou aktivitou tohoto enzymwmii# v mikrosomech ledvin
nepremedikovanych ztt je rozdil mezi obsahem CYP3A a aktivitaichto enzyni

znatelny.
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Obrazek 30: Aktivita CYP3A stanovené&p-hydroxylaci testosteronu v jatrech, ledvinachiaigh
kontrolnich potkaf a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). NDedetekovano. F =
nasobek zrmy.

4.5 VLIV ELLIPTICINU NA ENZYMOVOU AKTIVITU DALSICH ENZYM U
SYSTEMU OXIDAS SE SMISENOU FUNKCI

NADPH:cytochrom P450 reduktasa je esencialnic&sti systétmu MFO, a proto na
jeji aktivite zavisi také funknost celého tohoto systému. NADPH:cytochrom P450
reduktasa v MFO systému vystupuje jaki@nmase elektronu podobh jako @i redukci
cytochromu c.

4.5.1 Vliv ellipticinu na enzymovou aktivitu NADPH:cytochrom P450 reduktasy

Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasgobprovad¢no meienim
rychlosti redukce cytochromu c, ktery je dalSim sttddem tohoto enzymu [35,101Ji p
vinové délce 550 nm za stasné oxidace NADPHképitola 3.3.9. V ledvinach se
premedikaci zvat ellipticinem nm&ni aktivita CPR jen nepattn V plicich nebyla za
danych podminek v mikrosomech kontrolnich potkajiSttna Zzadna aktivita CPR. Ve
vzorcich premedikovanych zat byla aktivita tohoto enzymu jiz detekovana aabgto
ob¢ davky ellipticinu stejna. V mikrosomech jater kyistén naist aktivity s rostoucim
mnozstvim ellipticinu podaného experimentalnintatim (Obrazek 3).
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ND

aktivita NADPH: cytochrom P450 reductase [umol cyt c/min.ml]

kontrola 4 maglkg 40 malkg kontrola 4magikg 40 mglkg kontrola 4 mgikg 40 malkg

jatra ledviny plice
Obrazek 31: Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy stanoverjatrech, ledvinach a plicich

kontrolnich potkaf a potkari premedikovanych ellipticinem (4 a 40 mg/kg). NDedetekovano. F =
nasobek zrny.
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4.6 PRIPRAVA CYTOCHROMU P 4502S1

4.6.1 P¥iprava cytochromu P450 2S1 pomoci vektoru 2S1/pCMV
4.6.1.1 Optimalizace produkce cytochromu P450 2S1

Pro produkci cytochromu P450 2S1 byl pouzit kordtmesouci gen pro lidsky
CYP2S1 v plasmidu odvozeném od pCMV, ktery bytipen z komamiho zdroje. Tento
plasmid byl ,namnozen“ a poté isolovan metodou Waiici snés fenol/chloroform-
isoamylalkohol kapitola 3.3.1Y. Uvedenym postupem bylo ziskano gDplasmidové
DNA o ¢istot€ Aso/Azg0= 2,1 a koncentraci 1,3 pg/ul.

Isolovana plasmidovd DNA s vloZzenym genem pro C§P»dyla transformovana
do expresnich kmé&nE. colitypu C4}.vs a C43. Tyto kmeny jsou &gny k expresi gen
pomoci T7 RNA polymerasy a jsod4r¢ vyuzivané v naSi laboraiqro pripravu jinych
cytochromii P450. Pro expresi byly zvoleny 2 typy kultiméch médii, LB a TB médium, a
dvé rizné teploty, 30 a 37 °C. Pro indukci exprese povadého genu bylo do kultigai
smesi piidano IPTG a kyselinas-aminolevulova Kapitola 3.3.20. Produkce byla
porovnana pomoci polyakrylamidové elektroforézyragfedi SDS. Vzorky bylyedny
na [iblizné stejny p@et burgk (ODggo = 0,7).

CYP2S1 méa& molekulovou hmotnost 55,8 kDa. V tétoastdl molekulovych
hmotnosti byl v fipad pouziti LB média aip 30 °C pozorovan nést exprese proteinu u
obou typi burek (po 21 hodinach)dbrazek 32 Zda se jedna o nist produkce CYP2S1,
vSak mizeme pouze spekulovat. K potvrzeni, Ze se jedn#P2S1 by byl nutny standard
tohoto proteinu.

Na obrazku 33je zaznamenana exprese proieinburé¢né kultivaci g 37 °C.
Vtomto pipact nebyl pozorovan té#é zadny nakst obsahu protein v oblasti
molekulovych hmotnosti kolem 50 kDa. Pro lepsi mtiaei byl pro polyakrylamidovou
SDS elektroforézu produkovanych proteijako standard pouZzit CYP2B4, protoZze mé
priblizné stejnou molekulovou hmotnost jako CYP2S1 (55,7)kDa
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Obrazek 32:Exprese gen€CYP2S1v buikachE. coli C41, vs a C43 Podminky expres&0 °C, 1
mM IPTG, exprese probihala 21 hoddy). Produkce CYP2S1 v LB médiB) Produkce CYP2S1 v TB.

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzorekegindukciE. coli C41, vs, 2 — produkce po 1 hdé. coli
C4l,vs, 3 — produkce po 3 ho#. coli C4l,vs, 4 — produkce po 21 hdd. coli C4l,vs, 5 — vzorek ped
indukciE. coli C43, 6 — produkce po 1 had coli C43, 7 — produkce po 3 hatl coli C43, 8 — produkce po
21 hodE. coliC43.

A B
kDa 4 STDM 56 7 4 STD 5
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70
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Obrazek 33:Exprese genu CYP2S1 vitkichE. coli C41,, vs a C43 Podminky expres&7 °C, 1
mM IPTG, exprese probihala 21 hoddy). Produkce CYP2S1 v LB médiB) Produkce CYP2S1 v TB
médiu.

M — marker molekulovych hmotnosti, STD — standa¥P@B4, 1 — vzorekied indukcik. coli C41y ys, 2
produkce po 1 ho&. coli C41,.vs, 3 — produkce po 3 hao. coli C41, ys, 4 — produkce po 21 hd. coli
C41,.vs, 5 — vzorek ped indukcik. coli C43, 6 — produkce po 1 hdfl coli C43, 7 — produkce po 3 hdd
coli C43, 8 — produkce po 21 héd coli C43.

ProtoZe elektroforetické srovnani produkce prote@YiP2S1 nebylo dostates
specifické, byla vyuzita metoda Western blot, kterguzivd specifickou priméarni
protilatku proti CYP2S1 (Sigma Aldrich). Dbrazku 34 a 35e patrné, Ze pouzita
komekni protilatka neni dostate¢ specificka. Primarni krali polyklonalni protilatka
proti CYP2S1 reaguje kraCYP2S1 i s dalSimi proteiny produkovanymi bakiefia

kmenemE. coli.
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Obrazek 34:Exprese genu CYP2S1 viikachE. coli C41,.vs a C43 Podminky expres&0 °C,
1 mM IPTG, exprese probihala 21 hod¥).Produkce CYP2S1 v LB médiB) Produkce CYP2S1 v TB
médiu.

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzordgkgindukciE. coli C41, vs, 2 — produkce po 1 hdg. coli
C41,vs, 3 — produkce po 3 hol. coli C4l, s, 4 — produkce po 21 hdd. coli C41,vs, 5 — vzorek ped
indukciE. coli C43, 6 — produkce po 1 had coli C43, 7 — produkce po 3 had coli C43, 8 — produkce po
21 hodE. coliC43.

Aby bylo mozné pokrgovat v dalSich experimentech produkce CYP2S1, bytoé
z uvedenych podminek vybrat tyj gterych byla produkce proteino velikosti okolo 50-
70 kDa, nejlepSi. Na zakladvysledki ziskanych metodou Western blot, byly jako
nejvhodrigjsi podminky pro dalSi produkci zvolenyLB médium, teplota 37 °C a oba
kmeny E. coli C41, vs a C43(Obrazek 35-A Naobrazku 35-Ae v rameéku zobrazen
narist proteinu v oblasti molekulovych hmotnosti 50 kDAobou tyf kmenuE. coli. Je
patrné, Ze fed indukci pomoci IPTG se u kmeriu coli C4l,vs neexprimuje Zadny
protein 0 uvedené molekulové hmotnosti a po indjg&dnatelny ndist proteinu s touto
molekulovou hmotnosti. Podobrnu kmenu E. coliC43 je naist mnoZstvi proteinu
znatelny az po indukci IPTG.

A B
kDA 1 2 3 4 M 56 7 8 1 2 34 M 5 6 7 8
70
30 g ]
40

Obrazek 35:Exprese genu CYP2S1 vitkachE. coli C41, vs a C43 Podminky exprese&7 °C,
1 mM IPTG, exprese probihala 21 hodk).Produkce CYP2S1 v LB médiB) Produkce CYP2S1 v TB
médiu.

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzorekegindukciE. coli C41, vs, 2 — produkce po 1 hdé. coli
C41,.vs, 3 — produkce po 3 hof. coli C41, ys, 4 — produkce po 21 hdd. coli C41,.vs, 5 — vzorek ped
indukciE. coli C43, 6 — produkce po 1 had coli C43, 7 — produkce po 3 hatl coli C43, 8 — produkce po
21 hodE. coliC43.
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Podobe jako elektroforetické srovnani, tak ani srovndaimpci metody Western
blot negfineslo jednoznéné ukeni, jestli jsou bakterialni kmerfy. coli (C4l,ysa C43)
schopné produkovat protein CYP2S1. Proto bylo nptisdoupit k dalSimu kroku, provest
expresi proteinu ve &Sim nefitku a ziskat membranovou frakci, jejiz 8asti jsou i

cytochromy P450 s alespoasté&ne odstragnymi ostatnimi bakterialnimi proteiny.

4.6.1.2 Isolace membranoveé frakce z budk E. coli kmene C41,.vs a C43

Pri expresi CYP2S1 v 500 ml LB média, ktera probin2dahodin, byly pouzity
podminky fistu @i 37 °C a indukce 1 mM IPTG. By E. coli byly po néafstu
sonikovany a byla z nich fipravena membranova frakce. Pro detekci CYP2S1 v
jednotlivych isolovanych frakcich (S1,P1,S3 a A3atky jsou vys¥tleny podobrazkem
36) byla ot pouzita metoda Western blot za vyuziti specifipkeétilatky proti CYP2S1.
Jak je vidt z obrazku 36v membranové frakci P2 nebyl pozorovan zadnystanbsahu
proteinu v oblasti molekulovych hmotnosti kolem BDkDa. Kron¢ toho protilatka ogt

ozn&ila vice ,prouzK“ proteini, coZz poukazuje na jeji nespecifitu.

A B

Obréazek 36:Exprese CYP2S1 v 500 ml LB média a membranova &akcProdukce CYP2S1 v
buiikachE. coliC41, vs. B) Produkce CYP2S1 v tidachE. coliC43. Vzorky 1-10 jsodedny na stejnou
OD =1, vzorky S1, P1 jsatedny 10x a S2, P2 jsatediny na koncentraci 1 pug/ul.

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzordileg indukci, 2 — produkce po 1 hod, 3 - produkcepo
hod, 4 - produkce po 3 hod, 5 - produkce po 4 Itod,produkce po 5 hod, 7 - produkce po 6 hod, 8 -
produkce po 9 hod, 9 - produkce po 12 hod, 10 dykoe po 24 hod, S1 - Bky rozruSené sonikaci, P3 -
zbytky burgk, S3 - cytosolarni frakc®2 - membranova frakce

Vzhledem k tomu, Ze pouzitd primarni kéafpolyklondlni protilatka proti CYP2S1
(Sigma Aldrich) nebyla dostates specificka, byly pro detekci CYP2S1 pouzity fedalSi
téi komegni primarni polyklonalni protilatky (Santa Cruz N84, Santa Cruz S-12,
AbCam). Z obrazku 37je patrné, Ze ani tyto kont protilatky nebyly dostatmé
specifické pro detekci CYP2S1.
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Obrazek 37: Detekce proteithisolované membranové frakge coli C41, vs a C43metodou Western
blot. A) Primarni kraki polyklondlni protilatka proti CYP2S1Santa Cruz M-135 B) Primarni kozi
polyklonalni protilatka proti CYP2S1Santa Cruz S-12 C) Priméarni kréki polyklonalni protilatka proti
CYP2S1 -AbCam.

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 -y rozruSené sonikaé. coli C41,.vs, 2 - zbytky bugk E. coli
C41,.vs, 3 - cytosolarni frakc&. coli C41,.vs, 4 - membranova frakde. coli C4l, s, 5 — buiky rozruSené
sonikaciE. coli C43, 6 - zbytky bugk E. coli C43, 7 - cytosolarni frakde. coli C43, 8 - membranova frakce
E. coliC43

Cytochromy P450 vytd@d po navazani molekuly CO v redukovaném stavu
komplex, ktery vykazuje absampi maximum pi 450 nm [62,63]. MnoZstvi CYP je tedy
mozné uit touto spektralni metodou. Vzorek membranové deaksolované z obou
kmeni E. coli (C41,.vs, C43) byl proto analyzovan i touto metodou. Vekspevzorki
membranovych frakci nebyl, kranpiku @i 420 nm zachycen Zadny jiny pik (data nejsou
uvedena).

P¥i ptipraw membranové frakce bylo mozné pozorovat, Ze sufsEthéS3) resp.
cytosolarni frakce, #ta cervenou barvu. Tato skuteost by mohla signalizovatipomnost
CYP. Proto byla krommmembranové frakce podrobena stanoveni obsahuhrgioc P450
i uvedena cytosolarni frakce. Ve spektru cytosaéldrakce nebyl pozorovan pik s
maximem pi 420 ani pi 450 nm. Zaznamenan byl pouze pik praieabsorbujicich

398 nm (data nejsou uvedena).
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4.6.2 Piiprava cytochromu P450 2S1 pomoci vektoru 2S1/pBA-A

Vektor pBAD-A (Invitrogen) pofizeny z kometmiho zdroj, ktery obsahuje L-
arabnosovy promotor kapitola 1.6.2 byl transformovan do klonovaciho kmeE. coli
DH50 a isobvan ve ¥tSim mnoZstvi.lsolovana plasmidova DNAz tohoto kmene

vykazovala porér absorbancAs/Azgo 1,8 a ndla koncentraci 46 pg/n(Obrazek 38

400Cbp —»

Obrazek 38: Agarosova elektroforéza plasmidu pBAD-A. 1 - ,@gl DNA ladde”, 2 - plasmid
pBAD-A.

4.6.2.1 Amplifikace insertu obsahuijici lidsky genCYP2S1

Pred vloZzenim genCYP2S1do klonovaciho vektoru pBAR, bylo potebazavést
pied a za gen vhodna restfik mista. Proto byl geCYP2Slamplifikovan s pouzitin
navrzenych primér (kapitola 3.324). Na 5 -OH konedbyla gridana Stpici mista prc
restrikkni endonukleasy Xhol(CTCGAG) a Ndel (CATATG)- "forward" primer.
"Reverse" primeiobsahoval komplementarni sekvence Kgiétmu mistu endonuklea:
BamHI (CCTAGG) a Hindlll (TTCGAA.

Takto byl gipraven insert se &bicimi misty, ktery mohl byt dale vloZzen
klonovaciho plasmidu pBA-A. Vysledny produkt byl feciStén agarosovou
elektroforézou a isovan pomoci kity,JetquickGel Extraction Spin K (kapitola 3.3.13
(Obrazek 3%
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Obrazek 39: Agarosova elektroforézPCR produktuktery obsahuje gem [ CYP2S11,2 - produkt
PCR (insert).

4.6.2.2 Vlozeni insertu CYP2S1 do plasmidu pBAI-A

Po amplifikaci PCR produktu, ktery obsahoval gea CYP2S: byl insert spolu s
plasmidem pBADA podroben &ipeni restricnimi endonukleasami Xhol a Hindl
(Obrazek 4D

<+—— DPBAD-A
4000 by

1500 by —* < inser

Obréazek 40: Produkty S&peni plasmidu pBADA a insertu restriénymi endonukleasami Xhol
Hindlll sledované agarosovou elektroforé. 1 — ,2-log DNA ladder”, 2 insert S¢peny endonukleasar
Xhol a Hindlll, 3 - plasmid pBADA stépeny endonukleasami Xhol a Hinc

Po isohci obou fragmeritDNA z agarosového gelu byla provedena li¢insertu do
plasmidu pBADA. Pot¢ byl tento plasmid transformovan do klonovaciho keE. coli
DH5a a z nich bylisolovan extrakci sisi fenol/chloroformisoamylalkoholkonstrukt
pBAD-A/CYP2S1 (kapitola 3.3.1). Isolaci bylo ziskdo 25 pl plasmidové DNA @istote
1,9 (Acsd/A2g0) a koncentraci 0,045 pg/p Isolovany konstrukt byl pro a@¥eni spavné
ligaceStpen endonukleasarxXhol a Hindlll (Obrazek 4L
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Obrazek 41: Oweteniligace konstruktu pBADA/CYP2S1 pomoci agarosové elektroforéz— ,,2-
log DNA ladder, 2,3 - pBAD-A/CYP2S1 Speny endonukleasami Xhol a HIlI

4.6.2.3 Exprese cytochromu P450 2S1 pomoci vektoru pBA-A

Isolovand plasmidova DNA vloZzenym genem praCYP2S!. (konstrukt pBAD-
A/CYP2S1) byla transformovana do expresnich kin. coli TOP1( a LMG194. Tyto
kmeny jsou schopniéansportovat -arabinosu, kter&louzi jako efektorova molekula p
regulani protein araC kapitola 1.6.2, ale sami ji nefemenuji. Krom¢ toho je kmen
LMG194 schopny produkovat toxické proteinytstv RM médiu (minimalni mediurr

Podminky pro expresi byly stejné jaljsou popsané \publikaci [49] a jsou
uvedeny vkapitole 3.3.20Produkce proteiin byla porovnana pomoci polyakrylamido
elektroforézy wrostedi SDS. Vzorky bylyedny na fiblizné stejny péet burgk (ODgoo
=0,5).

A B
kDa 1 2 3 45 6 MS1P1 P2S3P3 1 2 8 5 6MS1P1P2S3P3

20 [ — - - - -

Obrazek 42: Exprese genu CYP2S: buikachE. coli. Exprese probihala ; hodin.A) Produkce
CYP2S1 v bitkachE. coliLMG194.B) Produkce CYP2S1 v lidachE. coliTOP1(. Vzorky 1-10 jsou
fedény na stejnou OD = 0,5, vzorlS1-P3 jsodedny na koncentraci,5 pug/ul.
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M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzoreleg indukci, 2 — produkce po 1 hod, 3 - produkce2po
hod, 4 - produkce po 3 hod, 5 - produkce po 6 Bodprodukce po 24 hod, S1 -itky rozruSené sonikaci,
P1 - zbytky busk, P2 - inkluzni &liska, S3 - cytosolarni frakcP3 - membranova frakce

Podobri jako tomu bylo fi expresi CYP2S1 v hikach E. coli C4l,vs a C43
(Obrazek 29 i v tomto gripact nebyl v rozmezi molekulovych hmostnosi 50-70 kDa
detekovan zadny nadst proteirii s touto molekulovou hmotnosti. Pouzsre pod velikosti
50 kDa je patrny nést obsahu proteinu porigani L-arabinosy do kultiveniho média
(Obréazek 4%

4.6.2.4 Isolace membranové frakce z buék E. coli kmene LMG194 a TOP10

Po ukoweni exprese proteinv buikach E. coli kmene LMG194 a TOP10 hyla
.harostla“ buréna kultura sonikovana a centrifugaci byla ziskamakce s
,nabohacenym“ obsahem inkluznicHlisek (P2) a naslednmembranova frakce (P3).
Pro detekci CYP2S1 v jednotlivych isétédch frakcich byla off pouzita metoda Western
blot pomoci specifické protilatky proti tomuto emay. Ve vzorcich S3 a P3 byla

stanovena koncentrace protieifTabulka 3.

kba 1 2 3 4 5 6 M7 8 911 12

Obrazek 43: Detekce proteithmembranové frakce, isolované ziBKE. colikmene LMG194 a
TOP10, metodou Western blot s priméarni kigbiolyklonalni protilatka proti CYP2S1 (Sigma Aldhi).

M — marker molekulovych hmotnosti, 1 — vzordgkgindukcikE. coli TOP10, 2 — produkce po 6 hé&d coli
TOP10, 3 - bitky rozruSené sonikadt. coli TOP10, 4 - inkluznidiska E. coli TOP10, 5 - cytosolarni
frakceE. coli TOP10, 6 - membranova frakée coli TOP10, 7 — vzorekipd indukciE. coliLMG194, 8 —
produkce po 6 ho&. coliLMG194, 9 - buky rozruSené sonikad. coli LMG194, 10 - inkluznidiskaE.
coli LMG194, 11 - cytosolarni frakde. coliLMG194, 12 - membranova frakée coliLMG194

Na zéklad obdrzenych vysledk (Obrazek 42, 4B8je nar@né ukit, jestli buaky E.
coli (TOP10, LMG194) produkuji protein CYP2S1. Ani pan&DS polyakrylamidove
elektroforézy, ani metody Western blot s pouZzitipeafické protilatky proti CYP2S1,
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nebylo mozné detekovat dostatg nafist obsahu proteinu CYP2S1, a to ani v inkluznich
téliscich ani v membrarE. coli

Tabulka 3: Koncentrace proteincytosolarni a membranové frakci isolované zdius. colikene

LMG194 a TOP10.

kmen cytosolarni frakce membranova frakce
[mg/ml] [mg/ml]
E. coli LMG194 1.0 2.6
E. coli TOP10 2.0 3.7

Ve vzorcich membranové frakce obou kiine. coli (LMG194, TOP10) byl
spektralg sledovan obsah cytochromu P450. Ve spek#ahto vzorkKi vSak nebylo
zjisténo zadné absoépi maximum (data nejsou uvedena). Podolami ve spektru
cytosolarni frakce isolované z obou kmeB. coli nebylo nalezeno Zadné absarp

maximum (data nejsou uvedena).
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5 Diskuse

Ellipticin je |&ivo, které je po vstupu do organismu metabolizovaaaetoxikani
a aktiva&ni metabolity. Aktiv&ni metabolity tvéi kovalentni adukty s DNA a tim brani
dalSi replikaci. Stejné metabolity ellipticinu jsduoreny mikrosomy jaterclovéka a
modelovych organistn(potkan, kralik, mys) [77]. Na biotransformaciigticinu se podili
zejména cytochromy P450 [78]. V této diplomové prhgl vybran jako modelovy
organismus studiatgobeni ellipticinu laboratorni potkan kmene Wistdr.organismu
potkana dochézi k aktivaci ellipticinu enzymy CYR3A CYP1Al/2, podolinjako v
lidském organismu, kde je ellipticin oxidovaiedevsim ortholognimi formamgdhto
enzymi, CYP3A4 a CYP1A1/2 [80,92]. Vipdkladané praci byl studovan vliv ellipticinu
na obsah a aktivitu cytochr@nP450 3A1 a 1A1/2 v organismu potkana a dalSiche&lo
MFO systému (NADPH:cytochrom P450 reduktasa, cyimthly).

Pro studium fpsobeni ellipticinu na obsah a aktivitu CYP a dd&$tozek MFO
systémuin vivo bylo nutné touto slaieninou potkana premedikovat. Potkani byly
premedikovani jednorazovou davkou 4 a 40 mg etlipti na kilogram &lesné hmotnosti
zvirete PouZita byla intraperitonedlni aplikace tohot&ivié. Pro dalSi studie byla z jater,
ledvin a plic isolovana mikrosomalni frakce.

Za pouziti spektroskopickych a elektrochemickycktod (absorgni maximum
CYP pi 450 nm, Western blot s vyuzitim specifickych jdédek) byl stanoven obsah
CYP, cyt 3 a NADPH:cytochrom P450 reduktasy ve vSech vzorkmttrolnich zvfat a
zvirat premedikovanych ellipticinem.

Bylo zjistno, Ze ellipticin indukuje expresi CYP1Al a 1A2atrgch, ledvinach i
plicich pouzitého experimentalniho modelu. Zvy&xprese proteinCYP podrodiny 1A,
které je zavislé na davce ellipticinu koreluje sg&enim jejich katalytické aktivity. Jak se
dalo gedpokladat, nejvysSi zastoupeni a katalyticka a&tiCYP1A1/2 byla nalezena v
jatrech potkafh premedikovanych 40 mg/kg ellipticinu. Ziskané egily plre potvrdili
schopnost ellipticinu indukovat CYP1A jak v hepatdaak extrahepatalnich tkanich, jak
bylo také zji&no v predchozich studiich [124].

Vedle exprese CYP1Al a 1A2 byla v jatrech premaciikzvfat ellipticinem
rovnéZ indukovana exprese proteinu CYP3A. ZvySena exp@6P3A v jatrech odpovida

katalytické aktivi¢ tohoto enzymu, ktera byladgiena tzv. "markerovou” reakci CYP3A,
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hydroxylaci testosteronu za vznikdéydroxytestosteronu. Nicméw ledvinidch potkain
dochazelo &nkem ellipticinu k represi exprese CYP3A, coZz rnemddalo jeho
katalytické aktivit. Rozpornost vysledkmuze byt vys¥étlena tim, Ze P stanoveni obsahu
CYP3A ve vzorcich metodou Western blot za pomoeicsjgké protilatky se detekuje
celkovy obsah proteinufigemz i aktivitnich studiich je detekovana pouze aktiargine
funkeni forma CYP3A.

DalSimi slozkami systému oxidas a oxygenas seesroisfunkci, které se podili na
biotransformaci ellipticinu, jsou NADPH:cytochromd$0 reduktasa, ktera v reakcich
vystupuje jako donor elektrénpro CYP a cytochromsh jehoz funkce neni jeStzcela
objasréna. Redpoklada se vsak, Ze je donorem druhého elekivokatalytickém cyklu
CYP (kapitola 1.4.2.

Podobg jako v gipact CYP, byl obsah cyt ostanoven metodou Western blot,
kterd prokézala, Ze ellipticin indukuje expresi tytv jatrech a ledvindch. V plicich
vzhledem k nizkému zastoupeni cyt iebylo mozné wiit jeho obsah touto metodou.
Cytochrom Ig jako protein s navazanou hemovou skupinou vykaabgorgni maximum
pii 413 nm. Tato skutmost byla vyuzita i spektroskopickém stanoveni &ny obsahu
cyt bs ve vzorcich a obdrZzena data byla porovnana s é#gleiskanymi pomoci metody
Western blot. V ledvinach se vysledkyeieni sledujici obsah cytsmbéma metodami
shodovaly. V jatrech byl ve vzorku mikrosanevirat premedikovanych 40 mg/kg
ellipticinu zjis€n nizSi obsah cytgnez ve vzorku mikrosoinzvirat premedikovanych 4
mg/kg ellipticinu. Tento vysledek neodpovida vyt obdrzenym metodou Western
blot. Rozdily jsou prawbodobré zpisobeny tim, Ze ip spektrofotometrickém stanoveni
cyt bs je vlastk méien obsah hemovéasti tohoto proteinu aifpnespravném "sbaleni”
nebo v pipadt pritomnosti apo formy cytd ktera nema hem, ide byt nalezena hodnota
odliSna. V plicich bylo pouzitim této metody zazrarana indukce exprese cytlbvzorku
mikrosomi zvirat premedikovanych 4 mg/kg ellipticinu.

Pro spravné fungovani MFO systému je nevyhnutm&de NADPH:cytochrom
P450 reduktasy. Ovlivmi jejiho mnozZstvi a katalytické aktivity ma vlivarfungovani
celého MFO systému. Proto bylo nutné prozkoumat]ijena ellipticin vliv i na tento
enzym. Z vysledk je patrné, Ze krotnjater premedikovanych Z&t nema ellipticin na
obsah ani katalytickou aktivitu zdsadni vliv. V Vetach a plicich se po premedikaci
elipticinem obsah a aktivita této reduktas§ninen minimalg.

V dalSich fazich vyzkumu se bude nutné &aimkrome sledovani vlivu ellipticinu
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na expresi protein a jejich katalytickou aktivitu, také na poznanik javliviiuje
premedikace ellipticinem expresi mRNA&chto proteiid. Vysledky, které byly ziskany v
laboratdi na katede biochemie, naziaji, ze ellipticin roviZ indukuje expresi protein
CYP1Al a 1A2 pes zvySenou expresi mRNAchto enzyni [124].

DalSi ¢ast diplomové prace byla za&ena na fpravu zajimavého cytochromu
P450 2S1. Cytochrom P450 2S1lipatezi enzymy, u kterych neni jgéStcela objastna
jejich funkce v organismu. Proto je pro obj&asinfunkce a pro prova@ai metabolickych
studii nutné fipravit CYP2S1 heterologni expresi. Pro heterolagxpresi CYP2S1 byl
vybran bakteridlni systérg. coli, ktery je ve srovnani s ostatnimi expresnimi sygté
kratka doba produkce a vySSi mnozstvi ziskanéhomblhantniho proteinu. Gen pro
cytochrom P450 2S1 byl piaen od firmy Invitrogen a byl vioZzen do plasmidu
pCMV-SPORT 6. Plasmid byl vloZzen do klonovaciho keE. coli DH5a a byl isolovan
ve WtSim mnoZstvi o dostateé cistot. Pro expresi byly vybrany 2 bakterialni kmeny
E. coli C4%,.vs a C43. Tyto kmeny jsou odvozeny od kmdhecoli BL21(DE3) a jsou
urceny k expresi ganhpomoci T7 RNA polymerasy. Navie coli C4J, ysnese gen pro T7
lysozym, ktery inhibuje T7 RNA polymerasu a tim Ip&tje bazélni expresi T7
polymerasy a nasledivlozeného genuipd indukci IPTG.

Pro expresi CYP2S1/pCMV-SPORT 6 vétsim mnozstvi bylo vybrano LB
médium a produkceipteplo& 37 °C. Pro detekci exprese CYP2S1 (55,8 kDa) byla
pouzita SDS polyakrylamidova elektroforéza. Nicthéma gelu, kde byly obarveny
separované proteiny, nebylo mozZné pozorovattistarobsahu proteinu v oblasti
molekulovych hmotnosti 50-70 kDa, které odpovidaplekulové hmotnosti CYP2S1.
Proto byla pouzita detekce prot&ipomoci metody Western blot s vyuzZitim specifické
protilatky proti CYP2S1. Nicmenani vysledky zéskané s pouzitim specifické prtkyjia
neobjasnili, ktery ,prouzek” proteinu na membfardpovida proteinu CYP2S1, protoze
primarni polyklonalni protilatka proti CYP2S1 neayldostatéené specificka. Touto
protilatkou byly detekované i dalSi proteiny produinék. coli.

Pro objas#ni, jestli E. coli produkuje poZadovany protein, byla isolovana
membranova frakce, ve které byléian obsah CYP spektrofotometricky. Ve vzorku
membranové frakce isolované z obou expresnich km&ak nebylo detekovano absémp

maximum i 450 nm, typické pro komplex redukovaného cytoaud®450 v komplexu s
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CO. Nicmér absorgni maximum bylo zaznamenand pinové délce 420 nm.iPtéto
vinové délce absorbuiji jiné hemové protetaycoli [125] nebo denaturovana forma CYP.
Zajimaveé je zjidini, Ze cytosolarni frakce prodiikiho kmene r@a cervenou barvu, coz
by mohlo ukazovat naiftomnost hemovych protaina tedy i CYP. Proto byla krain
membranové frakce podrobena stanoveni obsahu ecgtochP450 i frakce cytosolarni. Ve
spektru byl zaznamenan pouze ab&orpik @i 398 nm.

Ze ziskanych vysledkje velice obtizné rozhodnout jestli CYP2S1 byldarkovan
pouzitymi bakterialnimi systémemy. Nabizi se videadta pro vyswtleni, pr@ produkce
CYP2S1 nebyla uggna. Prvnim rize byt nespravnzvolend teplota produkce. Teplota
37 °C mize byt az flis vysokd pro expresi CYP. Uvadi se, Ze optiméhplota by se
meéla pohybovat kolem 28-32 °C [125]. DalSinivddem niize byt nespravn zvoleny
expresni systém. Exprese profeinbuik&chE. coli C4l, vs a C43 je sicedZnd, ale pro
srovnani produkce CYP2S1 je nutné porovnat viceugogch expresnich systémkteré
se pouZzivaji k produkci CYP [BL21-Gold (DE3), BLRipl (DE3)].

DalSi ¢ast diplomové prace se zabyvala produkci CYP2Slpaa#iti jiného
expresniho plasmidu. Plasmid pBAD-A obsahuje ndtamdtiplasmidu pCMV arabinosovy
operon a pro expresi genu, ktery je pod kontrololoto operonu, je nutnérfigani L-
arabinosy do kultivéniho média. Pro expresi tohoto typu vektoru bylyZity 2 kmeny
bakterialnich bugk E. coli TOP10 a LMG194. Nejive bylo nutné gen pro CYP2S1
amplifikovat a upravit jeho konce vloZenim restrilch mist pro endonukleasy. Primery
byly navrZzeny tak, aby byla na koncich sekvencetgma gidana restrikni mista
kompatibilni s expresnim vektorem. Pro vioZeni géMiP2S1do plasmidu pBAD-A byly
vyuzity restrikini endonukleasy Xhol a Hindlll. Po isolaci byl ktnukt CYP2S1/pBAD-
A oveéien SEpenim pouzitymi restridnimi endonukleasami a visualisovan na gelu. Po
ovéreni byl konstrukt vioZzen do expresnich kradh coli TOP10 a LMG194. Podminky
produkce CYP2S1 nebyly zvoleny ndhédale byly stejné, jako se uv@dv publikaci
[49]. Podobe jako v gipac konstruktu CYP2S1/pCMV-SPORT 6 byla pro detekci
exprese pouzita SDS polyakrylamidova elektroforddeemért na gelu s obarvenymi
separovanymi proteiny nebylo mozné pozorovatistiobsahu proteins molekulovou
hmotnosti v oblasti 50-70 kDa. Pouzsre pod oblasti, kde putuji proteiny o velikosti
50 kDa byl pozorvan nést obsahu proteinu potiddni L-arabinosy do kultivaiho
meédia. | v tomto fipact byla pouZzita detekce proteinu pomoci metody Washtot s

vyuzitim specifické protilatky proti CYP2S1. Nicmeani vysledky s pouzitim specifické
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protilatky neobjasnili, ktery ,prouzek” proteinu maembrag odpovida proteinu CYP2S1,
protoze primarni polyklonalni protilatka proti CY®R nebyla dostataé specificka. Jako
tomu bylo v pipac konstruktu CYP2S1/pCMV-SPORT 6, byla isolovana toe€mova
frakce a inkluznidiska. Ve vSech vzorcich byl pakéten obsah CYP. Nicménzadné
absorgni maximum nebylo zaznamenéno.

Ani konstrukt CYP2S1/pBAD-A a arabinosovy expressyistéem tedy nebyly
uspesné v produkci CYP2S1 do membranyoli. Jednim z d@ivodi, praé nebylo zjiSéno
zadné CO spektrum odpovidajici cytochtomP450 v membranové frakci a tedacoli
neprodukovala CYP2S1, ke plynout, Ze zgénmou koncentrace L-arabinosy Ize regulovat
miru exprese rekombinantniho proteinu. Pro exdogk do kultiva&niho média fidano
takové mnozstvi L-arabinosy, aby vysledna koncesttayla 0,2%. Tato koncentrace L-
arabinosy vSak iejme nebyla dostate¢ vysoka, aby P takovém mnoZstvi této latky
doSlo k indukci exprese genu, ktery je pod kontna@eabinosového operonu.

Pro dalSi studie heterologni exprese CYP2S1 budeéngripravit specifickou
protilatku proti lidskému CYP2S1. Pouzité kowrarpolyklonalni protilatky totiz nejsou
dostatén¢ specifické pro detekci CYP2S1 produkovaného v dxanim systému.
Resenim mze byt tzv. vysyceni nespecifickych vazebnych maigtivacnim médiem nebo

pripravit vice specifickou protilatku.
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6 Zavér

Predkladana diplomova prace se zabyvala vlivem alipi na expresi a
katalytickou aktivitu cytochroiin P450 a dalSich slozek MFO systému, které se podili
jeho metabolické i@meéne v modelovém organismu laboratorniho potkananikréoho
piedkladana prace popisuje postupy heterologni egdrgskeho cytochromu P450 2S1,

jehoz isolace je nezbytna pro provatdfunkénich a metabolickych studii.
Vysledky ziskane v diplomové préci Ize shrnout edsi/re:

e Laboratorni potkani kmene Wistar byly intraperitaimé premedikovany
ellipticinem (4, 40 mg/kg &esné hmotnosti). Z jater, ledvin a plic
nepremedikovanych a premedikovanych tawi ellipticinem pak byla

isolovana mikrosomalni frakce.

* Premedikaci laboratorniho potkana ellipticinem daihk indukci exprese
proteini i katalytické aktivity CYP1Al1 a 1A2 ve vSech sledoych
organech (jatra, ledviny, plice). Podebje exprese a katalyticka aktivita

CYP3A vysSi v jatrech premedikovanychiatinez u zvat kontrolnich.

* V ledvinach a plicich se s premedikaci ellipticinem&éni mnozstvi a
katalytickd aktivita CYP3A (represe i indukce). Miére tendence
zaznamenana ve 2Zm obsahu CYP3A neodpovida uplamené katalyticke

aktivity.

* Premedikaci laboratorniho potkana ellipticinem dathk indukci exprese

cytochromu bv jatrech a ledvinach premedikovanychiavi

* Premedikace laboratorniho potkana ellipticinem \aje expresi a
katalytickou aktivitu NADPH:cytochrom P450 reduktas

» Byl isolovan plasmid pCMV s vloZzenym genem pro C8R% dostaténé
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cistot a koncentraci. Tento plasmid byl viozen do #ui. coli C4l, vs a
C43. Pro produkci CYP2S1 vetgim mnoZzstvi bylo zvoleno LB médium a
teplota 37 °C. Poté byla isolovAana membranova &akee které byl
analyzovan obsah CYP. Ve vzorku byl zachycen p#odiujici pi 420 nm,

ale @i 450 nm zadné absafpi maximum nebylo zaznamenano.

Gen pro CYP2S1 byl upraven vioZzenim restnikch mist, amplifikovan a
vloZzen do expresniho plasmidu pBAD-A, ktery ma arabovy operon a je
regulovan pidavkem L-arabinosy. Tento plasmid byl viozen dod«E. coli
TOP10 a LMG194 a provedena byla exprese CYP2B530p°C v TB médiu.

Z produkénich kmeri E. coli byla isolovand membranova frakce, ve které byl
sledovan obsah CYP. Ve vzorku nebylo Zji&t Zadné absoépi maximum

pii 450 nm.
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