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Nazev diplomové prace: VIiv monoterpenu citralu na expresi detoxikacnich enzymu

v HepaRG bunkéch

Citral je acyklicky monoterpen, ktery je produkovan predevSim vysSimi
rostlinami. Je jednim z mnoha sekundarnich metaboliti, které slouzi rostliné
jako detoxikaéni faktory, morforegulatory, atraktanty pro opylovace nebo obranné latky.
Mimo jiné ma fadu pozitivnich ucinkG napf. antibakteridlni, protizdnétlivé
nebo protinadorové, ale pfi nespravném pouziti mize byt toxicky, zejména pro jatra.
Cilem této diplomové prace bylo zjistit uCinek citralu na vybrané biotransformacni
a antioxidacni enzymy v HepaRG buiikach. Diferencované HepaRG bunky byly
inkubovany s 10 uM rifampicinem, 10 uM B-naftoflavonem, 30 uM oltiprazem, 10 uM
citralem, 30 uM citralem a 100 uM citralem 12 a 24 hodin pro stanoveni exprese mRNA
a 24 a 48 hodin pro stanoveni proteinové exprese. Na trovni mRNA rifampicin indukoval
CYP3A4 pfi 12 1 24hodinové inkubaci, B-naftoflavon indukoval CYPIA2 pii 12
1 24hodinové inkubaci a aldo-ketoreduktasu (AKR1C) pti 24hodinové inkubaci, oltipraz
indukoval glutathionperoxidasu (GPX1) pfi 12 1 24hodinové inkubaci. Po ovlivnéni
citralem byla genova exprese nékterych enzymil rovnéZ zmeénéna, 30 puM citral
pfi 12hodinové inkubaci inhiboval karbonylreduktasu (CBR1), 100 uM citral
pii 12hodinové inkubaci indukoval GPX1 a glutathionreduktasu (GR), 100 uM citral
pfi 24hodinové inkubaci indukoval CYP3A4, CYP2B6 a glutathion-S-transferasu
(GSTA). Pii stanoveni proteinové exprese CYP3A4 doslo k indukci rifampicinem pii 24
1 48hodinové inkubaci a inhibici 10 pM citralem pfi 24hodinové inkubaci. U 100 uM
citralu pfi 48hodinové inkubaci byla zaznamenana indukce CYP2C9 a vyrazna inhibice
CBR1 a AKR1C3. Dale byla studovana cytotoxicita citralu pomoci testu neutralni cerveni
(NRU). Hodnota ICso byla 0.892 mM pii 48hodinové inkubaci a 0.708 mM

pfi 72hodinové inkubaci.
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Citral is an acyclic monoterpene, which is mainly produced by higher plants. It is
one of the many secondary metabolites, which serve the plant as detoxifying factors,
morphoregulators and attractants for pollinators or defense substances. Besides other
things, it has numerou positive effects such as antibacterial, anti-inflammatory
or antitumor, but it may be toxic, especially for the liver, if used incorrectly. The main
goal of this thesis was to find out the effect of citral on selected biotransformation
and antioxidant enzymes in HepaRG cells. Differentiated HepaRG cells were incubated
with 10 uM rifampicin, 10 uM B-naphthoflavone, 30 uM oltipraz, 10 uM citral, 30 uM
citral and 100 pM citral for mRNA expression detection for 12 and 24 hours
and for protein expression evaluation for 24 and 48 hours. At the mRNA level, rifampicin
induced CYP3A4 at 12- and 24-h incubation, B-naphthoflavone induced CYP1A2
at 12- and 24-h incubation and aldo-ketoreductase (AKR1C) at 24-h incubation, oltipraz
induced glutathione peroxidase (GPX1) at 12- and 24-h incubation. Following citral
treatment, gene expression of some enzymes was changed as well, 30 uM citral inhibited
carbonyl reductase (CBR1 at 12-h) incubation, 100 uM citral induced GPX1
and glutathione reductase (GR) at 12-hour incubation, 100 uM citral induced CYP3A4,
CYP2B6 and glutathione-S-transferase (GSTA) at 24-h incubation. At the protein level,
rifampicin induced CYP3A4 at 24- and 48-h incubation and 10 pM citral inhibited
CYP3A4 at 24-h incubations. Morevover, 100 puM citral induced CYP2C9
and significantly inhibited carbonyl reductase (CBR1) and aldo-ketoreductase (AKR1C3)
at 48-h incubations. Furthermore, the cytotoxicity of citral was studied using Neutral Red
Uptake (NRU) assay. The ICso value was 0.892 mM at 48-h incubation and 0.708 mM

at 72-h incubation.



1. UVOD

V poslednich desetiletich se vyrazné zvysil vetejny zdjem o ptirodni terapie a také
celosvétova spotieba bylin a rostlinnych produktti. Nevhodné pouziti ptirodnich latek
muze mit vSak az fatalni nasledky, jelikoz je pacienti pokladaji za bezpecné a svym
Iékatim casto nehlasi nezddouci ucinky. Ptikladem je poziti velkého mnozstvi silice
Poleje obecné (Mentha pulegium), obsahujici monoterpen pulegon, obvykle pouzivané
k 1écbé dyspepsie nebo bolestem pii menstruaci, které vedlo k poskozeni jater

(Zarybnicky et al., 2018a).

Jatra jsou Casto cilovou tkani xenobiotik, které se do nich dostavaji skrze vena
portae ve vysoké koncentraci, jelikoz jsou mistem detoxikace a eliminace latek, ¢imz
chréni dal$i organy. VétSina z terpenli snadno vstupuje do lidského téla, a to zejména
peroralni absorpci, kiizi nebo inhalaci. Né&které monoterpeny (napf. pulegon,
menthofuran, kafr, limonen) a seskviterpeny (napft. zederon, germakron) tvoii reaktivni
metabolity, zvySuji koncentraci reaktivnich forem kysliku a narusuji antioxidaéni obranu,
coz se projevuje prave jaterni toxicitou. Kazdy rok je hlaSeno mnoho piipadl posSkozeni
jater vyvolané bylinnymi dopliikky. Jedinym zplsobem, jak sniZit riziko poSkozeni jater
zpisobené vyrobky obsahujicimi terpeny, je vénovat jim vice pozornosti, pochopit jejich

metabolismus a mechanismy U¢inku v jatrech (Zarybnicky et al., 2018b).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit i¢inek monoterpenu citralu na vybrané
biotransformaéni a antioxida¢ni enzymy v HepaRG bunkach, které byly vybrany
pro sledovani genové a proteinové exprese biotransformacnich enzymi, jelikoz nesou
vlastnosti Casnych jaternich progenitorovych bun¢k i zralych hepatocytt (web 1).
Dale byla sledovdna cytotoxicita citralu na HepaRG buniky pomoci testu neutralni

cerveni.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Terpenoidy

Rostliny produkuji celou fadu sekundarnich metabolitli, z nichz mnohé jsou
vyuzivany pro jejich pozitivni u¢inky. Velkd skupina téchto sekundarnich metaboliti,
pro kterou se pozivd ndzev terpenoidy ¢i isoprenoidy, je tvoiena ze dvou a vice
isoprenovych jednotek. Podle poctu isoprenovych jednotek, a tedy i1 uhlikovych atomd,
se d¢li na hemiterpeny (1 isoprenova jednotka, napt. isopren), monoterpeny (2 isoprenové
jednotky, napf. myrcen, limonen, o-pinen, B-pinen), seskviterpeny (3 isoprenové
jednotky, napt. zerumbon, a-humulen), diterpeny (4 isoprenové jednotky, napf. retinol),
sesterterpeny (5 isoprenovych jednotek, napt. genepolid), triterpeny (6 isoprenovych
jednotek, napt. skvalen, betulin), tetraterpeny (8 isoprenovych jednotek, napt. f-karoten)
a polyterpeny (mnoho isoprenovych jednotek, napt. poly-a-pinen). Zvlastni skupinu tvoii

tetracyklické triterpeny steroidy (Klouda, 2013).

Terpenoidy jsou vysoce rozmanité latky, a to pfedevs§im diky fad¢ funkénich skupin
ptipojenych ke skeletu. Muizeme je rozdelit na uhlovodiky (limonen), alkoholy (mentol,
geraniol, fytol), kyseliny a estery (geranylacetat), aldehydy (citral) nebo ketony (karvon)
(Wagner a Elmadfa, 2003; Klouda, 2013).

Dale popisi pouze skupinu monoterpentl, protoze jsem v experimentalni ¢asti této

prace pracovala s moterpenem citralem.

2.1.1 Monoterpeny

Monoterpeny jsou acyklické, monocyklick¢ ¢i bicyklické desetiuhlikaté
isoprenoidy. Tyto pfirodni produkty maji charakteristickou viini, uplatiuji se v regulaci
ristu, reprodukénim cyklu, obrannych mechanismech a pfenosu signali rtznych
organismu (Singer et al., 2003). Vyskytuji se ve vSech organismech, ale syntetizovat
je mohou pouze rostliny, bakterie a né€které druhy hmyzu. Nedavno byla zjisténa
produkce monoterpenti také moiskym fytoplanktonem. Do vysSich organisml

se dostavaji pomoci potravniho fetézce (Yassaa et al., 2008).

Monoterpeny jsou povazovany za sekundarni metabolity rostlin, coz jsou latky,
které nemaji roli v zdkladnich rostlinnych procesech (rostlina je produkuje, aniz by je

vyuzivala jako zdroj energie nebo zasobni latky). Sekundarni metabolity slouzi rostling
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jako detoxikacni faktory, morforegulatory, atraktanty pro opylovace nebo obranné latky.
Jsou vyznamné predevSim tim, Ze zprostfedkovavaji interakce mezi rostlinou
a prostredim, zajiStuji komunikaci mezi rostlinami, chrani rostlinu pfed vysychanim,
napadenim skidci ¢i l1akaji opylujici hmyz (Zulak a Bohlmann, 2010). Vyznam maji
monoterpeny i pro vyssi organismy, lidmi jsou vyuzivany v potravinaistvi, kosmetice
a farmacii pro své aroma nebo jako insekticidy a herbicidy pro svou toxicitu. Diky jejich
protinadorovym C¢i antibakteridlnim ucinkim je fadime mezi takzvané ,bioaktivni

slouceniny* (Mahmoud a Croteau, 2002).

Mezi monoterpeny patii napt. geraniol, voilavy terpen obsazeny v eukalyptovém
a rizovém oleji, myrcen obsazeny ve vaviinové silici, citral, ktery vznika mirnou oxidaci
geraniolu, dale limonen, mentol, karvon a pineny, coz jsou bicyklické terpeny odvozené
od pinanu a jsou obsazeny v terpentynovém oleji, bornan, borneol nebo kaftr, ktery
se nachazi vsilicich mnoha rostlin, zvlast¢ vychodoasijského stromu kafrovniku
1ékatského (Cinnamomum camphora, Lauraceae) a pouziva se jako plastifikator

pti vyrobé celuloidu (Klouda, 2013).

2.1.1.1 Citral

Citral (neboli lemonal, systematicky nazev 3,7-dimethylokta-2,6-dienal)
je monoterpen se sumarnim vzorcem CioH160. Oznaceni se pouziva jako souhrnny nazev
dvou isomert (Obr. 1) nebo jejich smési. Isomer E je zndm jako geranial (citral A), isomer

Z jako neral (citral B) (Mutalik et al., 2009).

CHO OHC
CH, CH,
H,C CH; H,C CH,
geranial (citral A) neral (citral B)

Obrazek 1 — Ukdazka dvou isomeri: geranial (citral A) a neral (citral B),
zdroj: Villalobos, 2015
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Citral je obsazen v silicich fady rostlin, jako je naptiklad myrtovnik citronovy
(Backhousia citriodora, Myrtaceae: 90-98 %), vaviin kubébovy (Litsea cubeba,
Lauraceae: 70-85 %) Litsea citrata (90 %), vonatka citronova (Cymbopogon citratus,
Poaceae: 65-85 %), Leptospermum liversidgei (Myrtaceae: 70-80 %), bazalka vytrvala
(Ocimum gratissimum, Lamiaceae: 66,5 %), Lindera citriodora (Lauraceae: 65 %),
Calyptranthes parriculata (Myrtaceae: 62 %), citronik pomeranovy hotky (Citrus
aurantium, Rutaceae: 36 %), aloisie trojlista (4loysia triphylla, Verbenaceae: 30-35 %),
Eucalyptus staigeriana (Myrtaceae: 26 %), meduinika 1€katskd (Melissa officinalis,
Lamiaceae: 11 %), ale také napt. v limetce (69 %), citronu (2-5 %) a pomeranci

(Lawless, 1995; Burdock, 2010).

Geranial ma silnou citronovou viini, neral trochu mén¢ intenzivni, ale sladsi. Citral
se proto pouziva jako aromatickd slozka v parfémech, ale také jako ochucovadlo
a konzervacni Cinidlo. Piisobi jako feromon pro hmyz a je vysoce cenén pro své

-----

(Onawunmi, 1989; Robacker et al., 1977; Emilio-Silva et al., 2017; Tang et al., 2018a).

Tang et al. (2018b) ve své studii prokézali vynikajici antimykotické ucinky
sloucenin silice geraniolu a citralu proti béznym zrnitym patogentim (Aspergillus flavus
a Aspergillus ochraceus) in vitro a in situ. Citral projevoval antifungalni aktivitu hlavné
sniZzenim regulace sporula¢nich a ristovych gentli pro oba patogeny. Geraniol vykazoval
inhibi¢ni G€innost proti A. flavus pievazné indukci intracelularni akumulace reaktivnich
forem kysliku (ROS) a toxické uCinky proti A. ochraceus hlavné zménou permeability
bunééné membrany. Silice maji potencial stat se novymi konzerva¢nimi prostredky
pro dalsi pouziti (Tang et al., 2018b). Dale citral vykazoval cytotoxicitu proti Penicillium
italicum ovlivnénim mitochondridlni dysfunkce, poSkozenim membran a inhibici
biosyntézy ergosterolu. Kombinace citralu a cinnamaldehydu vysoce potlacila rist
Penicillium expansum a produkci jeho toxinu patulinu oxidacnim poskozenim

a potlacenim biosyntetické drahy patulinu (Wang et al., 2019).

Jiné studie ukédzaly, Ze «citral mé& dobry antibakteridlni ucinek
proti methicilin-rezistentnimu Staphylococcus aureus (MRSA) in vitro. U mysi
infikovanych MRSA byla zkoumana anti-MRSA aktivita a pfedbéZzny mechanismus
ucinku citralu prott MRSA. Citral vyznamné sniZil hladinu nékterych prozanétlivych
cytokinii (IL-1B, IL-6, TNF-a) a oxidacnich faktorti (malondialdehyd a hydroxylové
radikdly) u mysi infikovanych MRSA a zéaroveit zvySil hladiny glutathionu
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MRSA, zmirnit abnormdlni zanétlivé zmeény a oxidacni stres. Citral je tedy nadéjnou

latkou pro vyvoj nového 1éciva proti MRSA (Long et al., 2019).

Silice z odrudy citronové travy Cymbopogon flexuosus (lemongrass oil, LO)
se pouzivd v raznych potravinaiskych a aromatickych vyrobcich a vykazuje
protirakovinné a antimikrobialni aktivity. U potkani byly zkoumany ucinky dvou
ruznych davek LO (200 LO — 200 mg/kg a 400 LO — 400 mg/kg) a jeho hlavni slozky
citralu (240 mg/kg) na biotransformacni enzymy, oxidacni stres a toxicitu paracetamolu
v jatrech. Samci potkanl byli krmeni peletovanou stravou a po dobu 2 tydnd jim byl
podavan LO nebo citral zaludecni sondou. Po 2 tydnech krmeni byly stanoveny tc¢inky
LO a citralu na metabolismus a toxicitu paracetamolu. Vysledky ukézaly, ze potkani
po podavani 400 LO nebo citralu méli signifikantné sniZenou testosteronovou
6p-hydroxylac¢ni aktivitu (CYP3A). Také ethoxyresorufin O-deethylacni aktivita
(CYP1A1) byla mirng, ale vyznamné snizena. Podavani 400 LO nebo citralu snizilo
peroxidaci lipidi a hladiny ROS v jatrech. Soucasné podéani paracetamolu a LO nebo
citralu vSak nevedlo k z4dné (nebo malé¢) zméné plasmatické aktivity
alaninaminotransferasy (ALT). Vysledky studie ukazuji, ze LO a citral mohou ovlivnit
aktivitu nékterych biotransformacnich enzymi a snizit oxida¢ni stres v jatrech. LO

ani citral v§ak nemusi mit vliv na detoxikaci paracetamolu (Li et al., 2018).

Fytochemikalie, jako jsou polyfenoly, alkaloidy a terpenoidy, podle rtiznych
studii chrani pfed vyvojem chronickych komplikaci u onemocnéni diabetes mellitus.
Cilem studie Mishra et al. (2019) bylo stanovit antidyslipidemické a antidiabetické uinky
citralu a zjistit také jeho ucinek na regulac¢ni enzymy metabolismu sacharidi v jatrech
potkanil, kterym byla podavana dieta s vysokym obsahem tukl (high-fat-diet, HFD)
po dobu 2 tydni. Poté byl diabetes indukovan intraperitonealnim podanim jedné davky
streptozocinu (STZ, 35 mg/kg). Citral byl diabetickym potkaniim podavan perordlné
v davce 45 mg/kg po dobu 28 dnti. Stanoveny byly hladiny krevni glukosy, plasmatického
insulinu a lipidovy profil v krvi. Antioxida¢ni aktivity byly stanovovany v jatrech,
slinivce a tukové tkani. Vysledky této studie potvrdily, Ze podavani citralu u diabetickych
potkanil vyznamné snizilo hladinu glukosy v krvi a zvysilo plasmaticky insulin. Citral
také zlepsil oxidaéni markery spolu s antioxidacnimi enzymy jater, tukové tkané
a slinivky bfis$ni ve skupiné potkantt HFD/STZ a reguloval aktivitu enzym metabolismu

glukosy (glykolytickych i glukoneogennich) v jatrech (Mishra et al., 2019).
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Byly pfipraveny dva chemotypy silice rostliny Lippia alba (Lamiaceae), v jednom
byl dominantni slozkou citral a ve druhém linalool. Byly studovany jejich anestetické
ucinky u ryby anténovky nejpodivnéj$i (Rhamdia quelen), zejména s ohledem
na fyziologické ucinky béhem zotaveni z anestezie. Ob¢ silice vykazovaly antioxidacni
ucinky, ale anestezie se silici s pfevahou linaloolu nezpiisobovala poskozeni lipidii
a proteinl, pouze doCasné¢ zmény typické pro fyziologické upravy béhem zotaveni
z anestezie. Lze tedy fici, Ze pro anestezii u anténovky nejpodivnéjsi je vhodnéjSim

anestetikem silice s pfevahou linaloolu, protoze vykazuje méné vedlejSich ucinka

nez silice s prevahou citralu (De Freitas Souza et al., 2018).

2.1.2 Hepatotoxicita

Nektera 1éciva jsou stazena z trhu kvili pozdnimu objevu jejich hepatotoxicity.
Jatra jsou diky svému jedinecnému metabolismu a vztahu ke gastrointestinalnimu traktu
dilezitym cilem toxicity 1€k, dalSich xenobiotik a oxida¢niho stresu. Asi 75 % jaterni
krve pochézi pfimo z gastrointestinalniho traktu a sleziny ptes portalni zilu, kterd privadi
xenobiotika absorbovana stfevem pifimo do jater v koncentrované formé. Enzymy
metabolizujici 1é¢iva detoxikuji mnoho xenobiotik, ale také aktivuji toxicitu ostatnich
latek. Hypoxie, mitochondrialni inhibice a poSkozeni mitochondridlni DNA, zejména
u hladovéjicich jedincti s nizkym obsahem jaterniho glykogenu, vedou k hepatocelularni
nekrdze. Jatra syntetizuji, koncentruji a vylucuji Zlucové kyseliny a vyluc€uji bilirubin.
Lékem indukované poskozeni hepatocytli a bun¢k Zlucovodit miZe vést k cholestaze,
jez zpiisobuje intrahepatalni akumulaci toxickych zlu¢ovych kyselin a jinych produkti,
coz podporuje dalsi poSkozeni jater. Pii cholestatickém onemocnéni produkuji endogenné
generované zluoveé kyseliny hepatocelularni apoptosu. Aktivace Kupfferovych bunék
a infiltrace neutrofildi rozsifuji toxické poskozeni. Kupfferovy butiky uvoliiuji reaktivni
formy kysliku (ROS), cytokiny a chemokiny, které indukuji extravazaci a aktivaci

neutrofilti (Jaeschke et al., 2002).

Silice poleje obecné (Mentha pulegium) je pro své aromatické vlastnosti podobna
mate, pouziva se jako ochucovaci a vonné ¢inidlo ¢i jako bylinné 1é¢ivo. Obsahuje mnoho
terpenovych sloZek, hlavnim z nich je pulegon, ktery tvoii az 80 %. Gordon et al. (1982)
ve své studii prokazali, Ze pulegon a dva dalsi terpeny silice poleje obecné (isopulegon
a menthofuran) jsou toxické pro jatra 1 plice. Bylinné éCivo zpusobilo

pfi intraperitonealnim podani v davce 400 mg/kg u mysi akutni poSkozeni jater a plic.
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Na zéklad¢ wvysledkii histologického hodnoceni nekrozy, zvySeni hladiny
alaninaminotransferasy v plasm¢ a vycerpani jaterniho glutathionu je R-(+)-pulegon

terpenem primarn¢ odpovédnym za nekrézu tkan¢ (Gordon et al. 1982).

Oproti tomu v dalsi studii byly studovany pozitivni i¢inky monoterpenu, konkrétné
geraniolu, ktery je pfitomen v rdzovém oleji, citronu, zdzvoru nebo pomeranci
a ma antioxidacni, antibakteridlni ¢i protizanétlivé ucinky. Samciim potkanti byl jednou
denné po dobu 30 dni intraperitonealné podavan geraniol rozpustény v kukufi¢ném oleji
(50 mg/kg) a peroxid vodiku (H20.) rozpustény v destilované vod¢ (16 mg/kg). Reaktivni
formy kysliku, zejména superoxid a hydroxylové radikély, a dalsi reaktivni slouceniny,
které nejsou radikaly (napft. kyselina chlorna nebo H>0.) jsou generovany v organismu
zejména jako vysledek aerobniho metabolismu. Oxidacni stres vyvolany H>O> miiZze
ovlivnit sloZzeni mastnych kyselin v jatrech a téle. Geraniol miZe ¢aste¢né obnovit
oxida¢ni poskozenti jater, jelikoz nelze zcela zvysSeni aktivity jaterni katalasy a regulovat
zmény jaternich mastnych kyselin (procentudlni zastoupeni nasycenych a nenasycenych
mastnych kyselin) vyvolané peroxidem vodiku (Ozkaya et al., 2016).

Studie Singh et al. (2012) zkoumala molekularni mechanismy ochrany jater terpeny
Hepatotoxicita u mySi zplGsobend nimesulidem (80 mg/kg) byla patrna
z histopatologickych zmén a zvySenych hladin  alaninaminotransferasy,
aspartataminotransferasy a bilirubinu. Doslo k vyznamné zmén¢ v genové a proteinové
expresi a enzymové aktivité antioxidantt a kli¢ovych redoxnich enzymi (indukovatelna
NO-synthasa (iNOS), mitochondrialni NO-synthasa (mtNOS), superoxiddismutasa,
(Cu/Zn-SOD a Mn-SOD), glutathionperoxidasa (GPX) a glutathionreduktasa (GR)).
Podéni kombinace kamfenu a geraniolu (10 mg/kg) pted podanim nimesulidu poskytlo
ochranu proti hepatotoxicité¢ in vivo, jak je ziejmé z normalizovanych sérovych
biomarkeri a histopatologie. Exprese mRNA a aktivita klicovych antioxidantt
a redoxnich enzymt spolu s oxida¢nim stresem byly také normalizovany. Kombinace
pfirodnich terpenit kamfenu a geraniolu zabrénila poskozeni bun¢k a nasledné

hepatotoxicité indukované nimesulidem (Singh et al., 2012).
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2.2 Detoxikacéni enzymy

Detoxika¢ni enzymy pusobi v bunécném metabolismu cizorodych latek
(xenobiotik) a endogennich sloucenin vzniklych napt. pii oxida¢nim stresu, které¢ by
mohly zptsobit poskozeni bunck a tkani. Tyto enzymy se tedy ucCastni udrzeni
homeostazy organismu. Miizeme mezi n¢ zaradit biotransformacni a antioxidac¢ni enzymy

(Yang et al. 2011).

2.2.1 Biotransformacni enzymy

V metabolismu xenobiotik se uplatiiuji transportni procesy a biotransformacni
reakce. Biotransformacni reakce muzeme rozdélit do dvou fazi. Prvni faze
biotransformace je oznafovéana jako konverze a zahrnuje reakce oxidac¢ni, redukéni
a hydrolytické. Do druhé skupiny biotransformacnich reakcich patii reakce konjugaéni,
pii kterych xenobiotikum nebo konverzi vznikly metabolit reaguje s endogenni
slouceninou. V¢étSina reakci je katalyzovana enzymy, jen mald cast xenobiotik
je preménovana neenzymove€. Primarnim ukolem biotransformacnich enzymi
je detoxikovat xenobiotika a usnadnit jejich eliminaci. Jako tfeti fdze metabolismu
xenobiotika byva oznacovan transport xenobiotika (Skalova et al., 2017). V diplomové

praci se budu vice vénovat enzymlim prvni faze biotransformace.

2.2.1.1 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP) jsou Sirokou nadrodinou hemoproteind, které hraji
kli¢ovou roli v metabolismu xenobiotik a jsou také vyznamnymi enzymy v metabolismu
nekterych eobiotik. Byly objeveny v roce 1958 a od té doby je jim prdvem vénovana
pozornost fady védeckych pracovist’ svéta. Jsou vyjimec¢né nejen svym vyznamem,

ale také poctem substratili, poctem katalytickych aktivit a indukovatelnosti.

V lidském organismu jsou CYP nejvice zastoupené v jatrech, ale vyznamny
je také jejich vyskyt v gastrointestindlnim traktu, plicich a ledvinach. V mensi mife
se CYP vyskytuji prakticky ve vSech tkdnich (napt. v mlécné zlaze, kiizi, mozku, svalech,
cévach, placenté, nadledvinkach ¢i varlatech nebo vajeCnicich) a specializovanych
buiik4ch (napt. v krevnich destickadch nebo makrofazich). U prokaryot se CYP nachazeji
v cytosolu (v rozpustné forme), u vysSich organismii jsou membranovymi proteiny
lokalizovany zejména v membranich hladkého endoplasmatického retikula
(mikrosomech) nebo v mensi mife v membranach mitochondrii. Vyskytuji se ve vysokém
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poctu isoforem a byly nalezeny ve vSech studovanych prokaryotnich i eukaryotnich

organismech (Ortiz de Montellano, 2005; Skalova et al. 2017).

Nadrodinu CYP lze rozd¢lit na zakladé podobnosti v aminokyselinové sekvenci
apoproteinu na rodiny (znaceno prvni ¢islici), podrodiny (zna¢eno velkym pismenem)
a jednotlivé isoformy (znaceno posledni Cislici). Jednotlivé isoformy se od sebe lisi
aminokyselinovou sekvenci, z ¢ehoz vyplyvaji jejich odlisné vlastnosti, jako je
napt. preference urcitych substrati ¢i citlivost k nékterym inhibitorim. U vétSiny
isoforem byly zjiStény zna¢né rozdily v zastoupeni, afinité i aktivité. Rozdilné vlastnosti
a zastoupeni CYP jsou pfi¢inou vyznamnych rozdilti v ucasti isoforem na biotransformaci
xenobiotik u riznych druhti: napt. peroralni antidiabetikum tolbutamid je u potkant
hydroxylovano pomoci CYP2BI1 a 2B2, u kraliki CYP3A6 a u lidi CYP2CS8 a 2C9
(Skélovéa et al., 2017).

Mnoho xenobiotik mize indukovat nebo inhibovat aktivitu CYP a tyto modifikace
casto vedou k nezadoucim interakcim a toxicité. Modulace aktivity biotransformacnich
enzymu zpusobi zménu intenzity i dobu trvani u¢inku nésledné podanych 1ékii. Dochazi
poté bud’ k n€kolikanasobnému zvyseni plasmatickych hladin G¢inné latky a riziku jejiho
toxického piisobeni nebo ke snizeni plasmatické koncentrace tcinné latky pod limit
1é¢ebného efektu. Pokud dojde ke snizeni koncentrace u¢inné latky pod terapeutickou
hladinu u antibiotik nebo antiparazitik, zvySuje se nebezpeci vzniku rezistence bakterii
¢i parazitil (Skalova et al., 2017). Pfi soucasném podani dvou 1é€iv mize inhibice enzymu

jednim léc¢ivem snizit biotransformaci druhého 1é¢iva (Ortiz de Montellano, 2005).

Autoti Brewer a Chen (2017) zdtraznili problém velkého poctu 1é¢iv a doplnkt
stravy, které byly schvaleny Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA) v USA. Ocenili,
ze pred uvedenim na trh v USA jsou lé¢iva hodnocena z hlediska moznosti inhibovat
nebo indukovat CYP, avSak predpisy pro rostlinné dopliky v USA nevyzaduji dohled
nebo hlaseni nezadoucich ucinkti vyrobcem agentuie FDA (Brewer a Chen 2017;

Teschke, 2019).

Polymorfismy v rodin€ CYP by mohly mit obrovsky dopad na osud terapeutickych
lé¢iv. Polymorfismy CYP2D6, 2C19 a 2C9 piedstavuji nejcastéjsi variabilitu
metabolismu 1éCiv v prvni fazi biotransformace, protoze témét 80 % léCiv, které se dnes
pouzivaji, je témito enzymy metabolizovano. Pfiblizn¢ 5-14 % Kavkazant, 0-5 %

Afri¢anii a 0—1 % Asiatli nema aktivitu CYP2D6 a tito jedinci jsou oznacovani jako Spatni
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metabolizatofi. CYP2C9 je dal§im klinicky vyznamnym enzymem, ktery vykazuje vice
genetickych variant s potencidlné¢ funkénim dopadem na Uc¢innost a nezadouci ucinky
1ékt, které jsou timto enzymem metabolizovany. Rozsahly polymorfismus se vyskytuje
také v jinych CYP genech, jako je napi. CYP1AI, 2A6, 2A13, 2C8, 3A4 nebo 3AS,
a protoze nekolik z téchto CYP (napt. CYP1A1 a 1A2) hraje roli v bioaktivaci mnoha
prokarcinogenti, mohou polymorfismy téchto enzymu pfispivat k variabilni citlivosti

na karcinogenezi (Zhou et al., 2009).

Déle se budu vice vénovat vybranym biotransforma¢nim enzymtim, které byly

studovany v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

CYP1A2

Z podrodiny CYP1A je isoforma CYPIA1 vice zastoupena v extrahepatalnich
tkanich, zatimco isoforma CYP1A2 je primarné exprimovana v jatrech. Ob¢ isoformy
jsou lokalizovany v hladkém endoplasmatickém retikulu (mikrosomech) a jsou hlavnimi
aktivatory kontaminantl zivotniho prostfedi, hlavné prokarcinogent, jako jsou napf.
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), heterocyklické aromatické aminy (HAA)
nebo polychlorované bifenyly (PCB), které mohou transformovat na genotoxické
produkty. Mezi dalsi vyznamné substraty CYP1A1/2 patii napt. kofein, paracetamol,
theofylin, estradiol ¢i warfarin. Mezi induktory se fadi nékteré dioxiny, kofein,
omeprazol, PAH, PCB a HAA (Sansen et al., 2007; Skélova et al., 2017). Piijjem kavy
byl spojen se zvySenym rizikem nefatdlniho infarktu myokardu pouze u jedinct

s pomalym metabolismem kofeinu (Cornelis et al., 2006).

Farmakologicky se indukce CYP1A projevuje napft. slab§im t¢inkem theofylinu
u kufdki, naopak klinicky vyznamnd inhibice CYP1A2 je zplsobena zejména
erytromycinem, klaritromycinem nebo ciprofloxacinem. Indukce exprese CYPIA
probihd prostfednictvim receptoru pro aromatické uhlovodiky (AhR), ktery patii
do rodiny PAS proteintll. PAS proteiny obsahuji tzv. PAS (Per-Arnt-Sim) doménu, ktera
zprostiedkovava vazbu ligandi AhR a jeho dalsi interakce s proteiny v cytoplasmé

1 v jadie (Skalova et al., 2017).

CYP2B6

Enzym CYP2B6 je jednim z desitek lidskych CYP, které se primarné podileji

na biotransformaci 1é¢iv a dalSich xenobiotik. Je primarn€¢ exprimovan v jatrech,
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kde se jeho podil na celkovém mnozstvi mikrosomalnich CYP odhaduje v rozmezi
ptiblizné 1-10 %, s velkou interindividualni variabilitou na trovni proteinu. Kromé¢ jater
je CYP2B6 také exprimovan v kuzi, ledvindch a rtiznych Céastech gastrointestinalniho

traktu a dychaciho systému vcetné plic a nosni sliznice (Zanger a Klein, 2013).

Mezi endogenni latky metabolisované timto enzymem patii kyselina
arachidonovd, kyselina laurova, 17B-estradiol, estron, ethinylestradiol a testosteron.
CYP2B6 ma vyznam v metabolismu pesticidu a dalSich chemickych latek znecist'ujicich
zivotni prostfedi, dale se podili na biotransformaci tane¢ni drogy ,.extaze“
(3,4-methylendioxymetamfetamin, MDMA), coz vede ke vzniku potencialné
neurotoxickych metabolitl. Hraje také malou roli v metabolismu nikotinu (Zanger
a Klein, 2013). Ve studii Miksyse (2003) byla porovnana exprese CYP2B6 v mozcich
kutrdkd a nekufdkt. Hladiny CYP2B6 byly v mozcich kufakti vyssi, a to zejména

v mozkovych Purkynovych butikach a hipokampalnich pyramidalnich neuronech.

Mezi 1é¢iva metabolizovand zejména CYP2B6 patii artemisinin, bupropion,
cyklofosfamid, efavirenz, ketamin a methadon. CYP2B6 je jeden z nejvice polymorfnich
CYP genti u lidi a bylo prokazano, ze rizné varianty ovliviiuji katalytickou aktivitu,
transkripéni regulaci, sestfih a expresi mRNA i proteinu. Vzhledem k existenci
rozsahlého genetického polymorfismu, silnych inhibitorii a induktorti je aktivita CYP2B6
v populaci velmi variabilni. U nékterych klinicky pouZivanych lé€iv, vcetné
antiretrovirovych 1€ki efavirenzu a nevirapinu, se ukazalo, Ze jednonukleotidové
polymorfismy CYP2B6 jsou uzite€nymi prediktory farmakokinetiky a odezvy na léciva

(Wang et al., 2008; Zanger a Klein, 2013).

Klotrimazol, fenobarbital, rifampicin a ritonavir jsou silnymi induktory CYP2B6
(Faucette et al., 2004), naopak mezi silné inhibitory CYP2B6 patii napf. abortivum
mifepriston, antiparkinsonikum selegilin nebo thienopyridinové derivaty klopidogrel
a tiklopidin, coZ jsou lécCiva, ktera selektivné inhibuji agregaci desticek a klinicky se jiz
nekolik let pouzivaji pro prevenci aterothrombotickych piihod (Zanger a Klein, 2013).
Nedavno byl objeven také mirny inhibi¢ni uc€inek borneolu a isoborneolu na hydroxylaci
bupropionu, ktera je katalyzovana CYP2B6. Inhibic¢ni u¢inky vici CYP2B6 vykazovaly
také kafr, mentol ¢i eukalyptol (Seo et al., 2008). Citral a geraniol siln¢ inhibovaly
aktivitu CYP2B6 hydroxylasy kompetitivnim zpGsobem. Tato in vitro data ukazuji,
ze velké mnozstvi téchto dvou monoterpenoidi (citralu a geraniolu) by mohlo interagovat

s 1éCivy, kterd jsou metabolizovana pomoci CYP2B6. Farmakokinetika téchto slouc¢enin
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in vivo by méla byt dale zkouména, aby se urcilo, zda ma inhibice aktivity CYP2B6

monoterpenoidy klinicky vyznam (Seo et al., 2008).

CYP2C9

Enzymy z podrodiny CYP2C jsou u lidi zastoupeny 4 isoformami: CYP2CS,
CYP2C18, CYP2C19 a v neposledni fadé¢ CYP2C9, coz je dilezitd isoforma zejména
pro metabolismus 1é¢iv. CYP2C9 je lokalizovan v jatrech v hladkém endoplasmatickém
retikulu (mikrosomech). Exprese CYP2C9 je regulovana PXR (pregnanovy X receptor)
a CAR (konstitutivni androstanovy receptor), jehoz aktivace probihd dvéma zplsoby:
pfimou aktivaci nuklearniho receptoru ligandem nebo neptimo bez vazby na nuklearni
receptor. Mezi substraty tohoto enzymu patii predev§im léCiva warfarin, tolbutamid,
nesteroidni antiflogistika a n¢kterd antiepileptika (napf. fenytoin) (Stubbins et al., 1996;
Skalova et al., 2017).

V klinické praxi je casto pozorovano zpomaleni metabolismu warfarinu
pii souc¢asném podani amiodaronu, coz je inhibitor CYP2C9 stejné jako flukonazol
nebo sulfafenazol. Opakem je vyrazny vzestup koncentraci s naslednymi projevy toxicity,
ktery byl pozorovdn u fenytoinu po soufasném podani flukonazolu, fluoxetinu
¢i omeprazolu. Tyto situace mohou nastat také v dusledku genetického polymorfismu

(Skalova et al., 2017).

Mutace v genu CYP2C9 vedou k expresi tii alelickych variant, CYP2C9*1,
CYP2C9*2 a CYP2C9*3. Jak CYP2C9*2, tak CYP2C9*3 vykazuji zménéné katalytické
vlastnosti in vitro ve srovnani s enzymem divokého typu a jsou spojeny se zvySenym
rizikem nadmérné koagulace a krvacivych piihod u pacienti lécenych warfarinem.
Exprese CYP2C9*3 je spojena se sniZzenou clearance S-warfarinu a nebezpecné
zhorSenou terapeutickou odpovédi na normélni davky tohoto racemického IéCiva.
Screening alelickych variant CYP2C9 muzZe klinickym lékafim umoZnit upravit
davkovani 1éciva a snizit tak riziko neZadoucich ucinkl (Steward et al., 1997; Higashi,

2002).

Podrodinu CYP2C Ize oznacit za vyjimecné CYP s pouze deaktivacnim ti¢inkem,
jelikoZ zatim nebyl nalezen Zadny substrat, ktery by byl isoformami CYP2C
metabolizovan na toxiCt€j$i produkt. Na rozdil od toxika¢niho u¢inku CYPIA,
jehoz indukce je velmi nezddouci a miiZze mit zavazné dasledky, zvlasté pro osoby Zijici
nebo pracujici v siln€¢ kontaminovaném prostiedi (Skalova et al., 2017).
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CYP3A4

v

CYP3A4 je z hlediska metabolismu 1€¢iv nejvyznamngjsi isoformou. Vyskytuje
se v hladkém endoplasmatickém retikulu (mikrosomech) a to zejména v jatrech
a ve stievé, v menSim mnozstvi také v ledvinach, placenté, plicich nebo mozku.
Pravdépodobné se podili na metabolismu az 50 % vSech 1é¢iv uzivanych v humanni
mediciné. Mezi jeho substraty patfi mnoho xenobiotik nejriznéjsi struktury,
coz zpusobuje velkd plasticita vazebného mista tohoto enzymu. Nizka substratova

selektivita predstavuje riziko 1ékovych interakci.

Exprese CYP3A4 je regulovana pies PXR, jehoz ligandy jsou napi. 1éCiva
rifampicin ¢i dexamethason. PXR je oznaCovéan jako tzv. nuklearni receptor a nalezi
do rodiny transkripénich faktor aktivovanych nizkomolekuldrnimi latkami. V téle
je ve velké mife pfitomen pfedev§im v jatrech, méné v zaludku, ledvindch, tenkém
a tlustém stieveé (tato lokalizace vyznamné koreluje s expresi CYP3A4 i transportéru
P-glykoproteinu) a pulsobi jako tzv. ,senzor* toxickych endogennich metaboliti
1 exogennich chemickych latek. Aktivace PXR probihd pfimou vazbou ligandu
na receptor, PXR tvofi dimer s retinoidnim X receptorem-a (RXPa) a spolecné
rozpoznavaji specifické sekvence promotorové DNA regulovanych cilovych gent
oznacované jako responzivni element PXR-RE (PXR response element) (Kolars et al.,

1992; Skalova et al., 2017).

Z hlediska schopnosti indukovat CYP3A4 a aktivovat PXR byl v primarnich
kulturach lidskych hepatocyti od Sesti darct hodnocen vliv 14 1é¢iv na mRNA
a proteinovou expresi a mikrosomdlni aktivitu CYP3A4. Aktivace PXR korelovala
s indukénim potencidlem pozorovanym v kulturach lidskych hepatocyti. Klotrimazol,
fenobarbital, rifampicin a sulfinpyrazon vysoce aktivovaly PXR a indukovaly CYP3A4;
karbamazepin, dexamethason, dexamethason-terc-butylacetat, fenytoin, sulfadimidin
a taxol slab¢ aktivovaly PXR a indukovaly aktivitu CYP3A4, methotrexat a probenecid
nevykazovaly Zadnou vyraznou aktivaci PXR. Ritonavir a troleandomycin vykazovaly
vyraznou aktivaci PXR, ale zadné zvySeni (v ptipad¢ troleandomycinu) nebo vyznamné
sniZzeni (v pfipadé€ ritonaviru) mikrosomalni aktivity CYP3A4. Dospélo se k zavéru,
ze ,,gene reporter assay* pro PXR je spolehlivou a doplitkovou metodou pro posouzeni

indukéniho potencidlu 1é¢iv a jinych xenobiotik na CYP3A4 (Luo et al., 2002).
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Mezi inhibitory CYP3A4 patii napf. makrolidova antibiotika, ketokonazol,
lovastatin, chinin nebo grapefruitovy dzus (Skalova et al., 2017). Bylo prokéazano,
ze opakované poziti grapefruitové stavy vede ke ztrat¢ CYP3A4 z epitelu tenkého stieva.
U zdravého dobrovolnika doslo ke snizeni 0 47 % do 4 hodin po konzumaci grapefruitové

Stavy (Schmiedlin-Ren et al., 1997).

2.2.1.2 Dalsi vybrané biotransformacni enzymy

V experimentalni ¢asti této diplomové prace jsem se rovnéz vénovala enzymim

z rodiny aldo-ketoreduktas a karbonylreduktas, proto se o nich stru¢né¢ zminim.

AKRI1C

Aldo-ketoreduktasy (AKR) ptedstavuji nadrodinu cytosolickych oxidoreduktas,
vyskytujicich se ve vétSin€ Zivych organismu. Jsou tkanové specifické a vyuZivaji
NADPH jako kofaktor pti redukci aldehydl a ketont na primérni a sekundarni alkoholy.
Dosud bylo identifikovano 15 rodin AKR, jejichz obecnym rysem je nizka substratova
specifita a schopnost preménovat xenobiotika (daunorubicin, akrolein) i latky

endogenniho plivodu (sacharidy, retinal, ketosteroidy) (Skalova et al., 2017).

Podrodina AKRI1C zahrnuje ¢tyfi lidské enzymy AKR1C1, AKR1C2, AKRI1C3
a AKR1C4, které sdileji vysoké procento shody aminokyselinové sekvence (84-98 %),
napi. AKR1C1 a AKRIC2 se lisi pouze v sedmi aminokyselinovych zbytcich. Enzymy
AKRIC, s vyjimkou AKR1C4, ktery je specificky pro jatra, jsou exprimovany v riiznych
normdlnich 1 nemocnych tkanich a byly spojeny s nckolika chorobami, jako je
napt. myeloidni leukemie, rakovina plic, prsu, prostaty ¢i endometria. Tyto enzymy
reguluji aktivitu androgend, estrogenti a progesteronu, funguji jako enzymy prvni faze
biotransformace, jsou odpovédné za metabolismus a clearance riznych xenobiotik,

proto se také podileji na vzniku rezistence vii¢i riznym lé¢ivim (Rizner, 2012).

AKRI1C katalyzuji redukci nitrosoaminu z tabdku na méné toxicky a snadnéji
eliminovatelny produkt, metabolisuji antiemetikum dolasetron a hraji zasadni roli
v deaktivaci protinadorového 1é¢iva doxorubicinu a potencidlniho cytostatika oracinu
(Skalova et al., 2017). Farmakokinetické studie odhalily, Ze oracin podléha metabolické
inaktivaci redukci karbonylové skupiny, coz piispiva k rezistenci na chemoterapii.
Aktivita AKR1C1 v celkové redukci oracinu byla o jeden fad vyssi nez aktivita AKR1C2

a 1C4. Podrobné znalosti o vSech enzymech zapojenych do detoxikace oracinu mohou
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pomoci ke zlepSeni protinddorového 1écebného rezimu, a to zejména spolecnou aplikaci

ptislusnych inhibitorti (Wsoél et al., 2007).

CBR1

Karbonylreduktasy (CBR) patii do skupiny dehydrogenas/reduktas s kratkym
feté¢zcem (SDR). U ¢lovéka jsou CBR exprimovany ve vétsing tkani, vysoké hladiny byly
nalezeny piedevs§im v jaterni tkani, placenté nebo centrdlni nervové soustavé (Skalova
et al., 2017). Jsou to NADPH-dependentni, vétSinou monomerni, cytosolické enzymy
se Sirokou substratovou specificitou pro mnoho endogennich a xenobiotickych
karbonylovych slouc¢enin. Katalyzuji redukci endogennich prostaglandini, steroidi
a dalsich alifatickych aldehydi a ketont. Rovnéz redukuji Sirokou skalu xenobiotickych
chinont odvozenych od polycyklickych aromatickych uhlovodikti (Forrest a Gonzalez,
2000). Mezi substraty CBR patfi mimo jiné warfarin, menadion (vitamin K3)

¢i antipsychotikum haloperidol (Skéalova et al., 2017).

CBR také redukuje antracyklinova protinddorovd I1é¢iva daunorubicin
a doxorubicin na jejich C-13-hydroxylované metabolity, ¢imZz se méni farmakologické
vlastnosti téchto 1€kt (Forrest a Gonzalez, 2000). CBRI1 redukuje doxorubicin
na metabolit doxorubicinol (Gonzalez-Covarrubias et al., 2009). Snizeni aktivity CBR1
pomoci farmakologickych inhibitord mize byt u pacientii podstupujicich chemoterapii

uzitecnym prosttedkem ke zmirnéni vedlejSich ucinkli doxorubicinu (Olson et al., 2003).

CBR1 chrani bunky pfed peroxidaci lipidi, a jelikoz bunky lidského
hepatocelularniho karcinomu (HCC) jsou v hypoxickych podminkach vystaveny
oxida¢nimu stresu, bylo ve studii Taka et al. (2011) testovano, zda je CBR1 upregulovana
faktorem indukovanym hypoxii (HIF-1a), pomaha ristu nadoru pii hypoxii a poskytuje
chemorezistenci vici cisplatiné a doxorubicinu v HCC. Promotor genu pro CBRI1 byl
aktivovan HIF-1a, nasledné nadmérna exprese CBR1 zvysila preziti bunék sniZenim
oxidacniho stresu za hypoxickych podminek pii 1écbé cisplatinou a doxorubicinem.
Kombinovand terapie inhibitori CBR1 s cisplatinou nebo doxorubicinem zvySovala
bunécnou smrt v buitkdch HCC, coz ukazuje, Ze inhibice CBR1 specifickymi inhibitory
zvySuje ucinnost protinddorového léciva v HCC a mulzZe se uplatnit jako dobry
molekularni cil pro vyvoj novych protinddorovych 1é€iv pro pacienty s HCC (Tak et al.,
2011).
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2.2.2 Antioxidacni enzymy

Lidské télo chrani komplexni antioxidacni ochrannou sit, kterd se spoléha
na endogenni enzymové a neenzymové antioxidanty. Tyto molekuly spole¢né plisobi
proti volnym radikaltim, aby odolavaly jejich Skodlivym ucinkiim na zivotn¢ diilezité
biomolekuly a tkdn€. Na zdklad¢ jejich reakce ptitomnost volnych radikall je 1ze rozd¢lit
na antioxidanty prvni, druhé, tieti a ¢tvrté linie. Tyto linie obrany zahrnuji prevenci
vzniku radikalti, zneSkodnéni radikald, opravu radikaly-vyvolaného poskozeni
a adapta¢ni mechanismy. Role a u¢innost antioxidantii prvni linie obrany, ktera v zadsadé
zahrnuje antioxidacni enzymy superoxiddismutasu (SOD), katalasu (CAT),
glutathionperoxidasu (GPX) a proteiny chelatujici pfechodné kovy (ceruloplasmin,
transferin, feritin), je dilezitd a nezbytna v celé obranné strategii antioxidantli, zejména
s ohledem na superoxidovy anion radikal, ktery je trvale vytvafen pii normdlnim
metabolismu téla, zejména v procesu aerobni respirace v mitochondriich. Do druhé linie
obrany patfi nizkomolekularni antioxidanty (napf. askorbat, a-tokoferol, glutathion),
které zneSkodnuji jiZz vzniklé ROS a pterusuji tak fetézovou reakci. Do tfeti linie obrany
se zapojuji enzymy, které opravuji poskozeni biomolekul vzniklé pisobenim ROS. Patfi
mezi n¢ razné polymerasy, glykosylasy a nukleasy, které opravuji poskozenou DNA,

a proteolytické enzymy (Ighodaro a Akinloye, 2018).

V této ¢asti se budu vénovat vybranym antioxidacnim enzymim, jejichZ expresi

jsem stanovovala v experimentalni ¢asti prace.

Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasy (SOD) jsou vsudypfitomnou rodinou enzymu, které
katalyzuji pfeménu (dismutaci) superoxidu na peroxid vodiku a molekuldrni kyslik.
Dosud byly biochemicky a molekularné charakterizovany tfi jedine¢né a vysoce
kompartmentalizované savéi SOD, ktere se 1181 kofaktorem neboli atomem kovu hrajicim

roli v katalytickém ucinku enzymu (Ewing a Janero, 1995; Zelko et al., 2002).

Enzym SODI1 (Cu,Zn-SOD) byl charakterizovan jako prvni, tento homodimer
obsahujici méd’ a zinek se nachazi témet vyhradné v intracelularnich cytoplasmatickych
prostorech. Enzym SOD2 (Mn-SOD) obsahuje méd a vyskytuje se jako tetramer
v mitochondriich. Posledni charakterizovany eukaryoticky SOD je extracelularni

tetramer SOD3 (Cu,Zn-SOD/EC-SOD) také obsahujici méd’ a zinek (Zelko et al., 2002).
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Extracelularni prostor je pted oxidacnim stresem chranén timto enzymem, ktery je vysoce
exprimovan ve vybranych tkanich vetné krevnich cév, srdce, plic, ledvin a placenty.
Na svém C-konci obsahuje jedine¢nou doménu vazajici heparin, ktera zajistuje lokalizaci
do extracelularni matrix, kde enzym vychytava superoxid. EC-SOD heparin vazajici
doména muze byt odstranéna proteolytickym Stépenim a tim dojde k uvolnéni aktivniho
enzymu do extracelularni tekutiny. EC-SOD také zachovava bioaktivitu oxidu dusnatého
a usnadiuje expresi genu indukovanou hypoxii. Ztrata aktivity enzymu pfispiva
k patogenezi fady onemocnéni zahrnujici tkan€ s vysokou hladinou konstitutivni exprese

EC-SOD (Nozik-Grayck et al., 2005).

Molekularni porozuméni kazdému z geni SOD se ukazalo jako uzite¢né
pti desifrovani jejich biologickych roli. Naptiklad fada mutaci jednotlivych aminokyselin
v SODI byla spojena s familidrni amyotrofickou lateralni skler6zou. Knock-out genu
SOD2 u mysi ma za nasledek smrtici kardiomyopatii. Jedind mutace aminokyselin
v lidském SOD3 je spojena s 10 az 30nasobnym zvysSenim hladin SOD3 v séru (Zelko
et al., 2002).

Katalasa

Katalasy (CAT) nebo piesnéji hydroperoxidasy jsou jednou z nejstudovangjsich
tfid enzymu. Existuje mezi nimi urCitd rozmanitost a lze je rozdélit do ¢tyt skupin:
monofunkéni CAT, bifunkéni katalasu-peroxidasu, minoritni CAT a nehemové CAT.
Typickda monofunkéni katalasa obsahujici hem je v pfirodé nejrozsitengjsi, je to 240
kilodaltonovy (kDa) tetramerni protein se ¢tyimi podobnymi podjednotkami. Kazda
polypeptidova podjednotka ma hmotnost 60 kDa a obsahuje jediny ferriprotoporfyrin.
Katalasova aktivita tkdni se velmi 1i$i, nejvyssi je v jatrech a ledvinach, v pojivové tkéani

je naopak nizka (Chelikani et al., 2004; Ighodaro a Akinloye, 2018).

Enzym katalasa je povazovana za hlavni regulator metabolismu peroxidu vodiku.
Celkova reakce katalyzovana katalasami je degradace dvou molekul peroxidu vodiku
na vodu a kyslik: 2 H2O2 = 2 H20 + O,. Peroxid vodiku je pii vysokych koncentracich
toxicky, zatimco pifi nizkych koncentracich se zda, Ze moduluje nékteré fyziologické
procesy, jako je signalizace pfi bunécné proliferaci, apoptose, metabolismu sacharidii
nebo aktivaci thrombocytli. Mutace genu katalasy byly detekovany ve spojeni s diabetes

mellitus, hypertenzi a vitiligem, coZ je neinfekéni koZni porucha. SniZeni katalasové
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aktivity u pacientli s nadory je spiSe zpiisobeno sniZenou syntézou enzymi nez mutacemi

v genu pro CAT (Goth et al., 2004).

Glutathionperoxidasa

Glutathionperoxidasa (GPX) je dulezity intracelularni enzym, ktery
v mitochondriich a cytosolu za ucasti koenzymu glutathionu §tépi peroxidy vodiku
na vodu a peroxidy lipidi na jejich odpovidajici alkoholy, a tim chrani bunky pted
oxida¢nim stresem. Dosud bylo identifikovano osm enzymu: GPX1 — GPXS, kter¢ se lisi

strukturou, lokalizaci, funkci a zavislosti na selenu (Ighodaro a Akinloye, 2018).

v

GPXI1 je nejhojnéjsim typem, nachazi se v cytoplasmé témét vSech savcich tkani
a jeho substratem je zejména peroxid vodiku. GPX4 ma vysokou preferenci pro lipidové
hydroperoxidy; je také exprimovan téméf v kazdé savci buiice, 1 kdyZ v mnohem nizsich
hladinach (Muller et al., 2007). GPX2 a GPX3 jsou lokalizovany extracelularné. GPX2
se nachazi v gastrointestinalnim traktu, predevsim ve stievé. Ledvina je vzhledem
k ostatnim tkanim primarnim mistem exprese pro GPX3. VétSina forem GPX
ma tetramerni strukturu, ale GPX4 (téz fosfolipidovd GPX) je monomer a li§i se
substratovou specifitou, ma také mitochondrialni isoformu, kterd zprostiedkovava
apoptotickou odpovéd na oxidacni stres. GPXS5 az GPX8 se lisi od jinych
glutathionperoxidas v tom, ze je vnich selenocystein nahrazen redoxné aktivnim
cysteinovym zbytkem a jejich aktivita je tedy nezavisla na selenu (Ighodaro a Akinloye,

2018).

Ateroskler6za u pacientil s diabetem mellitem 2. typu byla spojena se zvySenym
oxida¢nim stresem. GPX1 hraje dtlezitou roli v antioxidacni obrané cévni stény.
Vysledky studie Hamanishiho et al. (2004) naznacuji, ze genetické polymorfismy
v GPX1 jsou spojeny s rizikem kardiovaskuldrnich a perifernich vaskularnich
onemocnéni u diabetiktl 2. typu. Také rakovina prsu mize souviset s oxida¢nim stresem.
Konkrétné polymorfismus GPX1 Pro198Leu je spojovan s rizikem vzniku rakoviny plic
a prsu u Zen (Ravn-Haren et al., 2006) a rakoviny prostaty u muzi (Arsova-Sarafinovska
et al., 2009). Individualni vnimavost k rakovin¢ prostaty muize byt modulovana
polymorfismem GPX1 a v kombinaci genetickych faktorii podilejicich se na oxida¢ni
reakci s environmentalnimi karcinogeny muze hrat dilezitou roli v karcinogenezi prostaty

(Arsova-Sarafinovska et al., 2009).
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Glutathion-S-transferasa

vvvvvv

Glutathion-S-transferasy (GST) jsou jednou z nejdllezitéjSich rodin
detoxika¢nich enzymu v pfirod¢, na zéklad¢ proteinové sekvence a struktury se déli
na cytosolické (13 tiid: alfa, beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi
a omega), mitochondridlni (tfida kappa) a mikrosomalni GST (4 podskupiny MAPEG
[-IV). Mitochondridlni a mikrosomalni GST jsou velmi diverzifikované¢ a vzajemné
nepodobné. Cytosolické GST jsou pomérné konzervované, obvykle mivaji az 40%
sekvencni homologii (Eaton, 1999; Oakley, 2011) a vyskytuji se ve form¢ homodimerta
nebo heterodimert. Jednotlivé isoformy cytosolickych GST se lisi organovou distribuct,
napf. v jatrech je vysoce exprimovana tfida A a velmi malo tida P, ktera mé zvysenou

expresi naopak v proliferujicich (napt. nddorovych) buitkach (Skalové et al., 2017).

GST katalyzuji konjugaci glutathionu (GSH) s riznymi elektrofilnimi latkami,
maji Sirokou substratovou specificitu pro mnoho xenobiotickych karbonylovych
sloucenin vcetné oxidi arenu, nenasycenych karbonylli, organickych halogenida
a dalSich substratl. Byla identifikovana cela fada endogennich substratl, napt. vedlejSich

produktt aktivity ROS (Strange et al., 2001).

Nekteré lidské isoformy GSTA (GSTA1 a GSTA2) vykazuji téz peroxidasovou
aktivitu vic¢i produktim peroxidace lipidl, napi. hydroperoxidim mastnych kyselin
a fosfolipidovym hydroperoxidim. GSTA1 efektivné redukuje produkt peroxidace
kyseliny linolové, 13-hydroperoxyoktadekadienovou kyselinu, na odpovidajici hydroxy-
derivat. Isoformy GSTM1 a GSTM2 maji jen slabou na selenu nezavislou peroxidasovou

aktivitu (BouSova a Skalova, 2012).

GST funguji také jako transportni proteiny. Izoenzym GSTA se nachézi
v ledvinach, a pfedevs§im v centrilobuldrnich hepatocytech a je tedy citlivym a relativné
specifickym biomarkerem pro jaterni buiiky (Smith et al., 2013). Sérova GSTB je zvySena
u akutni hepatitidy virového nebo Iékového pivodu, piicemz se zvySuje pétkrat
az desetkrat vice nez aminotransferasy. Bylo pozorovadno masivni zvySeni enzymu
pfi toxickém pisobeni paracetamolu, u jaternich metastaz a pfi nelé€ené hypertyredze.
Kationtovéa forma GSTB se vyskytuje v jatrech jako protein vazajici bilirubin (ligandin),
zatimco aniontové formy jsou pfitomny v plicich, svalech a erythrocytech (Mclntyre

a Rosalki, 1994).
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Plsobeni induktorii a inhibitord GTS muze vyrazné ovlivnit metabolismus 1é¢iv
podléhajicich konjugaci s GSH, coz mize mit farmakologické a toxikologické disledky.
Indukéni ucinek na GST vykazuji barbituraty, PAH ¢i thiol-reaktivni slouc¢eniny (Skalova
etal., 2017). Studie Steinkellnera (2005) uvadi, Ze kava u lidi indukuje GSTP a naznacuji
tak, ze konzumace kavy miize vést k ochrané pted polycyklickymi aromatickymi
uhlovodiky (Steinkellner et al., 2005). Mezi inhibitory GST patii napt. bilirubin, zlucové
kyseliny a indometacin (Skalova et al., 2017). Kurkumin byl také u¢innym inhibitorem

aktivity cytosolické GST v jatrech potkant (Oetari et al., 1996).

Aktivitu GST ovliviluje mimo jiné geneticky polymorfismus, u c¢loveka
je nejbéznéjsi delece genu pro GSTM1, kterad detoxikuje PAHy, a byla popsana u témér
50 % belosské a 90 % polynéské populace. U homozygotil, u nichz zcela chybi tento
protein, byla zaznamenana vét$i nachylnost k poskozeni DNA a zvySené riziko rozvoje
rakoviny plic. DalSim castym polymorfismem je delece genu kddujiciho GSTTI
nebo GSTP1, u néhoz byly popsany 4 rizné bodové mutace modifikujici aktivitu (zvySeni

1 sniZzeni) mutovaného enzymu (Skalova et al., 2017).

GST detoxikuji potencidlné mutagenni a toxické elektrofily reaktivni s DNA,
véetné metaboliti n€kolika chemoterapeutickych latek, z nichz nékteré jsou podezielé
z karcinogenity. Polymorfismy v genech, kter¢ koéduji GST, méni nachylnost
na chemoterapii indukovanou karcinogenezi, konkrétné na akutni myeloidni leukemii
souvisejici s terapii (t-AML), coz je devastujici komplikace dlouhodobého preziti
rakoviny. Vysvétleni genetickych determinant miize pomoci identifikovat jedince
se zvySenym rizikem rozvoje t-AML. Dédi¢nost alespoii jedné alely Val na kodonu 105
GSTP1 pfedstavuje signifikantné zvySené riziko vzniku t-AML po cytotoxické

chemoterapii ale ne po radioterapii (Allan et al., 2001).

Glutathionreduktasa

Glutathionreduktasa (GR) je flavoprotein, ktery katalyzuje redukci oxidovaného
glutathionu (GSSG) na redukovanou thilovou formu glutathionu (GSH) za tucasti
NADPH jako donoru elektront. Sklada se ze dvou identickych podjednotek, z nichz
kazda ma hmotnost 55 kDa. GR se uplatiiuje pii detoxikaci peroxida a volnych radikala
vytvoifenych v mitochondriich, je dulezity pro antioxida¢ni ochranu a udrzovani

redoxniho potencialu buiiky (Colak a Zori¢, 2019).
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V kvasinkach a lidskych buiikach jediny gen exprimuje vice nez jednu formu
glutathionreduktasy, ktera je ur¢ena k pobytu v cytoplasmé nebo k translokaci do riznych
organel. V rostlinach byly popsany dva geny, hmyz a kinetoplastidy (skupina protozoi
véetn¢ Plasmodia a Trypanosoma) obecné neexprimuji glutathionreduktasu
nebo biosyntetické enzymy glutathionu. Misto toho exprimuji bud’ thioredoxinovy

systém nebo trypanothionovy systém (Couto et al., 2016).

Mezi poruchy, které byly spojeny s nedostatkem tohoto enzymu v ¢ervenych
krvinkach, byly zahrnuty nemoci jako je hemofilie, erythroleukemie, hemoglobinopatie
C a Gaucherova choroba. Tyto poruchy vSak nemohly byt zpisobeny nedostatkem
enzymu. Bylo zjisténo, ze spoleCnym faktorem u pacientli byl nizky pfijem riboflavinu
v potrave. Lécba riboflavinem u anemickych pacientli s deficitem glutathionreduktasy
vedla

ke korekci deficitu enzymu, ale neméla zadny vliv na anemii (Beutler, 1972).

Vysledky studie Murakamiho et al. (1989) ukazuji, ze snizeni hladin redukované
formy glutathionu v erythrocytech diabetiki je zplsobeno naruSenou syntézou
glutathionu, a Ze zvySeni hladin GSSG je zptsobeno snizenou transportni aktivitou GSSG
membranou erythrocytll spolecné se snizenim aktivity glutathionreduktasy. Tato data také
naznacuji, ze poSkozeni metabolismu glutathionu oslabuje obranny mechanismus proti

oxida¢nimu stresu v erythrocytech diabetiki.
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3. CIL PRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv monoterpenu citralu
na expresi vybranych biotransformacnich a antioxida¢nich enzymt v HepaRG buiikach.
Dil¢im cilem bylo stanoveni cytotoxicity citralu na HepaRG bunky pomoci testu neutralni

cervené. K dosazeni cilt bylo tieba provést:

e Rozmrazeni HepaRG bunék, pocitani bun¢k v Biirkerové komurce, pasdzovani,
nasazeni, kultivace a ovlivnéni bunck citralem a induktory (rifampicin,

B-naftoflavon, oltipraz)
e Provést test cytotoxicity pomoci roztoku neutrdlni cervené (NRU test)

e Stanovit genovou expresi CYP1A2, CYP2B6, CYP2C, CYP3A4, AKRIC,
CBR1, SOD1/2, CAT, GPX1, GPX4, GSTA, GSTP a GR pomoci qPCR

e Stanovit koncentraci proteinu ve vzorcich a optimalizovat metodu Western
blotting, nésledné stanovit proteinovou expresi CYP2C9, CYP3A4, AKRIC3
a CBR1
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité pristroje a pomiicky
e Analytické vahy CP225D — Sartorius
e ChemiDoc MP Imaging System — BioRad
e Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos — Thermo Fisher Scientific
e (CO; inkubator Forma — Thermo Fisher Scientific
e Hlubokomrazici box — Arctiko
e Laboratorni vahy M-prove — Sartorius
e Laminarni box Aura Vertical S.D.4 — BioAir
e Magnetickd michacka — Heidolph
e Mini-PROTEAN Tetra Cell — BioRad
e NanoDrop 2000 — Thermo Fisher Scientific
e PCR cyklér MJ Mini Thermal Cycler — BioRad
e PCR QuantStudio 6 Flex — Applied Biosystems
e pH metr WTW pH level 2 — inoLab
e Spektrofotometr NanoQuant Infinite M200 Pro — Tecan
e Thermomixer Comfort — Eppendorf
e Trans-Blot Turbo Transfer System — BioRad
e Vortex-V-1 plus — Biosan

e ostatni bézné laboratorni vybaveni (Biirkerova komurka, bunicina, falkonky,
kadinky, kahan, kultiva¢ni desticky, kultiva¢ni lahve, mikrozkumavky, pipety
a Spicky Eppendorf, rukavice apod.)
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Akrylamid/bis-akrylamid 37,5:1 (40% w/v) — Serva
Pierce™ BCA Protein Assay Kit — Thermo Fisher Scientific
Deoxynukleotidy (ANTP) — Generi Biotech
Detergent RNaseZAP — Sigma Aldrich
Diethylpyrokarbonat (DEPC) — Biogen
Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma Aldrich
Dithiotreitol (DTT) — New England Biolabs

DNasa I — New England Biolabs

DNasa I pufr — New England Biolabs

Dodecylsiran sodny (SDS) — Lach-Ner

Ethanol 99% — Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Penta

Ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina (EGTA) —
Sigma Aldrich

Fenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Fetalni hovézi sérum (FBS) — Sigma Aldrich
Fosfatovy pufr (PBS) — Penta

Glycin — Sigma Aldrich

Hovézi sérovy albumin (BSA, 20%) — Sigma Aldrich
Hydrokortison hemisukcinat — Sigma Aldrich

Chemiluminiscenéni detekéni &inidla (Amersham™ ECL™ Prime Luminol
Enhancer solution a Amersham™ ECL™ Prime Peroxide solution) — GE

Healthcare
Chlorid sodny (NaCl) — Penta

Chloroform — Sigma Aldrich
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Insulin — Sigma Aldrich
Isopropanol — Sigma Aldrich

Kultivacni médium Gibco Williams' Medium E, GlutaMAX™ Supplement —

Thermo Fisher Scientific
Nahodné hexamery — Generi Biotech

Nespecifické sondy SYBR green I (Xceed qPCR SG Mix) — Institut aplikovanych

biotechnologii, Praha

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) — Sigma Aldrich
Persiran amonny (APS) — Sigma Aldrich

Primery — Generi Biotech

Reverzni transkriptasa (RT) ProtoScript II — New England Biolabs
RT pufr ProtoScript II — New England Biolabs

SuSené odsttedéné mléko — Sigma Aldrich

Synteticky penicilin-streptomycin (Pen/Strep) — Sigma Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) — Penta

Tris-pufrovany fyziologicky roztok (TBS)

Trizol (TriReagent) — Sigma Aldrich

Tween 20 — Sigma Aldrich

ostatni bézné chemikalie Cistoty p.a.
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4.3 Bunécna linie
K praci byla pouzita bunétna linie HepaRG bun¢k od firmy BIOPREDIC

International, coz jsou buiiky isolované od darce s cholangiokarcinomem, které¢ nesou

vlastnosti Casnych jaternich progenitorovych bunék i zralych hepatocytt (web 1).

4.3.1 Priprava kultiva¢nich médii

Kultivatni média byla pfipravovana steriln¢ v laminarnim boxu. Byl pouzivan
jednorazovy spotfebni material a nadoby sterilizované pomoci autoklavu. Laminarni box

byl vysvicen UV lampou po dobu 20 — 30 minut a povrchy boxu byly vytfeny ethanolem.

4.3.1.1 Rustové médium

Ristové médium bylo pfipraveno smichdnim 500 ml média Williams' Medium

E, GlutaMAX™ Supplement s:
e 50ml FBS
e 1,2 ml Pen/Strep
e 275 pul insulin (vysledné koncentrace v médiu 5 pg/ml)

e 13,3 mg hydrokortison hemisukcinat (vysledna koncentrace v médiu 50 uM)

4.3.1.2 Diferencia¢ni médium

Diferenciaéni médium bylo pfipraveno smichanim rastového média s DMSO

(vysledna koncentrace 2% DMSO).

4.3.2 Rozmrazovani bunék

Do plastové zkumavky bylo pfipraveno 4,5 ml ptedehiatého kultiva¢niho
rustového média (37 °C) na 0,5 ml zamraZené bunécné suspense (nutno ziedit obsah 10x).
Zkumavka s bunécnou suspensi byla zahtata ve vodni ldzni cca 1-2 min tak, aby doslo
k téméft uplnému roztaveni obsahu, a otfena lihem. Obsah zkumavky byl steriln€ pienesen
do plastové zkumavky s médiem, prazdna zkumavka byla né€kolikrat vyplachnuta trochou
média.

Poté byly buiiky spocitany pomoci trypanové modii (viz. kapitola 4.3.3 Pocitani

bunék v Biirkerové komirce). Dle koncentrace a objemu byla suspense stoc¢ena
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na centrifuze 3 minuty pii 4 °C a 500 x g. Dale byl odstranén supernatant, pfiddno nové
médium a buiiky byly resuspendovany. Do 25 cm? lahve bylo nasazeno 1,5 x 10° bungk
v 5 ml média. Po 24 hodindch v inkubatoru (vytemperovaného na 37 °C v atmosféie

5 % CO») byla zkontrolovana morfologie bun¢k a vyménéno médium.

4.3.3 Pocitani bunék v Biirkerové komurce

Biirkerova komtrka je tvofena silnym podloznim sklem se dvéma vyrytymi
pocitacimi sitémi s presné danou plochou a hloubkou (Obr. 2). Pocitaci sit’ obsahuje
9 velkych ¢tverch (kazdy o plose 1 mm?), které jsou dale rozdéleny do 16 mensich
Stverctl, jejichz plocha je 0,04 mm?. P¥i pocitani bunék pomoci Biirkerovy komirky
je nejprve nanesen maly objem testované suspense mezi kryci a podlozni sklo, poté
je takto pfipravena pocitaci komuirka vlozena do zorné¢ho pole svételného mikroskopu
a po zaostieni se muze pristoupit k samotnému pocitani ¢astic, které se nachazeji uvnitt
¢tverce, a Castic, které se z vnitini nebo vnéjsi strany dotykaji dvou stanovenych stran

(web 2).

0,2 mm

Schéma Biirkerovy komiirky Biirkerova komirka

Obrazek 2 — Biirkerova komiirka, zdroj: web 3 (http://patofyziologie.lfp.cuni.cz/wp-
content/uploads/2018/09/pocitani.pdf)

Pro levné a jednoduché zhodnoceni zivotaschopnosti bun¢k se pouziva test

s trypanovou modfi, coZ je pro zivé buiiky nepropustné barvivo, pfi kontaktu s roztokem
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trypanové modii zlstavaji bezbarvé. Bunky s porusenou integritou membrany se zbarvi

tmavé modrie (Celis, 2006).

Deset ul dobfe promichanych resuspendovanych bunék bylo smichano s 10 pl
trypanové modii. Bunéfna suspense s barvivem byla promichana na vortexu
a do komirky bylo napipetovano 2 x 9 pl.

Pro vypocet poctu bun€k v 1 ml bunééné suspense byla pouzita rovnice:

x X 2

c=—g—x 10*
c pocet bun¢k na 1 ml bunécné suspense (pocet bunck/ml)
X hodnota zjisténa z Biirkerovy komiirky
5 pocet pocitanych ctverct

2 ziedéni

10*  piepocet na 1 ml suspense

4.3.4 Pasazovani bunék

Vétsina bunéénych kultur potiebuje ke své proliferaci kontakt s podkladem —
rostou tedy tzv. adherentné a postupné pokryji celé dno kultivacni nadoby — vytvofti
monovrstvu. V tomto stadiu jiz neni mozna jejich dalsi proliferace a je nutné pfistoupit

k pasazi neboli pfeneseni casti bunééné populace do novych kultiva¢nich nadob.
Ristova kiivka (Obr. 3) poskytuje informace o chovani béhem kultivace.

e Statickd (lag) faze: Bunky se zotavi ze subkultivace, pfipoji se k povrchu
a pripravi se na bunécné déleni.

e Exponencialni (log) fadze: Buiiky rostou exponencidlné, intenzivné se mnozi
do vycerpani Zivin.

e Stacionarni (platd) faze: Kultura je spojitd a bunéény rist se zpomaluje
nebo dokonce zastavuje.

e Faze smrti: Buiiky zaénou umirat a oddéluji se od povrchu (Cedikova et al., 2012;

web 4).
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Stationary phase

Death phase

Log phase

Number of cells (log)

Lag phase

Time (days)

Obrdzek 3 — Riistové fdze bunék, zdroj: https://handling-solutions.eppendorf.com/cell-
handling/reproducibility/scientific-background/everyday-culture-practice/

Buiiky byly rozmraZené a nasazené do 25 cm? kultivaéni lahve v 15. pasaZi.
Po dobu dvou tydnt se buiiky nechaly rast v ristovém médiu (vyména média 2x tydng),
poté byly znovu spocitany a pasazovany do novych vétsich 75 cm? kultivaénich 1dhvi.
Pfed vlastnim nasazenim na pokusy byly bunky takto dva tydny kultivovany a néasledné
pasdzovany do novych lahvi celkem tfikrat (16., 17. a 18. pasadz), aby bylo zajisténo

dostate¢né mnozstvi bunék.

Pti pasazovani bun€k byly nejprve predehiaty trypsin, PBS a rstové médium
na teplotu 37 °C. Mnozstvi bun€k bylo zkontrolovano pod mikroskopem, rovnéz tak
¢irost média z divodu piipadné kontaminace. VSechny pomicky byly pfed umisténim
do laminarniho boxu povrchové vydezinfikovany. Hrdlo kultiva¢nich lahvi a nadob
s chemikéliemi bylo pfed a po pouziti sterilizovano plamenem z kahanu. V laminarnim
boxu bylo slito ptivodni médium z kultivacni lahve do odpadové kadinky a buiiky byly
dvakrat oplachnuty 8 ml PBS pufru. Déle byly ptidany 3 ml trypsinu, ktery uvolni buiiky
z povrchu kultivaéni lahve. Po tfiminutové inkubaci pti 37 °C doslo k op&tovné kontrole
pod mikroskopem a ndsledné neutralizaci trypsinu piidanim 8 ml rastového média.

Bunky byly po neutralizaci zhomogenizované pipetou a pieneseny do plastové
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zkumavky, kultivacni lahev byla jesté vyplachnuta dal$imi 3 ml ristového média a obsah

byl pfidan k suspensi v plastové naddobce.

4.3.5 Nasazeni bunék

Po dvou tydnech od 18. pasaze byly buiky spocitany a nasazeny (19. pasaz)
do 96jamkovych (0,009 x 10° bunék na jamku a 0,1 ml média), 12jamkovych (0,09 x 10°
bunék na jamku a 1 ml média) a 6jamkovych (0,2 x 10° bungk na jamku a 2 ml média)

kultiva¢nich desticek.

Prvni dva tydny se nechaly bunky rist v ristovém médiu (vyména média
2x tydn€). Po dvou tydnech, kdy byly builkky opét pckné porostlé, zacalo jejich
diferencovani. HepaRG bunky diferencuji v ptitomnosti DMSO, proto pti dalsi vymeéné
média jiz nebylo k buitkam ptidano riistové médium, ale riistové a diferenciatni médium
v poméru 1:1 (1% DMSO) z divodu postupné adaptace bun€k na piitomnost vyssi
koncentrace DMSO v médiu. Pii néasledné vyméné média se k bunkdm piidavalo
jiz samotné diferencia¢ni médium (2% DMSO). Buiiky se nechaly diferencovat rovnéz
po dobu dvou tydnl (vyména média 2x tydn¢). Takto jiz rozdiferencované bunky lze

pouzit do nésledujicich pokust.

4.4 Studium cytotoxicity

Pro hodnoceni cytotoxicity byla pouzita hodnota ICso, coz je stfedni inhibicni
koncentrace, kterd zplisobi 50% inhibici rstu buiniky (Zanders, 2011). Diferencované
HepaRG buiiky byly ovlivnény riiznymi koncentracemi citralu, jez byly pfipraveny
rozpuSténim latky v DMSO. Piiprava roztoki probihala vzdy v lamindrnim boxu.
Zasobni roztoky byly pfipraveny 1000x koncentrovanéjsi, pomoci zakladnich vypocti
byly pfipraveny koncentrované zasobni roztoky citralu: 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,01 M.
Takto koncentrované roztoky byly poté jesté¢ 1000x ziedény v rlstovém médiu, tudiz
vysledna koncentrace citralu v médiu byla: 5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,01 mM. Vysledny
objem rozpoustédla (0,1% DMSO) je diky tomu vSude stejny a nizky. Na destiCku
do 6 jamek pod sebou bylo vzdy pipetovano 100 pl kontrolniho média ¢i média s danou
koncentraci citralu tak, aby v jednotlivych sloupcich byla stejna koncentrace. Desticky
s rtiznymi koncentracemi citralu, negativni (0,1% DMSO) a pozitivni (10% DMSO)
kontrolou byly inkubovany 24, 48 a 72 hodin v inkubatoru pii 37 °C a 5 % COs. Poté
byly vyhodnoceny testem s neutrdlni Cerveni. Negativni kontrola (0,1% DMSO)
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pfedstavuje 100% bunécnou viabilitu, pozitivni kontrola (10% DMSO) zase

0% bunéc¢nou viabilitu.

4.4.1 Neutral red uptake test

Neutral red uptake test (NRU) neboli test cytotoxicity neutrdlni Cerveni je test
zivotnosti buné€k, jehoz zakladem je inkorporace a navazani neutralni cervené do zivych
bun¢k. Toto supravitalni barvivo penetruje bunéénou membranu neionizovanou pasivni
diftzi a akumuluje se pfevazné v lyzosomech, které udrzuji pH nizsi, nez je pH okolni
cytoplasmy. Udrzovani protonového gradientu na membrané lyzosomu je energeticky
narocné, proto ztrata gradientu pH pfi poskozeni buiiky nebo bunécné smrti zptsobi
zvySeni propustnosti membrany a vyplaveni neutralni ¢ervené. Spektrofotometricky Ize
zm¢fit pokles absorbance a rozlisit tak bunky zivé, poskozené nebo mrtvé (Riddell et al.,

1986; Repetto et al., 2008).

4.4.1.1 Pouzité roztoky a postup NRU
e roztok neutrdlni ¢ervené (3,3 mg/ml)
e fixacni roztok (1 g/100 ml CaCl; v 0,5% roztoku formaldehydu)

e lyzacni roztok (1% CH3COOH v 50% ethanolu)

Z desticek bylo odsato expozi¢ni médium a ptidano 200 pl roztoku neutralni
cervené rozpusténé v médiu do vysledné koncentrace 40 pg/ml. Poté byly desticky
umistény do inkubatoru, kde byly inkubovany 2-3 hodiny. Po inkubaci bylo odsato
veskeré médium a k builkdm pipetovano 100 pl fixaéniho roztoku. Desticky byly
ponechdny 15 minut pii pokojové teploté. Poté byl fixacni roztok odsat, pipetovano
200 wl lyzaéniho roztoku a tfepano 30 minut na tiepacce (25 °C, 300 rpm). Pisobenim
lyza¢niho roztoku dojde k rozruSeni bunék, vyliti neutralni ¢ervené a obarveni suspense

v jednotlivych jamkéch.

Absorbance byla odectena pii 540 nm na pfistroji Tecan Infinite M200
v programu Magellan, namétené hodnoty byly prevedeny do programu Microsoft Excel
a dale zpracované. Od vSech ziskanych hodnot byl odecteny priimér hodnoty absorbance
pozitivni kontroly, jez ptfedstavuje 0% viabilitu bun€k, dale byly vysledné hodnoty

absorbanci prepocitany na procenta pomoci prumérné hodnoty negativni kontroly (100%
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viabilita). Nasledn¢ bylo procentudlni vyjadieni bunétné viability v jednotlivych
sloupcich zprimérovano a byla stanovena smérodatna odchylka. Kazdy experiment byl
minimaln¢ dvakrat zopakovéan, do grafu byl vnesen primér vysledkt jednotlivych

experimentl spole¢né s odpovidajici smérodatnou odchylkou.

4.5 Ovlivnéni bunék pro Western blotting a qRT-PCR
analyzu

Diferencované HepaRG buiky byly ovlivnény citralem a induktory (rifampicin,
B-naftoflavon, oltipraz). Zasobni roztoky induktorti a jednotlivych koncentraci citralu
byly pfipraveny rozpuSténim latek v DMSO. Ptiprava roztokii probihala vzdy

v laminarnim boxu.

Zasobni roztoky byly pfipraveny 1000x koncentrovangjsi, pomoci zakladnich
vypoctit byly pfipraveny koncentrované zésobni roztoky: 10 mM rifampicin, 10 mM
B-naftoflavon, 30 mM oltipraz, 10 mM citral, 30 mM citral a 100 mM citral. Nasledné
byly takto koncentrované roztoky jesté 1000x ziedény v ristovém médiu, aby vysledna
koncentrace latek v médiu byla: 10 uM rifampicin, 10 uM B-naftoflavon, 30 uM oltipraz,
10 uM citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Vysledny objem rozpoustédla (0,1% DMSO)
je tak vSude stejny anizky. Tomu odpovida také kontrola (rovnéz 0,1% DMSO),

ktera ,,neutralizuje* pfipadny vliv nizké koncentrace DMSO v burikach.

Pivodni médium bylo zdesticek odsato anasledné¢ bylo pfidino médium
s testovanymi latkami v objemu odpovidajicimu velikosti jamky: 1 ml pro 12jamkové
desticky (pro méfeni genové exprese pomoci polymerazové fetézové reakce - PCR), 2 ml
pro 6jamkové desticky (pro méfeni proteinoveé exprese pomoci Western blottingu - WB).
Ovlivnéné buiiky byly inkubovany 12 a 24 hodin pro PCR, 24 a 48 hodin pro WB
pti 37 °C, 5 % COz. Vzorky pro PCR (kontrola, induktory, citral) byly pfipraveny
v triplikatech. Kontrolni vzorky pro WB byly pfipraveny v hexaplikatech, ostatni vzorky
pro WB (induktory, citral) v kvadruplikatech.

Po inkubaci nésledoval sbér vzorkli. VSechny kroky byly vykonavany na led¢.
Z desticek bylo odsato médium, buiiky byly dvakrat opatrné a nesterilné oplachnuty
1-2 ml PBS (dle velikosti jamek). Po odsati PBS bylo k buiikdm ptidano 500 pl Trizolu,
ktery bunky zlyzuje (PCR, viz. kapitola 4.6.1 Izolace Trizolem), anebo 300 pl lyza¢niho
pufru, ktery, jak vypovidad nazev pufru, buiiky zlyzuje (WB, viz. kapitola 4.7.1 Ptiprava
vzorkll pro elektroforézu a Western blotting). Po Sminutovém pisobeni zminénych
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¢inidel byly buiiky pomoci skrabky oddé€leny od povrchu jamek a bunécna suspense byla
prenesena do novych mikrozkumavek. Vzorky byly ulozeny do hlubokomraziciho boxu

a uchovavany pii -80 °C.

4.6 Stanoveni genové exprese

Polymerazova tetézova reakce (PCR) dozrdla z laboratorné a casové naroc¢né,
nizkokapacitni kvalitativni gelové techniky na snadno automatizovanou, rychlou
a vysoce vykonnou kvantitativni technologii. Kvantitativni PCR v redlném ¢ase (qPCR)
se stala referencni technologii pro detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin

ve vyzkumném, diagnostickém, forenznim a biotechnologickém prosttedi (Bustin, 2010).

Ackoli nemusi byt nutné citlivéjsi nez bézné RT-PCR (reverzni transkripce
s naslednym PCR), maji testy RT-qPCR n¢kolik vyhod. Jednou znich je vyuziti
fluorescencni sondy, diky které je mozné sledovat amplifikacni produkty béhem kazdého
cyklu PCR reakce. Existuje jen mald variabilita mezi testy, coz pomaha vytvaret

spolehlivé a reprodukovatelné vysledky (Bustin a Mueller, 2005).

4.6.1 Izolace RNA Trizolem

Trizol je specifickd smés fenolu a guanidinisothiokyanatu, coz umoznuje
selektivni izolaci celkové RNA (tRNA, rRNA, mRNA, microRNA) z malého mnozstvi
tkani ¢i bunck. Pfi izolaci RNA zistdva zachovana jeji integrita béhem homogenizace
tkan¢, pridavkem chloroformu a naslednym stocenim dojde k rozdéleni smési na vodnou
a organickou fazi, pticemz RNA bude vyhradné€ v horni vodné fazi. Nasleduje selektivni
vysrazeni RNA pomoci isopropanolu, ktery umozni izolaci Cist¢é RNA (Chomczynski

a Sacchi, 1987).

Tésné pred izolaci RNA je nezbytné oSetfit pracovni plochu laminarniho boxu
detergentem RNaseZAP a vychladit centrifugu na 4°C. Po ovlivnéni bun¢k testovanymi
latkami a sbéru bun€k pomoci Trizolu do mikrozkumavek (viz. kapitola 4.5 Ovlivnéni
bunck pro Western blotting a qRT-PCR analyzu) bylo k buitkkdm pfiddno 100 pl
chloroformu a vruce 15 sekund tfepano celym stojankem najednou. Vzorky byli
ponechany
2-3 minuty pfti laboratorni teploté, poté stoeny v centrifuze vychlazené na 4 °C, 15 minut
pii 12 000 x g. Horni vodna faze (cca 250 ul) byla opatrné€ ptepipetovana do novych,
popsanych 1,5 ml zkumavek. Pokud by doslo k doteku Spicky s mezifazi nebo dolni
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organickou fazi, mohlo by dojit ke kontaminaci vzorku genomovou DNA a proteiny. Lze
ptipadné znovu stocit a odebrani horni faze opakovat. K pirepipetované horni fazi bylo
piidano 250 pl isopropanolu a v ruce promichano. Vzorky se nechaly stat pti laboratorni
teplot¢ 10 minut. Absolutni ethanol byl nafedén na 75% ethanol DEPC vodou
(redestilovana voda (ddH»O) byla oSetfena 0,1% diethylpyrokarbonatem (DEPC),
protiepana a nechéna stat pfes noc, poté autoklavovana 20 minut pii 120 °C). Vzorky
byly stoc¢eny v centrifuze 10 minut pii 4 °C a 12 000 x g. Po stoCeni byl pipetou opatrné
odstranén supernatant tak, aby nedoslo k odsati pelety RNA, peleta byla omyta 0,5 ml
75% ethanolem. Vzorky byly v ruce protiepany a stoceny na centrifuze 5 minut, pii 4 °C
a7 500 x g. Supernatant byl znovu opatrn¢ odstranén pipetou, nesmi dojit k odsati pelety,
ktera mtze byt prihlednd. Peleta byla ususena na vzduchu zhruba 2 minuty a rozpusSténa
ve 40 ul DEPC vody. Nésledné byly vzorky promichany na vortexu, poté se nechaly stat
asi 5 minut pfi laboratorni teploté a znovu promichany. Peleta byla rozpusténa a vzorky

byly ulozeny na led.

4.6.2 Méreni koncentrace a Cistoty RNA na NanoDropu

Kvantifikace DNA a RNA pomoci absorpéni a fluorescencni spektroskopie
je po desetileti vykonnym nastrojem v biologickych védach. Klasické metody
kvantifikace nukleovych kyselin vyzaduji vyplnéni kyvet nebo kapilar vzorkem. Pokroky
ve fotonickych technologiich wvyustily v prikopnicky nizkoobjemovy systém,
ktery kombinuje technologii optickych vldken s vlastnimi fyzikdlnimi vlastnostmi
vzorku, ¢imz se dramaticky sniZi objemy méteni a odstrani se tak potieba kyvet a kapilar

(Ausubel et al., 2001).

Nejprve je potieba nachystat si pomucky (pipetu, $picky, bunic¢inu, redestilovanou
vodu, kadinku na odpad, fix, USB-flash disk) a vzorky. Na PC byl otevien program
NanoDrop, na pfistroji odklopena packa a napipetovano 2 pl vody na ocisténi.
Po ptiklopeni packy nasledovalo méfeni. Spodni a horni hrot byl otfen buni¢inou.
V oteviené tabulce bylo nastaveno méfeni RNA. Po naneseni a zméteni 2 pl vody
jako slepého vzorku, byla voda otfena buni¢inou. Vzorky byly jednotlivé promichany
na vortexu a napipetovany na spodni hrot. Do pocitace byl vzdy napsan nazev vzorku
a zméfena jeho koncentrace RNA. Z NanoDropu byla cel4 tabulka s tdaji exportovana

a ulozena na flash disk.
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Z tabulky je mozné vycist nasledujici udaje: koncentraci; Cistotu I (kontaminace
proteiny) — pomé&r absorbanci A260(DNA)/A280(proteiny) by mél byt vétsi nez 1,8;

¢istotu II (kontaminace fenolem) — hodnota by se méla blizit 2, ale vétSinou je kolem 1.

Po méteni na NanoDropu nésledovalo oSetfeni DNasou. Také je mozné vzorky

op¢t ulozit do hlubokomraziciho boxu pfi -80 °C pro pozdéjsi zpracovani.

4.6.3 OSetieni DNasou

4.6.3.1 Priprava roztokii pro oSetieni DNasou a postup

e DEPC HxO - redestilovand voda (ddH>O) byla oSetiena 0,1%
diethylpyrokarbonatem, protfepana a nechéna stat pfes noc, poté autokldvovana

20 minut pii 120 °C

e Zasobni roztok 0,5 M EDTA pH 8,0 — bylo navazeno 18,61 g EDTA a rozpusténo
v cca 80 ml DEPC vody, postupné bylo pfiddno 2 g NaOH, dokud se EDTA
nerozpustila (pH 8) a poté doplnéno vodou do 100 ml

e 0,1 M EDTA pH 8,0 — nafedény zasobni roztok 0,5 M EDTA a DEPC H>O

v pom¢ru 1:4

e DNasa a DNase pufr

K odstranéni pifipadné kontaminace vzorkili genomovou DNA slouZi oSetfeni
vzorkd RNA DNasou, kterd je specificka viici DNA. Z koncentrace RNA bylo vypocitano
v kolika mikrolitrech vzorku jsou 4 pg RNA a kolik je zapotiebi pfidat DEPC H»O.

DNasa byla nafedéna pufrem v poméru 1:3 podle poctu vzorki (42 vzorki + 3 navic).
Byla pfipravena reakéni smés o celkovém objemu 30 pl do 0,5 ml zkumavek:
e 4 png RNA (pfepocitat podle zmétené koncentrace)
e x pul DEPC H>O (dopocitat do objemu 26 pl)

e 4 ul natfedéné DNasy

K vypocitanému mnozstvi DEPC H>O bylo ptidano odpovidajici mnozstvi RNA

a 4 pl nafedéné DNasy. Vzorky byly promichiany, mirn€ stoeny a inkubovany
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v termomixéru Eppendorf 25 minut pti 37 °C s frekvenci tfepani 500 rpm. Poté byl
ke vzorkim ptidan 1,5 pl 0,1 M EDTA, nésledovalo opét mirné stoceni a inkubace
10 minut pti 75 °C (inaktivace DNasy). Vzorky byly vyndany z termomixéru a umistény
do ledu, déle bylo ke kazdému piidano 8,5 ul DEPC H>O (celkovy objem vzorka
je 40 pul). Vysledné koncentrace oSetiené RNA je 0,1 pg/ul. Takto osetfend RNA byla
pfipravena na reverzni transkripci. Vzorky byly uchovavany v hlubokomrazicim boxu

pfi -80°C.

4.6.4 Reverzni transkripce

Principem reverzni transkripce je pievedeni RNA reverzni transkriptdzou
(RNA-dependentni DNA polymerasa) na jednotetézcovou cDNA (complementary DNA)

s pouzitim jednoho primeru (Bustin a Mueller, 2005).

4.6.4.1 Pouzité reagencie a postup
e Reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript 11
e Reak¢ni pufr — dodavan spolu s RT
e DTT-10 %, dodavan s RT
e RNAseIN — inhibitor RNasy
e Smés deoxynukleotidi (AINTP) — koncentrace se lisi u kazdého vyrobce, 5 mM
e nihodné hexamery — N6

e DEPC H2O

Z 8 1 RNA tedéné na 0,1 pg/ula 1 pl ndhodnych hexamert byla pfipravena smés
do 0,2 ml zkumavek. Vzorky byly promichany na vortexu, stoeny a vloZeny
do zapnutého PCR cykléru (MJ mini, BioRad). Po zaklapnuti vika a dotaZeni zelenym
koleckem byla v menu vybrana metoda PMCDNA a proces byl spustén tlacitkem RUN.
V PCR cykléru se vzorky piedehieji 5 minut na 65 °C, poté byl cyklér pozastaven
tlac¢itkem PAUSE, bylo povoleno zelené kolecko, otevien cyklér a vzorky byly vyndany
do chladiciho stojanku. B€hem zahfivani byl pfipraven mastermix RT dle poctu vzork

(+ 3 navic). Bylo smichéno:
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e 4 ul reakéniho pufru 5 x

e 2ulDTT
e 4 uldNTPs
e 0,5ulRT

e 0,5 ul DEPC H,0

Ke stocenym vzorkiim umisténym v mrazicim stojanku bylo pfidano 11 ul mastermixu
RT, promichané a stocené vzorky byly dany zpét do cykléru a byl zmacknut ENTER.
Tato reakéni smés (celkem 20 pl) je nejdiive zahtata 10 minut na 25 °C, poté zahfivana
50 minut na 42 °C (syntéza cDNA) a 5 minut na 85 °C (denaturace RT). Po reakci bylo
do smési piidano 120 pl redestilované vody, ¢imz byla ptipravend cDNA ziedéna 7 x.
Do néaslednych PCR reakci bylo pfidavano 2 pl fedéné cDNA (odpovida 20 ng RNA).
Takto ptipravenou cDNA lze uchovavat pii -20°C.

4.6.5 Kvantitativni PCR v realném ¢ase

4.6.5.1 Reagencie pro kvantitativni PCR v redlném ¢ase a postup

e Smés SYBR Green [ -2 x koncentrovany, obsahuje: DNA-polymerasu, dNTPs,
SGI a pufr

e Forward primer — fedény na koncentraci 5 uM
e Reverse primer — fedény na koncentraci 5 pM

e redestilovana voda

e fedéna cDNA (1:4)

Do 0,5 ml mikrozkumavky byl napipetovan mastermix pro cilovy ¢i referencni gen,
jehoz objem byl vypocitdn pro 14 vzorkil v duplikatech. Objem mastermixu na jednu
jamku 384jamkové desticky byl 6 ul (4,2 pl SG mixu, 0,32 ul F+R primeru a 1,48 pl
vody). Mastermix byl automatickou pipetou pienesen na 384jamkovou desticku, poté
k nému byly pfidany 2 pl vzorku, vysledny objem tak €inil 8 pl na jamku. Do jamek

s negativni kontrolou (NTC, no template control), kterda umozni zjistit ptipadnou
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kontaminaci, byla misto cDNA pipetovéana redestilovand voda. Desticka byla uzaviena
lepici folii, sto¢ena v centrifuze a umisténa do PCR cykléru, dale byl spustén program
QuantStudio 6. Data byla exportovana do programu Microsoft Excel. Pro normalizaci byl

pouzit  geometricky  pramér Ct  hodnot dvou  referenCnich  gena:

tyrosin-3-monooxygenasa/tryptofan-5-monooxygenasa  aktivacniho proteinu  zeta

(YWHAZ) a sukcinatdehydrogenasa (SDHA). Relativni exprese byla spocitana

222 metodou. V Tab. 1 jsou uvedeny nukleotidové sekvence pouZitych primert.

Tabulka 1 - Nukleotidové sekvence pouZitych primeru

Gen Forward primer Reverse primer

CYPIA2 |CTTCCCTGAGAGTAGCGATGAGA |GCAGTCTCCACGAACTCATGAG
CYP2B6 |CAGCTTCCGAGGGTACATCA AGGATTGAAGGCGTCTGGTT
CYP2C TTTGGGATGGGGAAGAGGAG GGAGCACAGCCCAGGAT
CYP3A4 |CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAGG |CTGGTGTTCTCAGGCACAGA
AKRI1C ATGAGGAGCAGGTTGGACTG GCTTTGAAGTGTAGAATATGTCTTCT
CBR1 TTGGTACCCGAGATGTGTGC CTTGGGGTTTTATTAGAGGGAG
CAT GAGAAGTGCGGAGATTCAACAC |TCACATAGAATGCCCGCACC
GPX1 TATCGAGAATGTGGCGTCCC TCTTGGCGTTCTCCTGATGC
GPX4 GAGATCAAAGAGTTCGCCGC TGCTGAACATATCGAATTTGACG
GR TGCGTGAATGTTGGATGTGT CCCTCACAACTTGGAAAGCC
GSTA TGCCAGCAAATACAACCTCT TCACCCAAATCTGCTATACCTTC
GSTP AGCCTTTTGAGACCCTGCTG GTCAGCGAAGGAGATCTGGTC
SOD1/2 ATCCAGAAAACACGGTGGGC TCACATTGCCCAAGTCTCCA
YWHAZ |ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA | CCGCCAGGACAAACCAGTAT
SDHA TGGGAACAAGAGGGCATCTG CCACCACTGCATCAAATTCATG

4.7 Stanoveni proteinové exprese

Stanoveni proteinové exprese probihalo pomoci metody Western blotting, coz je

biochemicka technika pouzZivand v bunéné a molekuldrni biologii.

Pouzitim

westernového pienosu je mozné identifikovat specifické proteiny z komplexni smési
proteint extrahovanych z bun€k. Technika kombinuje elektroforézu a imunoanalyzu,
dochdazi k separaci proteinti podle velikosti, pfenosu na pevny podklad, znaceni cilového

proteinu pomoci specifické primarni a sekundérni protilatky a vizualizaci (Yang, 2012).
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4.7.1 Priprava vzorki pro elektroforézu a Western blotting

4.7.1.1 Zasobni roztoky pro redéni vzorki

Zasobni roztok 4 x SDS vzorkového pufru pro denaturujici elektroforézu byl

pfipraven smichanim:
e 4 ml 1M Tris/HCI pufru pH 6,8
e 9,41 ml 85% glycerolu
e 1,2gSDS
e 0,617¢DTT
e 0,1 g bromfenolové modfi

e doplnéno do 20 ml redestilovanou vodou

Lyza¢ni pufr byl pfipraven smichanim:
e 50ml I M Tris/HCI pufru pH 7,4
e §,766 g NaCl
e 117,65 ml 85% glycerolu
e 10 ml Triton X-100
e 0,58 gEDTA
e 0,76 g EGTA
e 8,52 g B-glycerolfosfatu
e 2,09 g fluoridu sodného
e 4,46 g pyrofosfatu sodného
e 00,3085 ¢gDTT
e 0,03678 g vanadi¢nanu sodného

e doplnéno do objemu 1 1 redestilovanou vodou
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Po ovlivnéni bungk testovanymi latkami a sbéru bun¢k pomoci lyza¢niho pufru
do mikrozkumavek (viz. kapitola 4.5 Ovlivnéni bun¢k pro Western blotting a qRT-PCR
analyzu) byly vzorky zhomogenizovany pomoci ultrazvukového homogenizatoru
(3 x 10 sekund) a 10 minut ponechany na led¢. Déle byly vzorky vlozeny do centrifugy
pfedem vychlazené na 4 °C a centrifugovany 5 minut pii 12 000 x g. Po stoceni byl
odebran alikvotni objem supernatantu z kazdého vzorku kvadruplikatu/hexaplikatu
do jedné nové mikrozkumavky, tim vznikl smésny vzorek. Nasledn¢ byla stanovena
celkova koncentrace proteinu ve smésném vzorku (viz. kapitola 4.7.2 BCA stanoveni

bilkoviny).

Dale byly vzorky dle vypocitané koncentrace (viz. kapitola 4.7.2 BCA stanoveni
bilkoviny) nafedény pomoci lyzacniho pufru a koncentrovaného vzorkového pufru
(4 x SDS). Po nafedéni byly vzorky denaturovany 5 minut pii 95 °C, umistény na led
a pripraveny k elektroforéze. Takto nafedéné a denaturované vzorky lze uchovavat
v mrazicim boxu pfi -20 °C. Pfed kazdou novou elektroforézou byly vzorky znovu

denaturovany a umistény na led.

4.7.2 BCA stanoveni bilkoviny

Kyselina bicinchoninova (BCA) je Siroce pouZzivana pro stanoveni koncentrace
proteinu z divodu jejiho snadného pouziti a vysoké citlivosti. Test je zalozen na dvou
chemickych reakcich, nejprve probihd redukce médnatych ionti (Cu®*) bilkovinou
na médné ionty (Cu’), druhym krokem je chelatace jednoho Cu'se dvéma BCA
molekulami za vzniku intenzivniho purpurového komplexu (Huang, 2010), ktery ma
maximalni absorbanci pti 562 nm a jehoZ intenzita je pfimo Umérné koncentraci bilkoviny
ve vzorku (Smith et al., 1985). Koncentrace proteinu v roztoku se stanovi porovnanim
této absorbance se standardni kiivkou absorbance hovéziho sérového albuminu (BSA)

(Huang, 2010).

4.7.2.1 Priprava roztoki a kalibra¢ni pfimka
e Roztok A: NaHCOs3, Na,CO3, BCA v 0,1 M NaOH (¢iry)
e Roztok B: 4% CuS0O4.6 H,O (modry)
e Pracovni roztok C byl pfipraven smichanim roztoku A s roztokem B v poméru

50:1 (zeleny)
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Pro stanoveni koncentrace proteinu byla pouzita sada Pierce™ BCA Protein
Assay Kit. Zasobni roztok BSA (2 mg/ml) byl do jednotlivych zkumavek nafedén
redestilovanou vodou na pozadované koncentrace: 1000 pg/ml, 800 pg/ml, 600 pg/ml,
400 pg/ml, 200 pg/ml a 0 pg/ml. Jak jiz bylo naznaCeno vyse, roztok BSA slouzi
jako standardni roztok k vytvofeni kalibrac¢ni kiivky a vypoctu koncentrace proteinu
ve vzorcich. Pro stanoveni proteinové koncentrace bylo ze smésného vzorku odebrano
7 ul, které byly nasledné 8 x natedény redestilovanou vodou, aby tato koncentrace spadala
do rozmezi koncentraci kalibracni kiivky. Do 96jamkové desticky bylo v kvadruplikatu
napipetovano 10 upl roztoku ze zkumavek se zndmym obsahem bilkoviny
(0 az 1000 pg/ml) a 10 ul roztoku vzorku. Dale k nim bylo pomoci multikandlové pipety
pfidano 200 pl pracovniho roztoku C. Po dikladném promichani byla 96jamkova
desticka inkubovana 30 minut pii 37 °C a 300 rpm. Absorbance roztoku byla métena

pfi 562 nm pomoci pfistroje Tecan Infinite M200 v programu Magellan.

Po zméfeni koncentrace bilkoviny ve vzorcich bylo vypocitano tedéni
jednotlivych vzorki lyzacnim pufrem s inhibitory proteas a zasobnim vzorkovym pufrem
(4 x SDS) tak, aby koncentrace bilkoviny byla 1 pg/ul a SDS tvotilo % z celkového
objemu. Takto nafedéné vzorky jsou pfipraveny pro denaturujici elektroforézu (Smith

et al., 1985).

4.7.3 Elektroforéza a Western blotting

4.7.3.1 Zasobni roztoky pro elektroforézu proteinii na polyakrylamidovém
gelu

e 4 M HCI - Do 150 ml redestilovan¢ vody bylo ptfidano 88 ml koncentrované HCI

a doplnéno redestilovanou vodou do 250 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e AA + bisAA (akrylamid + bis-akrylamid) — Komeréné dodany 40% (w/v) roztok

uchovavany v lednici.

e 1,5 M Tris-HCI pufr, pH 8,8 — Bylo navazeno 18,5 g Trisu, pfidano 75 ml
redestilované vody a na magnetické michacce rozpusténo. Na pH metru bylo
upraveno pH pomoci 4 M HCI a v odmérné baiice doplnéno do 100 ml. Roztok

byl uchovévan v lednici.

e 0,5 M Tris-HCI pufr, pH 6,8 — Bylo navazeno 6 g Trisu, pfiddino 75 ml

redestilované vody a na magnetické michacce rozpusténo. Na pH metru bylo
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upraveno pH pomoci 4 M HCI a v odmérné baiice doplnéno do 100 ml. Roztok

byl uchovéavan v lednici.

10% SDS — Bylo navazeno 10 g SDS, rozpusténo v 80 ml redestilované vody
a v odmérné bance doplnéno do 100 ml. Roztok byl uchovavan pii laboratorni

teploté.

Isobutanol nasyceny vodou — Byl smichan Cisty isobutanol s redestilovanou vodou
a protiepan. V horni vrstve je isobutanol nasyceny vodou. Roztok byl uchovavan

v lednici.

10% APS — Tésn¢ pied pouzitim bylo rozpusténo 40 mg persiranu amonného
ve 400 pl redestilované vody. Toto mnozstvi odpovida piipravé dvou geld

(tloustka gelové vrstvy 1,5 mm).

Koncentrovany elektrodovy pufr — Bylo navazeno 72 g glycinu, 15 g Trisu,
5 g SDS a rozpusténo v 900 ml redestilované vody. Na pH metru bylo upraveno
pH na 8,3 pomoci 4 M HCI a v odmérné banice doplnéno do 1000 ml, poté rozlito

do 100 ml plastovych nadobek a zamrazeno.

Elektrodovy pufr — Bylo smichano 100 ml zasobniho koncentrovaného

elektrodového pufru s 400 ml redestilované vody.

4.7.3.2 Priprava gelu

Nalévaci stojanek, skla, skla se spacerem, spony, hiebinky byly dikladn¢ omyty

saponatem, oplachnuty redestilovanou vodou a lihomethanolem. Po zaschnuti bylo sklo

a sklo se spacerem piiloZeno k sob& a spojeno sponami. Aby gel nevytekl, je mozné skla

zespodu obalit parafilmem. Spojend skla byla ptilozena na gumovou podlozku

v nalévacim stojanku, pfitlacena a ptichycena vrchnim kolikem. Mezi takto pfipravena

skla byl pipetovan roztok separacniho gelu, ktery byl pfipraven nasledovné.

Pro ptipravu dvou 10% separacnich geli o vysledné tloust’ce 1,5 mm bylo smichéno:

9,8 ml redestilované vody
5ml 1,5 M Tris-HCI pufru pH 8,8
5 ml 40% (w/v) roztoku AA + bisAA

200 pul 10% SDS
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e 200 pl roztoku APS

e 16 ul TEMED (nutno pracovat v digestoii)

Roztok na ptipravu separacniho gelu byl potddné promichdn a ihned pipetou
nanesen mezi skla do vysky cca 3 cm od horniho okraje skla se spacerem.
Aby se zabranilo nadmérnému odpaiovani vody z povrchu gelu, vyrovnal se povrch gelu
a odstranily se pfipadné bublinky, byl separacni gel opatrné€ pievrstven cca 200 ul
isobutanolu nasyceného vodou. Gel polymeroval 60 minut, poté byl isobutanol opatrné
slit a prostor mezi skly vysusen filtracnim papirem tak, aby se nedotkl gelu. Dale byl

namichan roztok na piipravu zaostfovaciho gelu.

Pro piipravu dvou 4% zaostfovacich geli o vysledné tloustce 1,5 mm bylo

smichano:
e 6,42 ml redestilované vody
e 25ml0,5M Tris-HCI pufru pH 6,8
e 0,98 ml 40% (w/v) roztoku AA + bisAA
e 100 pul 10% SDS
e 200 pl roztoku APS

e 16 ul TEMED (nutno pracovat v digestofi)

Roztok na ptipravu zaostfovaciho gelu byl pofadné promichdn a ihned pipetou
opatrné nanesen mezi skla na spodni gel aZ po horni okraj kryciho skla. Nasledné byl
mezi skla zasunut hiebinek az po drazky tak, aby mezi gelem a hiebinkem nevznikly
bublinky. Gel byl nechan polymerovat 30 minut. Takto ptipravené gely lze uchovavat

v chladicim boxu nanejvys 2-3 dny.

4.7.3.3 Denaturujici elektroforéza

Naredéné vzorky byly umistény do predehiatého termobloku a nechaly se 5 minut
denaturovat pii 95 °C, poté byly dany na led. Skla s gely byla vytazena ze stojanku,
oplachnuta pod tekouci vodou a opatrné z nich byly vyndany hiebinky. Jamky byly

proplachnuty redestilovanou vodou. Poté byla skla s gely pfitlacena na tésnéni stojanku
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se soustavou elektrod krycim sklem dovnitf, pfitazena sponami a vloZena
do elektroforetické vany. Do vnitiniho prostoru stojanku se soustavou elektrod byl nalit
elektrodovy pufr tak, aby byl ponofen cely gel, vné soustavy elektrod byl elektrodovy
puft nalit po vyrobcem vyznacené rysky. Pufr z vnitini ¢asti byl po skonceni elektroforézy

vylit a vzdy byl pouzit novy pufr. Pufr z vngjsi ¢asti byl pouzit opakovang.

Denaturované a zchlazené vzorky byly promichany na vortexu a pomoci pipety
bylo do jamek opatrné napipetovano 20 ul vzorku. Do krajnich jamek bylo napipetovano
1,5 pl molekulového standardu. Vanicka byla piiklopena vickem, umisténa do nadoby
s ledem a pripojena ke zdroji. Bylo nastaveno napéti 90 V a spusténa elekroforéza.
Vzorky se nechaly separovat az do chvile, kdy dosahly rozhrani zaostfovaciho
a separacniho gelu (cca 30 minut), poté doslo ke zvySeni napéti na 150 V. Elektroforéza
byla vypnuta, az celo doputovalo ke spodnimu okraji gelu. Stojanek byl vytaZzen
z elektroforetické vanicky, elektrodovy pufr z vnitini ¢asti byl vylit do vylevky a z vnéjsi
casti prelit zpét do lahve a uchovavan v lednici. Po povoleni spon byla skla s gelem
vytazena a pomoci klinku rozeviena. Zaostfovaci gel a modie obarvena spodni ¢ast gelu

byly odstranény.

4.7.4 Imunobloting

4.7.4.1 Zasobni roztok na imunobloting a postup

e Blotovaci pufr — Bylo navédzeno 6,06 g Trisu (25mM) a 28,8 g glycinu (192 mM)
a rozpusténo v 500 ml redestilované vody. Dale bylo pfiddno 400 ml methanolu

a doplnéno v odmérné bance do 2000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e 0,1 M Tris puft, pH 8,0 — Bylo navdzeno 12,11 g Trisu a rozpusténo v 800 ml
redestilované vody. Na pH metru bylo upraveno pH na 8,0 pomoci 4 M HCl

a v odmérné bance doplnéno do 1000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e 0,05% TBST (smés tris-pufrovaného fyziologického roztoku (TBS) a Tweenu 20)
—Bylo navazeno 8,77 g NaCl a rozpusténo v 300 ml redestilované vody. Poté bylo
pfidano 0,5 ml Tweenu 20, 100 ml 0,1 M Tris pufru (pH 8,0) a doplnéno

v odmérné banice do 1000 ml. Roztok byl uchovavan v lednici.

e TBS — Bylo navaZeno 8,77 g NaCl a rozpusténo v 300 ml redestilované vody.
Poté bylo ptidano 100 ml 0,1 M Tris pufru (pH 8,0) a doplnéno v odmeérné barice
do 1000 ml. Roztok byl uchovéavan v lednici.

52



e Primérni protilatky — Byly pouzity zdsobni protilatky (Abcam) a ziedény
dle instrukei vyrobce TBST pufrem s 1% BSA. Ztedéné protilatky se daji pouzit
opakovanég, byly skladovany v mrazicim boxu a pfed pouzitim vcas vytazeny

a rozmrazeny.

e Sekundarni protilaitky — Byly pouzity zasobni protilatky (Santa Cruz
Biotechnology) a ztedény dle instrukci vyrobce TBST pufrem s 1% BSA. Ztedéné
protilatky se daji pouzit opakované, byly skladovany v mrazicim boxu

a pfed pouzitim vc¢as vytazeny a rozmrazeny.

Ofiznuty gel z predchoziho kroku, nitrocelul6zovd membrana a dva kusy silného
filtra¢niho papiru byly vlozeny do blotovaciho pufru v plastové krabicce s vickem
asi na 20 minut. Blotovani probihalo pomoci piistroje Trans-Blot Turbo (BioRad).
Do vysunutého Supliku z ptistroje byl blotovaci sendvi¢ skladan smérem odspodu nahoru.
Prvni byl vlozen jeden silny filtracni papir, poté membrana, gel a druhy filtrani papir.
Gel je tfeba uhladit valeckem, aby mezi nim a membranou nevznikly bubliny.
Na blotovaci Suplik bylo opatrné pfiloZzeno vicko a uzamknuto koleckem. Pfistroj
s vlozenym Suplikem byl zapnut tlacitkem na boku pfistroje. Na obrazovce se zobrazilo
Select protocol, byl vybran List - BioRad defined - 2 MINI ¢i 1 MIDI, v menu byl
poté vybran 1,5 mm gel a ¢as byl nastaven na 25 minut. Metoda byla spusténa tlacitkem
Run, podle toho, kde byly gely umistény bylo vybrano A: Run ¢i B: Run, popiipadé oboje.
Po skonceni pifenosu byl Suplik vytazen, odemknut a vicko opatrné sundano.
Po nadzvednuti filtra¢niho papiru bylo zkontrolovano, zda se barva z molekulového
standardu pfenesla na membranu. Na membranach byly propisovaci tuzkou poznaceny

nejvyrazngj$i prouzky markeru — 25, 37, 50, 75 kDa (Towbin et al., 1979).

4.7.5 Detekce proteint

Ihned po oznaceni nejvyraznéjSich prouzkli markeru byla membrana nlizkami
rozstithdna na prouzky podle velikosti proteinli, kter¢ budou detekovany. Jednotlivé
prouzky membrany byly pinzetou opatrné vloZeny do specidlnich krabi¢ek na Western
blotting s redestilovanou vodou a tfikrat oplachnuty, aby byl odstranén zbytek
blotovaciho pufru. Krabicky byly umistény na laboratorni kyvacku, kde byly po celou
dobu inkubace. Zatimco probihalo blotovani, byl pfipraven roztok 5% mléka v 0,05%
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TBST pufru, ktery byl po oplachnuti membran redestilovanou vodou nalit na membrany.
Povrch membrany je nutné tzv. zablokovat, jelikoz je schopny vazat proteiny (antigeny
1 nasledné piidané protilatky). Proteiny mlé¢ného kaseinu z roztoku se tak mohou navazat
na vSechna mista membrany, kam se dosud nenavazaly proteiny pii pfenosu, coz vyrazné
pomaha snizit Sum pozadi a zabraiuje falesné pozitivité. Blokovani mlékem probihalo
alespont dvé hodiny, poté bylo mléko slito. Membrany byly oplachnuty redestilovanou
vodou, po okapani na papir byla do krabi¢ek nalita primarni protilatka a nechana
inkubovat pies noc v chladici mistnosti. Druhy den byly primarni protilatky ptelity zpét
do zkumavek a zamrazeny pro dal§i pouziti. Nésledné byly membrany oplachovany
0,05% TBST pufrem 6 X 5 min. Poté byly membrany inkubovany se sekundérni
protilatkou cca 90 minut. Pouzité komeréné¢ dodavané mysi nebo kralici sekundarni
protilatky proti primarnim protilatkdm jsou konjugovany s kienovou peroxidasou
umoznujici naslednou vizualizaci. Po inkubaci byly membrany opét oplachovany 0,05%
TBST pufrem 6 x 5 min. Po poslednim oplachnuti byl do krabicek nalit roztok TBS,

aby nedochéazelo k dalsimu vymyvéni protilatek.

Pro detekci bylo pouzito chemiluminiscencni detekéni €inidlo (Amersham ECL
Prime Western Blotting detection reagent), reakce probihala na principu reakce ¢inidla
(substratu) a jiz zminéné kienové peroxidasy. Substrat byl piipraven tésné pred pouzitim
smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1:1. Detekce probihala na pfistroji ChemiDoc
MP Imaging systém (BioRad) pomoci programu Image Lab. Na prouZzek membrany,
ktery byl opatrné€ vyndan z krabicky a pinzetou umistén na eurofolii, bylo napipetovano
zhruba 250 pl substratu tak, aby byla pokryta cela plocha membrany. Roztok se dle
instrukei od vyrobece nechal plsobit 5-6 minut pfi pokojové teploté, poté byl prebytecny
roztok odstranén pfidrzenim membrany proti papirovému ubrousku. Nésledné byl
prouzek na eurofolii umistén do kamerového prostoru. V pocitaci byl zvolen program
Chemi, doba expozice byla upravena dle intenzity bandi. Dale byla zhotovena fotografie
membrany pomoci programu Colorimetric, coz slouzi k ujisténi, ze na membran¢ neni
nic, co by zménilo intenzitu bandli. K vyhodnoceni byl pouzit tentyZ program,
ve kterém byly bandy manualn€ oznaceny a data v programu Microsoft Excel vcetné

zhotovenych fotografii byla ulozena na USB-flash disk.

Nésledné byla provedena relativni kvantifikace studovanych proteintll, denzita
jednotlivych prouzki byla vztazena na denzitu prouzku proteinu kalnexinu, coZ je protein

endoplasmatického retikula, ktery je v bunikach trvale exprimovéan (Ellgaard a Frickel,
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2003). Stanoveni kazdého studovaného enzymu vcetné stanoveni kalnexinu bylo
provedeno minimalné ve dvojim opakovani. V programu Microsoft Excel byl nasledné
vyhodnocen pomér intenzity signdlu studovaného enzymu k intenzité signalu proteinu
kalnexinu ze stejné membrany. Hodnota miry exprese 1,0 byla pfifazena ke kontrolnim
vzorklim, které nebyly inkubovany s zadnou latkou. K této hodnoté byly ndsledné
vztazeny namétené hodnoty exprese u ovlivnénych vzorkii. Déle byl z vypocitanych

relativnich expresi danych enzymu vypocitdn primeér a smérodatnd odchylka.

4.8 Statisticka analyza

VSechny experimenty (vzorky pro PCR (kontrola, induktory, citral) byly
pfipraveny v triplikatech, kontrolni vzorky pro WB byly ptipraveny v hexaplikatech,
ostatni vzorky pro WB (induktory, citral) v kvadruplikatech) byly opakovany minimalné
dvakrat. Vypocty byly provedeny v programu Microsoft Excel a GraphPad Prism verze
8.2.1. Statistickd vyznamnost byla hodnocena pomoci One-way ANOV A nasledovana

Dunettovym post-hoc testem. Zmény byly povazovéany za vyznamné, pokud p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Bunécna viabilita — NRU test

Pro stanoveni vlivu citralu na zivotnost HepaRG bunck byl pouzit test cytotoxicity
neutrdlni ¢erveni. Akumulované mnozstvi neutralni ¢ervené v buiikach je ptimo amérné
mnozstvi zivych bunék. Pro hodnoceni cytotoxicity byla pouzita hodnota ICso, kterd byla
vyhodnocena pomoci programu GraphPad pouzitim nelinearni regrese a nasledné€ rovnici:

inhibitor vs. normalizovanéd odpovéd’ — variabilni sklon.

Vliv riznych koncentraci citralu (5, 4, 3, 2, 1; 0,5, 0,1; 0,01 mM) na HepaRG bunky
byl vyhodnocen po 48 a 72 hodinédch inkubace. JelikoZ HepaRG buiky pii 0,5 mM
koncentraci citralu vykazovali témét 100% viabilitu a pfi 1,0 mM jiz 0% viabilitu, byl
NRU test proveden znovu, kde doslo k uprave koncentraci citralu (0,3; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9; 1; 2 mM). Nasledn¢ byl ze ziskanych vysledki sestrojen graf zavislosti viability
bun¢k [%] na koncentraci citralu [mM] (Obr. 4).

150
-~ 48 hod

- : = 72 hod

Viabilita [%]
S
|

o

T T & 1
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Citral [mM]

-50-

Obrazek 4 — Vliv citralu na viabilitu HepaRG bunék po 48 a 72 hodindch inkubace
stanovené pomoci metody NRU. KaZdy bod je uveden jako procentudlni podil
kontroly (100 %) a pFedstavuje primér ze dvou méieni £SD.

Z inhibi¢ni kiivky v grafu vyplyva, Ze pifi 72hodinové inkubaci bunééné linie
s citralem postaci mensi koncentrace citralu k usmrceni HepaRG bunék. Jiz 0,9 mM citral
zpisobi 0% viabilitu, v pfipadé 48hodinové inkubace je to 2 mM citral. Hodnota 1Cso
byla u 48hodinové inkubace 0.892 mM a u 72hodinové inkubace 0.708 mM.
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5.2 Vliv citralu na expresi mRNA

V nasledujicich kapitolach je popsan vliv induktort (10 uM rifampicin, 10 uM
B-naftoflavon) a citralu (10 uM, 30 uM, 100 pM) na expresi mRNA biotransformacnich
enzymi v HepaRG buiikach. Déle byl zkouman vliv citralu ve stejnych koncentracich
na expresi mRNA antioxidacnich enzymi, jako induktor byl pouzit oltipraz
v 10 uM koncentraci. Kazdy bod v grafech pfedstavuje pramér z trojiho méteni duplikata

jednotlivych vzorkd.

5.2.1 Vliv citralu na genovou expresi CYP1A2

BNF je synteticky derivat pfirodné se vyskytujiciho flavonoidu, neni toxicky
ani karcinogenni a indukuje expresi CYPIA prostfednictvim aktivace arylového
uhlovodikového receptoru (Xiao et al., 2009). V experimentu byla zaznamenéna
signifikantni zména exprese CYP1A2 v ptipadé¢ BNF, ktery indukoval tento enzym 14 x
pii 12hodinové inkubaci a az 127 x v pripad¢ 24hodinové inkubace. Citral 100 uM zvysil
expresi mMRNA CYP1A2 3 x po 24 hodinach inkubace, ale tento G¢inek nebyl statisticky
vyznamny (Obr 5).
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Obrazek 5 — Vliv citralu na genovou expresi CYP1A2. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledoviana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.2 Vliv citralu na genovou expresi CYP2B6

Zmény genové exprese CYP2B6, které jsou uvedené v Obr. 6, nebyly u vétSiny
studovanych latek statisticky vyznamné, prakticky nedoslo k zddné indukci nebo inhibici
tohoto enzymu. Signifikantni rozdily jsou vidét pouze u 100 uM citralu pti 24hodinové
inkubaci, kde citral indukoval expresi CYP2B6 3,4 x, avSak SD byla vice jak 2,28
(67,5 %). Pti takto velké odchylce pii méfeni nelze jednoznacné fict, ze je citral

induktorem tohoto enzymu.

CYP2B6

B 12 hod
8 =3 24 hod

Relativni exprese mRNA
T

O Q_{( Q}g d@ o,be

Obrazek 6 — Vliv citralu na genovou expresi CYP2B6. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.3 Vliv citralu na genovou expresi CYP2C

Pro stanoveni genové exprese CYP2C byl pouzit primer, ktery je schopny zachytit
vSechny lidské isoformy tohoto enyzmu: CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 a CYP2CI9.
Z Obr. 7 vyplyva, ze studované induktory ani citral nemaji na genovou expresi CYP2C
velky vliv. Lze pozorovat mirnou indukci RIF i 30 uM citralu a mirnou inhibici BNF

pti 24hodinové inkubaci. Ve vSech ptipadech se vSak jednd o nesignifikantni zmény

II

0\

v ramci smérodatné odchylky.
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Obrazek 7 — Vliv citralu na genovou expresi CYP2C. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)

59



5.2.4 Vliv citralu na genovou expresi CYP3A4

Rifampicin jakozto znadmy induktor CYP3A4 vykazoval signifikantni
mnohonasobné zvyseni genové exprese tohoto enzymu, v piipadé 24hodinové inkubace
az 15,1 x. O néco mensi, ale také signifikantni indukce 6,2 x byla zaznamenana v piipadé

24hodinové¢ inkubace s citralem v 100 uM koncentraci (Obr. 8).
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Obrazek 8 — Vliv citralu na genovou expresi CYP3A4. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.5 Vliv citralu na genovou expresi AKR1C

Rovnéz jako v pfipadé CYP2C byl i zde primer pro qPCR navrzen zplsobem,
aby amplifikoval vSechny ¢tyfti lidské isoformy AKR1C1 — AKR1C4. Z Obr. 9 Ize vy¢ist,
ze RIF ani citral v zddné koncentraci neovlivnily expresi tohoto enzymu. Signifikantni
zména byla zaznamenana pouze u BNF v pfipadé¢ 24hodinové inkubace, kde doslo

k indukci enzymu 1,5 X.
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Obrazek 9 — Vliv citralu na genovou expresi AKR1C. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich p¥i 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.6 Vliv citralu na genovou expresi CBR1

Pro stanoveni genové exprese CBR1 byl pouzit specidlné navrzeny primer,
ktery jiné isoformy karbonylreduktas neamplifikoval. Zmény genové exprese CBR1
(Obr. 10) nebyly u vétsiny studovanych latek statisticky vyznamné. U 30 uM citralu
pfi 12hodinové inkubaci doSlo k poklesu exprese enzymu o 22 %. V porovnani
s vysledky u dal$ich koncentraci citralu, kde k Zadné inhibici nedoslo, je pravdépodobné,

ze se jedna o chybu méfeni.
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Obrazek 10 — Vliv citralu na genovou expresi CBR1. HepaRG buriky byly inkubovany
se studovanymi latkami v ruznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.7 Vliv citralu na genovou expresi SOD

Primer pouzity pro stanoveni genové exprese superoxiddismutasy byl navrzen tak,
aby amplifikoval dv¢ intracelularni isoformy SOD, konkrétné¢ SOD1 a SOD2. Z Obr. 11
vyplyva, ze 10 puM oltipraz ani citral v riznych koncentracich nemély v piipadé

12hodinové ani 24hodinové inkubace zadny vliv na expresi tohoto enzymu.
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Obrazek 11 — Vliv citralu na genovou expresi SOD1/2. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se liSi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.8 Vliv citralu na genovou expresi CAT

Ani v ptipadé stanoveni genové exprese katalasy (Obr. 12) nebyly u studovanych
latek pfi 12 ¢i 24hodinové inkubaci nalezeny statisticky vyznamné zmény, nedoslo

k zadné vyrazné indukci nebo inhibici enzymu.
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Obrazek 12 — Vliv citralu na genovou expresi CAT. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.9 Vliv citralu na genovou expresi GPX1

Pro stanoveni genové exprese GPX1 byl pouzit specidlné navrzeny primer,
ktery jiné isoformy zrozmanité rodiny glutathionperoxidas nevazal. Statisticky
vyznamné zmény lze pozorovat u 10 uM oltiprazu, ktery pii 12hodinové inkubaci
indukoval GPX1 1,4 x a pti 24hodinové inkubaci 1,5 x. Signifikantni zmény byly také
zaznamenany u 100 uM citralu, ktery v pfipad¢ 12hodinové inkubace indukoval dany

enzym 1,4 x (Obr. 13).
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Obrazek 13 — Vliv citralu na genovou expresi GPX1. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v ruznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)

65



5.2.10Vliv citralu na genovou expresi GPX4

Pro stanoveni genové exprese byl pouzit specidlné navrzeny primer, ktery vazal
pouze jedinou isoformu glutathionperoxidasy: GPX4. U studovanych latek doslo
k mirnému induk¢nimu ucinku pti 12 1 24hodinovych inkubaci, avSak tyto zmény nejsou

u oltiprazu ani citralu v zadné koncentraci statisticky vyznamné (Obr. 14).
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Obrazek 14 — Vliv citralu na genovou expresi GPX4. HepaRG buiiky byly inkubovdny
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOV A nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.11Vliv citralu na genovou expresi GSTA

V ptipadé stanoveni genové exprese GSTA (Obr. 15), kde byl opét pouzit primer
vazajici pouze jedinou isoformu glutathion-S-transferasy, nedoslo u vétSiny studovanych
latek k signifikantnim zménam. Jediné statisticky vyznamné rozdily lze pozorovat
u 100 pM citralu, ktery v ptfipadé 24hodinové inkubace indukoval dany enzym
dvojnésobné, ackoli hodnota SD je zde 0,5 (24,6 %).
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Obrazek 15 — Vliv citralu na genovou expresi GSTa. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.2.12Vliv citralu na genovou expresi GSTP

Pro stanoveni vlivu citralu na genovou expresi dal§i isoformy
glutathion-S-transferasy (Obr. 16) byl pouzit specidlné navrzeny primer, ktery
amplifikoval pouze isoformu GSTP. Z Obr. 16 je patrné, ze oltipraz ani citral v zadnych
koncentracich a inkubacnich ¢asech signifikantné neovlivnil expresi daného enzymu.
Mirné zvyseni exprese GSTP je vidét u 10 uM (SD 57,8 %) a 30 uM (SD 49,4 %) citralu

pti 24hodinové inkubaci, avSak tyto zmény nemaji statisticky vyznam.
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Obrazek 16 — Vliv citralu na genovou expresi GSTn. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v ruznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)

68



5.2.13Vliv citralu na genovou expresi GR

Vysledky genové exprese glutathionreduktasy (Obr. 17) nebyly u studovanych
latek statisticky vyznamné, ve vétSiné piipadi nedoslo k zadné indukci nebo inhibici
enzymu. Signifikantni rozdily jsou vidét pouze u 100 uM citralu pfi 12hodinové inkubaci,

ktery indukoval expresi GR 1,6 x.

GR

2.5-
<zt Hl 12 hod
nEt 2.0- . =3 24 hod
Q
@ 1.5
o3 1
v 1.0+
'€
r
= 0.5
O
o

L NN NS
N o ¢ ¢ ¢

Obrazek 17 — Vliv citralu na genovou expresi GR. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 12 a 24 hodin.
*p <0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi od kontroly (One-way
ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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5.3 Vliv citralu na proteinovou expresi

Po stanoveni vlivu citralu na genovou expresi biotransformacnich a antioxida¢nich
enzymi v HepaRG bunkach nésledovalo stanoveni jeho vlivu na jejich proteinovou
expresi. VIiv induktorti (10 pM rifampicin, 10 pM B-naftoflavon) a citralu (10 pM,
30 uM, 100 puM) na proteinovou expresi vybranych biotransformacnich enzymu
v HepaRG buinikkdch je popsan v nasledujicich kapitolach. Z casovych davoda
a naro¢nosti optimalizace metody nebylo mozné stanovit expresi antioxida¢nich enzymu
an¢kterych biotransformacnich enzymu. Kazdy bod v grafech ptedstavuje pramér hodnot
z dvou nezavislych experimentti, denzita jednotlivych prouzkl byla vztazena na denzitu

prouzku proteinu kalnexinu (Obr. 18) (viz kapitola 4.7.5 Detekce proteintl).

kalnexin 24 hod kalnexin 48 hod

DMSO RIF BNF cltral DMSO RIF BNF citral
B8 - M 0 10 10 30 100 pM

Obrazek 18 — Ukazka blotit proteinové exprese kalnexinu po 24 a 48hodinové

inkubaci HepaRG bunék se studovanymi latkami v poiadi: DMSO, RIF, BNF,
10 uM citral, 30 uM citral, 100 uM citral.

5.3.1 Vliv citralu na proteinovou expresi CYP2C9

Na Obr. 19 a 20 jsou zobrazeny ukdzky ziskanych blotli proteinové exprese
CYP2C9 pii 24 a 48hodinové inkubaci HepaRG bunék se studovanymi latkami.
Proteinové exprese CYP2C9 nebyla, s vyjimkou 100 uM citralu pti 48hodinové inkubaci,
kde doslo ke dvojnasobné indukci oproti kontrole, zaddnou testovanou latkou vyrazné
ovlivnéna. K signifikantnim zméndm nedoslo ani napfi¢ jednotlivymi expozicnimi Casy
u vétSiny testovanych latek s vyjimkou 100 uM citralu, kde pti 24hodinové inkubaci byla

exprese enzymu zménéna (Obr. 21).
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DMSO RIF BN'F citral
30 100 pM

Obrazek 19 — Ukazka blotit proteinové exprese CYP2C9 po 24hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM
citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouZkii byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.

DMSO RIF BNF
30 100 pM

Obrazek 20 — Ukazka blotii proteinové exprese CYP2C9 po 48hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM

citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouZki byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.

71



CYP2C9

2.5+
B 24 hod

2.0 - = 48 hod

Relativni proteinova exprese

P Q§ q}\(( C»'\Q C}’Q

Obrazek 21 — Vliv citralu na proteinovou expresi CYP2C9. HepaRG buiiky byly
inkubovany se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu
24 a 48 hodin. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi
od kontroly (One-way ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)

5.3.2 Vliv citralu na proteinovou expresi CYP3A4

Na Obr. 22 a 23 jsou zobrazeny ukazky ziskanych blotii proteinové exprese
CYP3A4 pii 24 a 48hodinové inkubaci HepaRG bunék se studovanymi latkami. RIF
indukoval proteinovou expresi CYP3A4 1,8 x pfi 24hodinové inkubaci a az 6,9 x
v pfipad€é 48hodinové inkubace. Signifikantni inhibice exprese enzymu (34 %) byla
zaznamenana u 10 pM citralu pii 24hodinové inkubaci, avSak nikoli pfi 48hodinové
inkubaci. Mirné sniZeni exprese enzymu bylo zaznamenano i u 100 pM citralu

pfi 48hodinové inkubaci, které ale nebylo statisticky vyznamné (Obr. 24).
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Obrazek 22 — Ukdzka blotii proteinové exprese CYP3A4 po 24hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM

citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouzkii byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.

RIF DMSO BN’F citral
30 100 puM

Obrazek 23 — Ukdazka blotii proteinové exprese CYP3A4 po 48hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: RIF, DMSO, BNF, 10 uM

citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouZkii byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.
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Obrazek 24 — Viiv citralu na proteinovou expresi CYP3A4. HepaRG buiiky byly
inkubovany se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu
24 a 48 hodin. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi
od kontroly (One-way ANOV A ndsledovana Dunettovym post-hoc testem)

5.3.3 Vliv citralu na proteinovou expresi AKR1C3

Na Obr. 25 a 26 jsou zobrazeny ukazky ziskanych blotli proteinové exprese
AKRIC3 pii 24 a 48hodinové inkubaci HepaRG bunék se studovanymi latkami.
Vysledky proteinové exprese AKR1C3 (Obr. 27) ukazuji, Ze vétSina studovanych latek
expresi daného enzym neovlivnila. Signifikantni rozdil byl zaznamenan pouze u 100 uM
citralu v ptipadé¢ 48hodinové inkubace, ktery inhiboval expresi enzymu o 74 %

(SD 53,7 %).
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DMSO RIF BNF citral
30 100 pM

Obrazek 25 — Ukdzka blotii proteinové exprese AKRIC3 po 24hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM
citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouZkit byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.

RIF DMSO B‘\IF citral
10 30 100 pM

Obrazek 26 — Ukdzka blotii proteinové exprese AKRIC3 po 48hodinové inkubaci
HepaRG bunék se studovanymi latkami v poradi: RIF, DMSO, BNF, 10 uM

citral, 30 uM citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivych prouZkit byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.
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Obrazek 27 — Vliv citralu na proteinovou expresi AKRIC3. HepaRG buiiky byly
inkubovdny se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu
24 a 48 hodin. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 — signifikantné se lisi
od kontroly (One-way ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)

5.3.4 Vliv citralu na proteinovou expresi CBR1

Na Obr. 28 a 29 jsou zobrazeny ukézky ziskanych blotl proteinové exprese CBR1
pfi 24 a 48hodinové inkubaci HepaRG bunék se studovanymi latkami. Ani v ptipadé
stanoveni proteinové exprese CBR1 nedoSlo u vétSiny stanovovanych latek
k signifikantnim zménam. Z Obr. 30 je patrné, Ze 100 pM citral pfi inkubaci po dobu
48 hodin inhiboval expresi daného enzymu velmi vyrazné, konkrétné o 98 %. Na obr. 29

1ze pozorovat naprosté vymizeni bandu.
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DMSO RIF BNF citral
10 10 10 30 100 uM

Obrazek 28 — Ukdzka blotii proteinové exprese CBR1 po 24hodinové inkubaci HepaRG
bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM citral, 30 uM
citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivyich prouZkit byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.

DMSO RIF BNF citral
10 10 10 30 100 pM

Obrazek 29 — Ukazka blotii proteinové exprese CBR1 po 48hodinové inkubaci HepaRG
bunék se studovanymi latkami v poradi: DMSO, RIF, BNF, 10 uM citral, 30 uM
citral, 100 uM citral. Denzita jednotlivpch prouZkii byla vitaZena
na denzitu prouZku proteinu kalnexinu.
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Obrazek 30 — Vliy citralu na proteinovou expresi CBR1. HepaRG buiiky byly inkubovany
se studovanymi latkami v riiznych koncentracich pii 37 °C po dobu 24 a 48 hodin.
*p < 005 ** p < 0,0I; *** p < 0,001 - signifikantné se lisi
od kontroly (One-way ANOVA nasledovana Dunettovym post-hoc testem)
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6. DISKUSE

Bylinné 1éky, jejichz celosvétova spotieba se v poslednich desetiletich vyrazné
povazovany za ,,piirodni“. Casto nejsou znamy nezadouci u¢inky rostlinnych piipravki
a je obtizné ur¢it mechanismy jejich toxicity. Ve vétsing piipadt dochézi k nepfiznivym
ucinklim pfirodnich terapii v disledku jejich nevhodného pouziti, napt. pokud jsou
nespravné pripraveny, pouzivaji se k nevhodnym indikacim, v nadmérnych davkach
nebo po delsi dobu (Zarybnicky et al., 2018a). Podle odhadii Svétové zdravotnické
organizace se vice nez 80 % obyvatel Zem¢ spoléha na tradicni medicinu, pokud jde
o jejich primarni potieby v oblasti zdravotni péce. VEtSina z této terapie zahrnuje pouziti
rostlinnych extraktl nebo jejich aktivnich slozek, zejména sekundérnich metaboliti.

Mezi rostlinnymi sekundarnimi metabolity piedstavuji terpeny nejrozmanitéjsi tiidu

(Bartikova et al., 2014).

Monoterpeny prostupuji celé naSe prostiedi, ovliviuji kvalitu ovzdusi, zejména
mnozstvi ozoénu v troposféie, a maji nesporny vyznam jak pro rostliny, které je produkuyji,
tak pro dal$i organismy vcetné Clovéka. Rostliny se jejich pomoci brani $kiidcim
a zaroven jimi lakaji opylovace. Pro nés jsou nepostradatelné jako chutové a vonné latky,
jez navic pozitivné ovlivituji nase zdravi (Dvotakova et al., 2011). Monoterpen citral
se vyznacuje citronovou vini, vyuzivd se jako aromatickd slozka v parfémech,
protinadorové, antibakteridlni a antipyretické €¢inky (Onawunmi, 1989; Robacker et al.,

1977; Emilio-Silva et al., 2017; Tang et al., 2018a).

Nékteré monoterpeny (napi. pulegon, menthofuran, kafr, limonen)
a seskviterpeny (napf. zederon, germakron) tvofi reaktivni metabolity, zvySuji
koncentraci reaktivnich forem kysliku a narusuji antioxida¢ni obranu organismu, coZ se
projevuje hepatotoxicitou. Kazdy rok je hlaseno mnoho ptipadi poskozeni jater vyvolané
bylinnymi dopliiky, proto je tfeba vénovat jim vice pozornosti, aby se snizilo riziko

poskozeni jater zpiisobené vyrobky obsahujicimi terpeny (Zarybnicky et al., 2018b).

Jednim z cilt této diplomové prace bylo stanovit cytotoxicitu citralu na HepaRG
buiiky. Pomoci NRU testu byla stanovena hodnota ICso, kterd byla u 48hodinové
inkubace 0.892 mM a u 72hodinové inkubace 0.708 mM. Pii 48hodinové inkubaci
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2 mM citral zpasobil 0% viabilitu bun¢k, v pifipadé 72hodinové inkubace postacil

jiz 0,9 mM citral k usmrceni v§ech bunck.

Ve studii Dudai et al. (2005) 44,5 uM citral, jenz odpovida koncentraci citralu
v Salku cCaje ptipravené¢ho z 1 g vonatky citronové (Cymbopogon citratus), vyvolal
apoptosu v nékolika hematopoetické¢ bunécnych liniich. Apoptosa byla doprovazena
fragmentaci DNA a indukci katalytické aktivity kaspasy-3. Rizné leukemické bunécné
linie byly oSetfeny silici z C. citratus, po 4 hodinach inkubace doSlo k usmrceni
50— 81 % bunck, zatimco normalni thymocyty byly rezistentni. Déle byl hodnocen ti¢inek
Cistého citralu, ktery vedl k usmrceni 58 — 90 % leukemickych bunék (ICso =47 ug / ml),
zatimco u zdravych thymocytt byla imrtnost 29 % a u normalnich buné¢k sleziny nebyl
zaznamenan zadny cytotoxicky ucinek. Apoptoticky ucinek citralu zavisel
na o,B-nenasycené aldehydové skuping, ktera slouzi jako Gc¢inny aktivator kaspasy-3.
Citral by mohl tvofit novou rodinu proapoptotickych 1é¢iv v boji proti rakoviné (Dudai

et al., 2005).

Antibakterialnimi G¢inky citralu se zase zabyvala studie Adukwu et al. (2016),
kde vSechny z péti testovanych kment Acinetobacter baumannii (z nichz dva kmeny byly
potvrzeny jako rezistentni viuci vice léivim (MDR)) byly citlivé jak na silici
Cymbopogon flexuosus, tak na citral, pficemz inhibi¢ni zény se pohybovaly mezi 17
a 80 mm. Dale byla testovana Zivotaschopnost bun¢k za pouziti lidskych dermalnich
fibroblasti (HDF; 106-05a), pomoci XTT testu byla stanovena hodnota ICso pro citral
0,095% (v/v) 1 prosilici C. flexuosus 0,126 % (v/v). Schopnost silice C. flexuosus a citralu
inhibovat a zabijet MDR kmeny 4. baumannii zdiraznuje jejich potencidl pro pouziti
pfi 1écbé infekci rezistentnimi patogeny, avSak cytotoxicita in vifro naznacuje, Ze je

zapottebi dalSich testll pred expozici clovéka in vivo nebo ex vivo (Adukwu et al., 2016).

Ve studii Kpoviessi et al. (2014) autoti uvedli, Ze silice Cymbopogon citratus
prokézala mirné toxickou aktivitu proti bunééné linii lidskych fibroblasti W138
(ICso = 39,77 ng/ml). Zaroven zjistili, ze silice rostlin rodu Cymbopogon mohou byt
dobrym zdrojem antitrypanosomalnich latek (Kpoviessi et al, 2014). Rovnéz silice
myrtovniku citronového (Backhousia citriodora) i samotny citral vykazovaly velmi
toxicky ucinek na lidské bunécéné linie HepG2, fibroblastové bunééné linie F1-73
a primarni bunééné kultury fibroblasti lidské kiize. Hodnota ICso se pohybovala od 0.008
do 0.014 % (w/v) pti 4hodinové inkubaci a od 0.003 do 0.012 % (w/v) pti 24hodinové
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inkubaci (Hayes a Markovic, 2002). Jiné studie prokazaly, Ze samotny citral byva

toxi¢téjsi nez silice rostlin obsahujici citral (Adukwu et al., 2016).

Dalsim cilem této diplomové prace bylo sledovat vliv citralu na genovou
a proteinovou expresi biotransformacnich a antioxidac¢nich enzymii v HepaRG buiikach.
Jelikoz by mohl byt citral vyuzivan jako 1é¢ivo, byl ve studii Tang et al. (2018a) studovan
jeho vliv na expresi a aktivitu jaternich enzymi CYP450 u mysi, aby nedochdzelo
k interakcim s jinymi Ié¢ivy. Citral byl rozpustén ve vod¢ a intragastricky podavan mysSim
po dobu 3 dnti. Nejvétsi indukce exprese mRNA nékolika enzymit CYP450 citralem byla
pozorovana pii davce 200 mg/kg. Davka 2000 mg/kg méla nizs§i indukéni U¢inek
na expresi mMRNA CYP1A2, 2D22 a 2E1 nez davka 200 mg/kg. Kromé toho citral nemé¢l
vliv na expresi mRNA CYP3Al1l v davce 2000 mg/kg. Citral v davce 2000 mg/kg
indukoval mikrosomalni aktivitu CYP1A2, 2D22 a 2E1, zatimco aktivita CYP3A11 byla
potlacena. Tato studie rovnéz ukézala, ze 1écba citralem indukuje vyznamné poskozeni
jater a oxidacni stres pii davce 2000 mg/kg. Z téchto diivodi musi byt davka citralu
peclivé vybrana, nizké davky citralu snizi u¢innost soucasné podavanych 1é¢iv, zatimco
vysoké davka citralu povede k akumulaci a otravé. Vzhledem k tomu, Ze enzymy CYP450
je zapottebi dalsich studii, aby bylo mozné zkoumat mozné interakce, pokud ma byt citral
pouzit jako 1éCivo nebo potravinaiské aditivum (Tang et al., 2018a).
V nasem experimentu byla rovnéZ zaznamenana mirnd nesignifikatni indukce exprese

mRNA CYP1A2 (2,7x) pti 24hodinové inkubaci 100 uM citralu s HepaRG bunkami.

Ve studii Li et al. (2018) dvoutydenni podavani silice Cymbopogon flexuosus
a citralu zpisobilo malou nebo zddnou zménu enzymové aktivity CYP1A2, 2B, 2C, 2D,
2E1. Mysi po dvoutydennim podavani 400 mg/kg silice C. flexuosus a 240 mg/kg citralu
mely signifikantné sniZzenou (p < 0,05) testosteronovou 6p-hydroxylacni aktivitu
(CYP3A). Ethoxyresorufin O-deethylac¢ni aktivita (CYP1AT1) byla mirné, ale vyznamné

sniZzena (p < 0,05) pfi podavani stejného mnozstvi silice 1 citralu (Li et al., 2018).

Ve studii Seo et al. (2008) citral a geraniol siln€¢ inhibovaly aktivitu CYP2B6
hydroxylasy v lidskych jaternich mikrosomech. Oproti tomu v nasem experimentu
v HepaRG bunkach 100 uM citral pii 24hodinové inkubaci signifikantné indukoval
CYP2B6 1 CYP3A4 na trovni mRNA, exprese enzymii CYP2C a AKRIC nebyla
zménéna, 30 uM citral pfi 12hodinové inkubaci inhiboval expresi enzymu CBR1 0 22 %.

Mirna inhibice proteinové exprese enzymu CYP3A4 byla zaznamenana u 10 pM citralu
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pfi 24hodinové inkubaci, 100 uM citral pti 48hodinové inkubaci velmi vyrazné inhiboval

CBR1 1 AKRIC3.

Meredith Cochrane (2015) se ve své studii zabyvala slozenim silici rostlin a jejich
vlivem na aktivitu CYP2C9. Provedla screening témeét Sedesati rostlin, z nichz 17
prokdzalo potencial silnych inhibitori CYP2C9. Krom¢ skotficového listu, mrkve,
hiebicku, vanilky, zadzvoru, Salvéje, oregana a mnoha dalSich sem patii také pelargonie
vonna (Pelargonium graveolens) a citronela cejlonska (Cymbopogon nardus), obé
obsahujici citral (Jeon et al., 2008; Nakahara et al., 2013; Cochrane, 2015). V nasem
experimentu vSak 100 uM citral pfi 48hodinové inkubaci dvojnasobné indukoval

proteinovou expresi CYP2C9.

V naSem experimentu 10 uM rifampicin indukoval pouze CYP3A4 na trovni
genové i proteinové exprese, coz se shoduje se studii Luo et al. (2002), ackoli by m¢l také
indukovat CYP2B6 (Faucette et al., 2004) a CYP2C9 (Samer et al., 2013). Druhym
studovanym induktorem byl B-naftoflavon, ktery indukoval CYP1A2 pii 12 i 24hodinové
inkubaci a AKRI1C pfii 24hodinové inkubaci na irovni mRNA, ani jeden z enzymu vSak

nebyl touto latkou ovlivnén na Grovni proteinu.

Antioxidac¢ni aktivita citralu byla ve studii Tang et al. (2018a) hodnocena méfenim
celkové antioxidacni kapacity (T-AOC). Mimo jiné byla také métfena hodnota celkové
aktivity superoxiddismutasy (T-SOD), citral zvysil hladiny T-SOD, pii vysokych
davkach citralu vS§ak T-AOC vyznamné poklesla. Tang et al. (2018a) predpoklada,
ze citral je slaby antioxidant nebo ma nizkou antioxidacni kapacitu in vivo. V naSem
experimentu citral v riznych koncentracich pii 12hodinové 1 24hodinové inkubaci nemél
zadny vliv na expresi SOD1/2 v HepaRG buiikdch na urovni mRNA. Rovnéz
ani v ptipad¢ dalSich antioxida¢nich enzymi (CAT, GPX4, GSTP) nebyla zaznamendna
zmeéna v jejich expresi. Van lersel et al. (1996) ve své studii uvedl, ze GSTP nebyla
v lidskych melanomovych bunikdch inhibovana citralem. Také ve studii Li et al. (2018)
dvoutydenni podavani silice Cymbopogon flexuosus nebo citralu nemélo u mysi
vyznamny U¢inek na aktivitu jaterni GST, bylo pozorovano zvyseni aktivity jaterni GR
(vice pii podani Cistého citralu nez silice). Silice ani citral nezpisobily vyznamnou zménu
aktivity GPX v jatrech (Li et al., 2018). V naSem experimentu byla pozorovéana indukce
GSTA na trovni mRNA u 100 uM citralu pii 24hodinové inkubaci, genovou expresi
GPX1 a GR zvysil 100 uM citral pfi 12hodinové inkubaci. Pouzity induktor 10 uM
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oltipraz  zvySil expresi pouze jediného antioxidaénitho enzymu GPXI1

pfi 12 i 24hodinové inkubaci.

Rozsahl¢ experimentalni a klinické studie dokazuji, Ze oslizak libezny (4egle
marmelos) ma  antidiarrhoické,  antimikrobidlni, antivirové, antipyretické,
radioprotektivni, chemopreventivni, protirakovinné a protizanétlivé vlastnosti, diky nimz
je hojné pouzivan v tradi¢ni medicing, zejména v domorod¢ indické medicing, k prevenci
a 1écbé mnoha nemoci. A. marmelos je stejné jako spousta dalSich 1é¢ivych rostlin bohaty
na sekundarni metabolity, obsahuje napi. marmenol, marmin, psoralen, limonen
nebo citral (Rahman a Parvin, 2014). Ve studii Singh et al. (2000) byl extrakt z listi
A. marmelos (50 a 100 mg/kg) podavan mysim po dobu 14 dnti a nasledné byla sledovana
enzymova aktivita antioxidacnich enzymi v jatrech mysi. DoSlo ke zvySeni aktivity

superoxiddismutasy, katalasy, glutathionperoxidasy i glutathionreduktasy.

Citral, ale i dalsi terpeny jsou nadéjnymi kandidaty pro vyvoj novych 1é¢iv, napf.
proti MRSA (Long et al., 2019), zrnitym patogenim Aspergillus flavus a Aspergillus
ochraceus (Tang et al., 2018b) nebo pti 1écbé onemocnéni diabetes mellitus (Mishra
et al., 2019), proto by si zaslouzily vice pozornosti. Studium jejich metabolismu
véetné moznych interakci s dalSimi 1éCivy zvysi 1écebny efekt a minimalizuje rizika
spojena s uzivanim tak, aby nedochéazelo k nevhodnému pouziti té€chto ptirodnich latek,

ktera pii nespravném uZivani mohou byt toxicka nejenom pro jatra.
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7. ZAVER
Jako model pro studium cytotoxicity a vlivu citralu na expresi biotransformacnich

a antioxidac¢nich enzymi byly zvoleny diferencované HepaRG buiiky.

Nejprve byla pomoci NRU testu sledovana cytotoxicita citralu a byla stanovena
hodnota ICso, kterd byla u 48hodinové inkubace 0.892 mM a u 72hodinové inkubace
0.708 mM. Pti 48hodinové inkubaci 2 mM citral usmrtil v§echny builky, v piipadé
72hodinové inkubace postacil k usmrceni vSech bun¢k jiz 0,9 mM citral. Mtizeme tedy
fici, ze cytotoxicita citralu neni vysokd. Dalsi experimenty byly provedeny s netoxickymi

koncentracemi citralu (10, 30 a 100 uM).

Diferencované HepaRG buiiky byly inkubovany s 10 uM rifampicinem, 10 uM
B-naftoflavonem, 30 uM oltiprazem, 10 uM citralem, 30 uM citralem a 100 pM citralem
12 a 24 hodin pro PCR a 24 a 48 hodin pro WB. Rifampicin, B-naftoflavon a oltipraz jsou
znamé induktory CYP3A4, CYP1A1/2 respektive antioxida¢nich enzymd.

Byl sledovan vliv citralu na genovou a proteinovou expresi vybranych enzymu I. faze
biotransformace a antioxidacnich enzymi. Rifampicin indukoval CYP3A4 na urovni
mRNA pii 12 i 24hodinové inkubaci a pii 24 1 48hodinové inkubaci na trovni proteinu.
Signifikantni indukce CYP3A4, CYP2B6 a GSTA na tirovni mRNA byla pozorovana
rovnéZ u 100 uM citralu pfi 24hodinové inkubaci. Oproti tomu pfi stanoveni proteinové
exprese doSlo k mirné inhibici CYP3A4 u 10 uM citralu pii 24hodinové inkubaci,
ktery se vSak neprojevuje pii delsi inkubaci ani pii pouziti vySSich koncentraci citralu.
B-naftoflavon indukoval CYP1A2 na trovni mRNA pii 12 1 24hodinové inkubaci
a AKR1C pfti 24hodinové inkubaci, ani jeden z enzym vSak nebyl touto latkou ovlivnén
na urovni proteinu. Genovou expresi GPX1 zvysil oltipraz pii 12 i 24hodinové inkubaci
a 100 puM citral pti 12hodinové inkubaci, ktery v tentyZ ¢as indukoval také GR. Genova
exprese CYP2C, SOD1/2, CAT, GPX4, GSTP nebyla ovlivnéna zaddnou studovanou
latkou. Mirnd inhibice CBR1 na urovni mRNA byl pozorovan pouze
u 30 puM citralu pfi 12hodinové inkubaci. Pfi stanoveni proteinové exprese byla
zaznamenana indukce CYP2C9 a vyrazna inhibice CBR1 1 AKR1C3 u 100 uM citralu

pii 48hodinové inkubaci.
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8. POUZITE ZKRATKY

AA
AhR
AKR
APS
BCA
bisAA
BSA
CAR
CAT
CBR
cDNA
CYP
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
DTT
EDTA
EGTA
GR
GSH
GST
GPX
HCl

ICso

akrylamid

receptor pro aromatické uhlovodiky
aldo-keto reduktasa

persiran amonny

bicinchoninova kyselina

N,N‘— methylen—bisakrylamid
hovézi sérovy albumin
konstitutivni androstanovy receptor
katalasa

karbonylreduktasa

jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina
cytochrom P450
diethylpyrokarbonat
dimethylsulfoxid
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidy

dithiotreitol
ethylendiamintetraoctova kyselina
ethylenglykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina
glutathionreduktasa

glutathion

glutahion-S-transferasa
glutathionperoxidasa

kyselina chlorovodikova

stfedni inhibi¢ni koncentrace

85



mRNA
NaCl
NADPH
PBS
PCR
Pen/Strep
PMSF
PXR
qPCR
RNA
rpm

RT

SDS
SOD
TBS
TBST
TEMED
TRIS

TWEEN

mediatorova ribonukleova kyselina

chlorid sodny

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfostat
fosfatovy pufr

polymerasova fetézova reakce

synteticky penicilin-streptomycin
fenylmethansulfonylfluorid

pregnanovy X receptor

kvantitativni polymerasova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

otacky za minutu

reversni transkriptasa

dodecylsiran sodny

superoxiddismutasa

tris-pufrovany fyziologicky roztok
tris-pufrovany fyziologicky roztok + Tween 20
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

polyoxyethylen-sorbitan monolaurat
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