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Skolitelka:  doc. PharmDr. Iva Bougova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv vybranych monocyklickych monoterpenti na aktivitu a

expresi antioxida¢nich enzymi v lidskych jatrech

Monocyklické monoterpeny patii mezi sekundarni metabolity rostlin, které jsou
charakteristické svou viini a maji Siroké vyuziti. Pfitahuji opylovace rostlin, uplatiuji se
v rostlinné komunikaci, v kosmetickém nebo potravinaiském primyslu. Jsou slozkami
koteni, napoji a potravin. U nékterych byla prokazana protinddorova aktivita, avSak
neméli bychom zapominat, Ze nékteré maji toxické Gcinky v riiznych orgénech lidského
organismu, predev§im v jatrech. Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaky maji ucinek
(+)-karvon, (-)-karvon, (+)-isomenthon, (-)-isopulegol a piperiton na aktivitu a expresi
mRNA antioxida¢nich enzyma v lidskych jatrech. Jaterni tkan ziskana od pacientd obou
pohlavi ve véku 50 az 80 let byla pouzita jako biologicky material. Nejprve byl hodnocen
ucinek vybranych monoterpenti (100 uM) na aktivitu enzymu glutathionreduktasy (GR),
glutathionperoxidasy (GPx), katalasy (CAT) a glutathion-S-transferasy (GST)
v subcelularnich frakcich ziskanych z lidské jaterni tkdn¢ Sesti dobrovolniki. V této ¢asti
experimentu monoterpeny nejvice ovliviiovaly katalytickou aktivitu cytosolické GST,
nejvyrazngj$i u€inek vykazoval monoterpen piperiton, a proto byl vybran do dal$i ¢asti
studie. Nasledné byl zkouman ucinek piperitonu (10 uM a 50 uM) na katalytickou
aktivitu a expresi mRNA antioxidac¢nich enzymt, k ¢emuz byly vyuzity ultratenké lidské
jaterni tezy (PCLS) ziskané od tfi dobrovolnik. V PCLS byla zaznamenéna
nejvyznamnéjsi indukce exprese mRNA GSTP1 a GPx1 vlivem piperitonu (10 uM) a
GSTA1 (50 uM). Doslo také k vyznamnému snizeni hladin mRNA GPx2 vlivem
piperitonu (50 puM). Aktivita GST v lidskych PCLS byla zvySena ve dvou jaternich
vzorcich pisobenim piperitonu (50 uM). Druhd zkousena koncentrace (10 uM) vyvolala
v jednom jaternim vzorku vyznamny nartst aktivity GST, ale u druhého pacienta

vyznamny pokles jeji aktivity.
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Title of diploma thesis: Effect of selected monocyclic monoterpenes on the activity

and expression of antioxidant enzymes in human liver

Monocyclic monoterpenes belong to plant secondary metabolites, which are
characterized by their aroma and possess a wide range of use. They attract pollinators and
are involved in plant communication as well as in the cosmetic and food industries. They
are ingredients of spices, beverages, and food. In some of them, anti-cancer activity has
been proven, however, we should keep in mind that some of them exert toxic properties
in various organs of the organism, mainly in the liver. The aim of this thesis was to find
out what effect have (+)-carvone, (-)-carvone, (+)-isomenthone, (-)-isopulegol, and
piperitone on the activity and mRNA expression of antioxidant enzymes in human liver.
The liver tissues obtained from patients of both sexes and 50-80 years old were used as
biological material. At first, the effect of the selected monoterpenes (100 pM) on the
activity of the enzymes glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx),
catalase (CAT), and glutathione S-transferase (GST) in subcellular fractions obtained
from human liver tissue of six volunteers was evaluated. In this part of the experiment,
monoterpenes influenced the catalytic activity of cytosolic GST the most; the most
significant effect was shown by the monoterpene piperitone which was therefore selected
for the next part of the study. Subsequently, the effect of piperitone (10 uM and 50 uM)
on the catalytic activity and mRNA expression of antioxidant enzymes was examined
using human precision-cut liver slices (PCLS) obtained from three volunteers. In PCLS,
GSTP1 and GPx1 mRNA were most significantly induced by piperitone (10 uM) while
piperitone (50 uM) induced GSTA1. Piperitone (50 uM) also considerably decreased the
GPx2 mRNA levels. The activity of GST in human PCLS was increased in two liver
samples by piperitone (50 uM). The other tested concentration (10 pM) caused a
significant increase in the GST activity in one liver sample and a significant decrease in

another one.



1. UVOD

Soucasné se zvySujicim se uzivanim 1ékti na ptedpis roste zdjem o ptirodni 1éCivé
pripravky a bylinn¢ dopliiky, které maji fadu prospésnych vlastnosti. Byliny a rostlinné
produkty jsou obecné povazovany za bezpecné a u€inné alternativy chemickych 1éciv,
proto se k nim obraci pozornost Siroké vetejnosti. Pozornost by vsak méla byt vénovana
také potencialni toxicité téchto produktl, protoze ptirodni produkty mohou vyvolavat

ruzné toxické reakce (Ardalan a Rafieian-Kopaei 2013).

Rostlinné terpenoidy, pfedevsSim monoterpeny a seskviterpeny jsou kvili jejich
pfijemné chuti a vlni sloZkou potravin, ale u nékterych byly prokazdny hepatotoxické
ucinky. Piikladem mutze byt hepatotoxicky pusobici monoterpen R-pulegon, ktery je
hlavni slozkou rostliny Mentha pulegium (Lamiaceae). Jatra jsou diky své struktuie a
funkeci Casto cilovou tkani toxicity. Pro sniZeni rizika poSkozeni jater je nezbytné vénovat

terpentim vice pozornosti (Sadibolova et al. 2019, Zarybnicky et al. 2018a).

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na skupinu monoterpent a jejich vliv na
antioxida¢ni enzymy, kterymi byly glutathionreduktasa (GR), glutathionperoxidasa
(GPx), katalasa (CAT), glutathion-S-transferasa (GST) a superoxiddismutasa (SOD).
Z monoterpentt byl hodnocen tuc¢inek (+)-karvonu, (-)-karvonu, (+)-isomenthonu,
(-)-isopulegolu a piperitonu na katalytickou aktivitu antioxida¢nich enzymi
v subcelularnich frakcich ziskanych z lidské jaterni tkané. Pomoci spektrofotometrickych
metod byla stanovena specificka aktivita enzymd, nejvyraznéjsi ucinek byl pozorovan u
piperitonu. Proto byl nasledné hodnocen jeho Uc¢inek na katalytickou aktivitu a expresi
mRNA antioxidacnich enzymu s pouZitim metody Real-Time PCR. Jako model byly
pouzity ultratenké lidské jaterni fezy, které predstavuji techniku ex vivo tkaiové kultury,

ktera napodobuje mnohobunééné vlastnosti organti in vivo (Olinga a Schuppan 2013).



2. TEORETICKA CAST

2.1 Terpenoidy

Primarni latkova pfeména je obdobna nebo blizka pro bunky vSech zivych organismi,
ale n€které¢ druhy rostlin a zivocicht si vytvofily specifické postupy latkové premény
(sekundarni metabolismus). Jeho produkty jsou sekundarni metabolity, které jsou typické
zejména pro rostliny. Podle chemické struktury je délime na fadu skupin, mezi které patii

napiiklad glykosidy, taniny, alkaloidy, flavonoidy nebo terpeny (Klouda 2013).

Terpenoidy patii do velké a strukturné rtznorodé skupiny ptirodnich produkta.
Najdeme je pfedevsim v rostlinné tiSi, kde se obvykle vyskytuji v pryskyfi¢nych a
aromatickych rostlinach. Pro kazdou ¢ast rostliny se procentudlni podil mulze liSit,
vyskytuji se v listech, klife, vétvich, kmeni, plodech nebo semenech. Tyto slouc¢eniny
nalezneme také u zvifat, ale nejsou zde zastoupeny tak hojn€. Mezi dalsi ptirodni zdroje

muzeme zatadit mikroorganismy, jako jsou houby a bakterie (Dewick 2009, Roy 2019).

Bylo jiz identifikovano vice nez 30 000 terpenoidll a nékteré jsou nedilnou soucasti
primarniho metabolismu. Pfikladem mohou byt hormony gibereliny, elektronové nosice
plastochinon a ubichinon nebo fotosyntetické pigmenty karotenoidy (Theis a Lerdau

2003).

Jak jiz bylo fe€eno, rostlinné terpenoidy jsou rozdéleny na primarni terpenoidy, které
jsou nezbytné pro udrzeni bunécnych funkci, a druhou skupinu tvofi sekundarni
metabolity. Ty nejsou pro rust rostlin zivotné dulezité, ale podileji se na stresové reakci
rostlin a pfitaZlivosti pro opylovace rostlin. Pravé tyto terpenoidy maji velky ekonomicky
vyznam, protoze jsou Siroce pouzivané v aromatickém, kosmetickém, farmaceutickém,

zemédelském a chemickém prumyslu (Roy 2019).

Terpenoidy neboli isoprenoidy jsou latky strukturné odvozené od isoprenu
(2-methylbuta-1,3-dienu). Podle poctu isoprenovych jednotek, a tedy i uhlikovych atomd,

které tvoii molekulu terpenu, je rozdélujeme na:

e hemiterpeny, které se skladaji z jedné isoprenové jednotky (Cs) — isopren

(Obr. 1)



HoCZ CHe

CH3

Obr. 1 Isopren

e monoterpeny, které se skladaji ze dvou isoprenovych jednotek (Cio) —

napft. karvon (Obr. 2), menthol

CHs
0

HC™ "CHs

Obr. 2 (+)-Karvon
e seskviterpeny, které se skladaji ze tfi isoprenovych jednotek (Cis) — napf.
farnesol (Obr. 3)
HsC_~ = = OH
CHj CH3j CHs;

Obr. 3 Farnesol
e diterpeny, které se skladaji ze ¢tyf isoprenovych jednotek (Ca0) — napf.
retinol (Obr. 4), fytol
HsC CHs CHs *CHj
X \* AN OH
CHjs

Obr. 4 Retinol

e sesterterpeny, které se skladaji z péti isoprenovych jednotek (Cas) — napf.

genepolid, ofiobolin A (Obr. 5)



Obr. 5 Ofiobolin A

e ftriterpeny, které se skladaji ze Sesti isoprenovych jednotek (Czo) — napf.

skvalen (Obr. 6)

CH; CH; CHj
3 3 = ' = = CH,
CH3 CH; CH,

H4C

Obr. 6 Skvalen

e tetraterpeny, které se skladaji z osmi isoprenovych jednotek (Ca40) — napf-.

B-karoten (Obr. 7)

Obr. 7 p-karoten

e polyterpeny, které se skladaji z vice nez osmi isoprenovych jednotek

(C > 40) — napt. polyisopren (Obr. 8), dolichol

CHj3

Obr. 8 Polyisopren
Zvlastni skupinu isoprenoida tvoii steroidy, které vznikaji modifikaci triterpenti a

obsahuji tetracyklické steranové jadro.

Isoprenové jednotky v terpenoidech se spojuji zplisobem hlava-hlava, hlava-pata,
pata-pata. Hlavou je atom C(, patou koncovy atom Cu). Terpeny miZeme podle

uspotadani fetézce rozdé€lit na alifatické nebo cyklické. Dale mizeme terpeny klasifikovat



na uhlovodiky nebo jejich derivaty. Nejcastéji se jedna o alkoholy, aldehydy a ketony
(Dewick 2009, Klouda 2013).

Biosyntéza terpeni probihd dvéma cestami, které se od sebe liSi zplisobem vzniku
zakladnich prekurzorti isopentenyldifosfatu (IPP) a dimethylallyldifosfatu (DMAPP).
Prvni cestou biosyntézy je mevalonatova cesta, ke které dochazi v cytosolu bun¢k. Tak
vznikaji prekurzory seskviterpent a triterpent. IPP vznika z acetyl-CoA pies kyselinu
mevalonovou a DMAPP poté isomerizaci IPP. Druha cesta biosyntézy je pyruvatova
cesta, kde jsou prekurzory (IPP a DMAPP) monoterpenti, diterpenii a tetraterpenti
syntetizovany ptes 1-deoxy-D-xyluloso-5-fosfat v plastidech bunék. Zde prekurzory
vznikaji oddélené¢ (DMAPP nevznika isomerizaci IPP). V rostlinach v§ak mize dochazet

k propojeni obou biochemickych cest (Dewick 2009).
Biosyntéza monoterpent se sklada ze 4 fazi:

1. Nejprve se tvoti zakladni stavebni jednotky terpent (IPP a DMAPP) pyruvatovou
cestou. Dochazi ke kondenzaci dvou atomti uhliku z pyruvatu (1) s glyceraldehyd-

3-fostatem (2). Takto zacind Sestistupiiova syntéza I[PP (3) a DMAPP (4) (Obr. 9).

0
o
}(UT\DH 2 0P02P03H3 OPO,PO3H;
U 7 _.- /L/\ ’
| N
KI/E\DF.DSHE 4 OPO,PO3H3 |
OH

Obr. 9 Kondenzace pyruvatu (1) a glyceraldehyd-3-fosfatu (2) za vzniku prekurzoru
isopentenyldifosfatu (3) a dimetylallyldifosfatu (4), z nichz se dale tvori geranyldifosfat
(5) (prevzato ze Dvordkova et al. 2011).

2. Dochazi ke kondenzaci IPP a DMAPP a vznikd geranyldifosfat (GPP) (5, Obr. 9).
Reakce je katalyzovand enzymem GPP-synthasou ze skupiny prenyltransferas.

3. Nasledné dochdzi transformaci GPP monoterpencyklasami ke vzniku zékladniho
skeletu podskupiny monoterpent. Do podskupiny monoterpenti patii napiiklad

acyklické monoterpeny, karany, thujany nebo pinany.



4. Posledni fazi je vznik derivath modifikaci zékladniho skeletu. Pfi¢emz nepolarni
monoterpenické uhlovodiky jsou hydroxylovany monooxygenasami (napf.
cytochromy P450), oxidovany nespecifickymi alkoholdehydrogenasami, piipadné

acylovany acyltransferasami (Dvordkova et al. 2011).

Po poziti se terpeny dobfe vstiebavaji s tukem, ktery piisobi jako nosi¢. Metabolismus
terpenil zacina hydroxylaci nebo epoxidaci mikrosomalnimi monooxidasami. Nasledn¢
jsou vytvorené primarni metabolity transformovany na vice polarni slouc¢eniny, jako jsou
dioly nebo karboxylové slouceniny a jsou vyluCovany moci jako ve vod€ vysoce
rozpustné adukty s kyselinou sirovou, glukuronovou nebo jako kyselina merkapturova

(Engel 2001).

Terpeny vykazuji Sirokou Skalu biologickych a farmaceutickych aktivit a mohou se
také chovat jako antioxidacni, ale 1 prooxidac¢ni slou€eniny. Chovani konkrétniho terpenu
zavisi ze vSeho nejvice na koncentraci. Pti vysokych koncentracich miize terpen ptisobit
prooxidacné, zatimco pfi nizsich koncentracich jako antioxida¢ni slouc¢enina (Gonzalez-

Burgos a Goméz-Serranillos 2012).

Byl studovan vztah antioxidacnich vlastnosti a struktury terpenu. Konjugované
dvojné vazby ve struktuie terpenti jsou pravdépodobné zodpovédné za jejich antioxidacni
aktivitu. Studie porovnavala monoterpeny, které jsou aktivnimi antioxidanty a obsahuji
konjugované dvojné vazby (karvon, pulegon, a-phellandren) s terpeny, které nemaji tyto
vlastnosti a jsou bez tohoto strukturniho prvku. Napiiklad citronellal nebo menthon.
Vyzkum také odhalil vyssi schopnost S-karvonu vychytavat volné radikaly nez o-

tokoferol (Wojtunik-Kulesza et al. 2019).

2.1.1 Monoterpeny

Obecny molekulovy vzorec CioHis nélezi monoterpentim, které se skladaji ze dvou
isoprenovych jednotek. Nejcastéji se jedna o acyklické, monocyklické nebo bicyklické
struktury. V pfirodnich produktech bylo identifikovano vice nez 1000 riznych
monoterpentl, z nichz mnoho je t€kavych. V ptirod¢ se €asto vyskytuji ve formé derivati,
které vznikaji naptiklad oxidaci nebo methylaci a hraji roli v rostlinné komunikaci,
obrané rostlin a také ptitahuji opylovace. Vyuzivaji se v parfumerii, kosmetice a jako

insekticidy (Evidente et al. 2015, Salminen et al. 2008). Terpeny mohou obsahovat jeden
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nebo vice asymetrickych uhlikd. Opticka aktivita terpent je pfic¢inou odlisné viné,

biologické aktivity a zpisobu tcinku optickych isomeri (Souza et al. 2013).

Monoterpeny jsou v rostlindch syntetizovany v parenchymatickych buiikach a poté
jsou ulozeny ve vakuolach, v bunétné sténé, pifipadné ve specialnich exkrecnich
pletivech. Lze je snadno identifikovat diky jejich tékavosti, a navic se lehce ziskaji
destilaci s vodni parou jako tzv. rostlinné silice. Silice jsou nejcastéjSim zdrojem
monoterpentl, tvofi rostlinné aroma a jsou syntetizovany asi u 10 % vSech rostlinnych
druhti. Rostlinné aroma se odviji zejména od absolutni konfigurace hlavnich
monoterpenti obsazenych v rostlin€. Napiiklad zakladem citrusového aroma jsou (R)-(+)-
limonen a (R)-(+)-B-citronellol. Zatimco (S)-(—)-limonen je zdkladem viné borového
jehlici a (S)-(—)-B-citronellol viné rizi. K nejznaméj$im silicim patii olej kajeputu
sttidavolistého (Melaleuca alternifolia, Myrtaceae), zndmy spiSe pod ndzvem tea tree oil.
Jeho hlavnimi slozkami jsou 4-terpineol, p-cymen a y-terpinen. Tea tree oil ma fungicidni

a antibakteridlni u¢inky (Dvotdkova et al. 2011).

U nékterych monoterpenti byla pozorovana protinddorova aktivita. Naptiklad
D-limonen a D-karvon snizuji tvorbu karcinomu ptedzaludku a plic (Wattenberg 1989).
Jelikoz se nékteré monoterpeny pouZivaji jako insekticidy, nemé&li bychom ale zapominat,
ze v lidském organismu mohou vykazovat toxické €¢inky v riznych organech (predevSim
v jatrech). Jedna se naptiklad o R-pulegon, R-menthofuran, nebo kafr (Roy 2019,
Zarybnicky et al. 2018a).

V navazujicich ¢astech diplomové prace se budu detailn€ji vénovat popisu
jednotlivych monocyklickych monoterpentl, které byly pfedmétem mé experimentalni

prace.

2.1.1.1 (+)-karvon

Strukturni nazev karvonu je 2-methyl-5-(prop-1-en-2-yl)cyklohex-2-en-1-on. Od
latinského nazvu kminu Carum carvi je odvozen trivialni ndzev tohoto terpenu — karvon

(de Carvalho a da Fonseca 2006, Dewick 2009, Sell 2003).

Karvon je monocyklicky monoterpenovy keton, ktery obsahuje jeden asymetricky
uhlik, nesouci isopropenyl. V pfirod¢ se proto karvon vyskytuje v obou enantiomernich

formach - (R)-(—)-karvon (L-karvon) a (S)-(+)-karvon (D-karvon; obr. 10), ktery ma
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typickou viini kminu nebo kopru. Nalezneme ho jako hlavni slozku kminu (Carum carvi,
Apiaceae). Kminovy olej mlze obsahovat az 85 % D-isomeru karvonu. Stejny isomer

najdeme také v koprovém oleji (Anethum graveolens, Apiaceae) v mnozstvi az 65 %.

CH3
O

HoC™ CHs

Obr. 10 (+)-karvon

Vyroba (+)-karvonu zahrnuje chemickou nebo biotechnologickou syntézu, extrakci a
¢isténi silic kminu nebo kopru. Biotechnologické techniky se jevi jako ti€inny zptlisob, jak
uspokojit rostouci poptavku, a to i s ohledem na Zivotni prostfedi. V dne$ni dob¢ je aroma
kminu a kopru ziskdno ptredevs$im z ptirodnich zdroji. V plodu kminu je biosyntéza
(+)-karvonu vicestupiiovd. Probihd ptes geranyldifosfat, kdy cyklizaci vznika
(+)-limonen. Nésledné¢ je tento meziprodukt preménén na (+)-trans-karveol a
v poslednim kroku dochazi k oxidaci (+)-trans-karveolu na (+)-karvon za pomoci

(+)-trans-karveoldehydrogenasy (Obr. 11) (de Carvalho a da Fonseca 2006, Sell 2003).

O=pP-0=P
S PP,
] hiu:iynlhi.':ii.:i < -
from mevalonate

geranyl diphosphate (#)-(R)-limonene

04 + reduced enzyme
EC 1.14.14.53
widised enzyme + H,0

o NADH+H NAD* H
E || i OH

|+J-JJ'HH.\'-L’;IT\'L‘H[

(+}-(§)-carvone

Obr. 11 Biosyntéza (+)-karvonu (dostupné z:

https://www.gmul.ac.uk/sbcs/iubmb/enzyme/reaction/terp/carvone.html)
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D-karvon se vyuziva jako ving, aroma nebo jako inhibitor kli¢eni brambor. Byly
prokdzany jeho antibakteridlni a antifungalni G¢inky. Plsobi antikonvulzivné blokddou
napét'ove fizenych sodikovych kanalti. Predevsim v poslednich letech byl (+)-karvon
pouzivan jako vychozi material pfi syntéze vyznamnych sloucenin, kterymi jsou
napiiklad 1,4-dialdehydy nebo 8,14-sekosteroidy (de Carvalho a da Fonseca 2006,
Nogoceke et al. 2016). Neékteré monoterpeny, jako jsou citral, geraniol nebo karvon,

vykazuji €innost proti infekci viru herpes simplex typu 1 (Roy 2019).

Karvon a tada sloucenin s nim souvisejicich byly hodnoceny z hlediska schopnosti
zvysit aktivitu glutathion-S-transferasy in vivo. Vysledky ukazuji, Ze (+)-karvon projevil
nejvyssi aktivitu jako induktor ve vSech testovanych tkani mysi. Ukézalo se, Ze jeho
protinadorova aktivita souvisi pravé se schopnosti zvysit aktivitu detoxikacnich enzymii.
Z ¢cehoz vyplyva, zZe slou€eniny karvonu by mohly byt potencidlnimi chemoprotektivnimi

latkami (Zheng et al. 1992).

2.1.1.2 (-)-karvon

L-karvon (Obr. 12) mé typickou sladkou matovou vini a je hlavni slozkou maty
(Mentha spicata var. crispa, Lamiaceae). Matovy olej obsahuje az 75 % (-)-karvonu.
Pouziva se jako vonnd a chutova piisada, ma spasmolytické, antinociceptivni a
anxiolytické ucinky, zvySuje tepovou frekvenci a diastolicky krevni tlak (Nogoceke et al.
2016, Sell 2003, Souza et al. 2013). Byl prokazan hypolipidemicky ucinek (-)-karvonu
srovnatelny s fenofibraitem a schopnost zvySovat proliferaci a sekreci insulinu
v B-buiikach pankreatu (Abbas et. al 2020). (-)-Karvon byl pouzit jako vychozi material
pro razné sloueniny jako jsou fosforované 4,5-dihydroisoxazoly nebo chiralni

cyklohexanony (de Carvalho a da Fonseca 2006).

CHs;

Yo

CHa

H.C

Obr. 12 (-)-karvon
Nejucinngj$im zplisobem, jak ziskat L-karvon pro dnesni velké vyuZiti je stale syntéza
vyvinutd jiz v 19. stoleti, jelikoz ptiroda poskytuje levnou chirdlni vychozi latku

D-limonen (Obr. 13, Sell 2003).
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Obr. 13 Syntéza (-)-karvonu (prevzato ze Sell 2003)
Hojné wvyuziti karvonu jako piisady do potravin vedlo k prozkoumani jeho
metabolické drahy. Po inkubaci obou enantiomert s jaternimi mikrosomy byla
pozorovana stereoselektivni biotransformace, kdy R-karvon byl pfeménén na R-karveol

a z S-karvonu vznikl S-karveol (de Carvalho a da Fonseca 2006).

2.1.1.3 (+)-isomenthon

Kapalny monoterpen (+)-isomenthon ((2R,5R )-5-methyl-2-propan-2-ylcyklohexan-
1-on) mé ve své struktufe dva asymetrické uhliky a ketoskupinu (Obr. 14). Nalezneme ho
jako slozku maty vedle majoritniho mentholu a je pro ngj charakteristickd viin€¢ maty.
Jako hlavni slozku nalezneme D-isomenthon v Pelargonium tomentosum (Geraniaceae),
kde je zastoupen 61-62 %. Druhou nejvyse zastoupenou slozkou je (+)-menthon (25-
27 %), zbytek tvorti terpenické uhlovodiky. Tento druh pelargonie piivodem z Jizni Afriky
ma potencidl stat se novou plodinou pro vyrobu ptirodni silice s matovou vini v této
oblasti. Silice P. fomentosum nachazi vyuziti pfedev§im v parfémovém primyslu

(Demarne a van der Walt 1990).

Nynéjsi poznatky naznacuji souvislost mezi obsahem chlorofylu a produkei silic. Je
pravdépodobné, ze rostouci obsah chlorofylu v P. tomentosum by se mohl promitnout ve
vyssich vynosech cenné silice, k ¢emuz jsou ale potieba provést dalsi Setfeni (Butcher el

al. 2017).

D-isomer isomenthonu nalezneme i v dalSich pfirodnich zdrojich, ptikladem je
vytrvaléa bylina Micromeria abyssinica (Lamiaceae), ve které je obsah isomethonu 42 %.

Hlavni sloZzkou je monoterpen pulegon, ktery tvoii 47-48 % (Naves 1948).
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Obr. 14 (+)-isomenthon

2.1.1.4 (-)-isopulegol

Monoterpenovy  alkohol  (-)-isopulegol  ((1R,2S,5R)-5-methyl-2-prop-1-en-2-
ylcyklohexan-1-ol) mé ve své molekule tfi chirdlni centra (Obr. 15). Je meziproduktem
pfi piipravé (-)-mentholu a nalezneme ho v silicich riznych rostlin. Regenerovanou silici,
ktera obsahuje az 53 % isopulegolu, mizeme ziskat z rostliny Eucalyptus citriodora
(Rutaceae) a Mentha pulegium (Lamiaceae), kterd je bézn¢ znama jako pennyroyal. Listy
maji silny matovy zédpach a pouzivaji se ¢erstvé nebo susené. Caj nebo silice, které se z
listh pfipravuji, slouZily po mnoho let jako aromaticky stimulant, karminativni prostiedek
nebo abortivum. Nicméné velké mnozstvi mize zplsobit téZkou hepatotoxicitu (Diaz-
Maroto et al. 2007, Gordon a Khojasteh 2015, Rao et al. 2003, Silva et al. 2007). Vedle
pulegonu jako hlavni slozky nalezneme v Mentha pulegium také menthon, piperiton nebo

isopulegol (Ekrami et al. 2019).

Studie u hlodavcl prokézaly anxiolytické, antikonvulzivni, gastroprotektivni a
antioxidac¢ni Gc€inky isopulegolu. Byl také dokazan vliv na ochranu B-bunék pankreatu a

stimulaci sekrece insulinu (Kalaivani a Sankaranarayanan 2019, Prosperoa et al. 2018).

CHj
HoC

3

CHs OH

Obr. 15 (-)-isopulegol
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2.1.1.5 Piperiton

Piperiton (3-methyl-6-propan-2-ylcyklohex-2-en-l-on) muze existovat ve dvou
stereoisomernich formach - (-)-piperiton a (+)-piperiton (Obr. 16). Piedpoklada se, ze
fyziologicky se vyskytujici piperiton je (+)-enantiomer a k uplné nebo casteCné

racemizaci obvykle dochéazi béhem izolace (Burbott et al. 1983).

Cymbopogon schoenanthus (Panicoideae) neboli velbloudi trava je aromaticka
rostlina, ktera roste v severni oblasti Toga a pouziva se jako aroma, projimadlo nebo
antikonvulzivum. Silice extrahovana z listi C. schoenanthus obsahuje az 61 % piperitonu.
Tuto slozku nalezneme v dal$ich rostlinach rodi, jako jsou Eucalyptus (Myrtaceae) nebo
Mentha (Lamiaceae). Jak jiz bylo zminéno, piperiton se nachazi v Mentha pulegium, ale
také v Mentha spicata péstované na uzemi Turecka. PfisluSny chemotyp obsahoval
zna¢né mnozstvi piperitonu, jelikoz geografické a povétrnostni podminky ovliviiuji
mnozstvi hlavnich slozek (Ketoh et al. 2006, Telci et al. 2010). Dal$im piikladem je
Cinnamomum zeylanicum Blume (Lauraceace) péstovana na ostrové Little Andaman, kde

obsah piperitonu ¢ini 3,31 % (Raina et al. 2001).

Studie provedena snové nakladenymi vajicky, larvami a dospélymi jedinci
Callosobruchus maculatus dokazuje insekticidni ucinky piperitonu. Potvrdila se
schopnost piperitonu zvysit antimikrobialni aktivitu furazolidonu a nitrofurantoinu proti
bakteriim, jako jsou naptiklad Salmonella nebo Klebsiella a také jeho antifungélni ti¢inky

(Ketoh et al. 2006, Iraji et al. 2020, Shahverdia et al. 2004).

CHj

O
H3C™ CHs

Obr. 16 Piperiton
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2.2 Oxidacni stres a antioxidacni systém organismu

Organismy po cely zivot produkuji reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS), mezi
které fadime naptiklad hydroxylovy radikéal (HO"), superoxidovy radikalovy anion (O2™),
oxid dusnaty (NO-), peroxynitrit (ONOO ), singletovy kyslik ('O), kyselinu chlornou
(HOCI) nebo peroxid vodiku (H202). RONS zahrnuji pfedevsim volné radikaly, ale i
slouceniny souvisejici s metabolismem kysliku nebo dusiku, které nemaji neparovy

elektron, jako je peroxid vodiku (BouSova a DrSata 2017, Linton et al. 2001).

Volné radikaly jsou latky (atomy, molekuly, ionty), které maji ve svém elektronovém
obalu neparovy elektron (event. vice neparovych elektrontl). Vznikaji z normalni ¢astice
ztratou elektronu (oxidaci) nebo pfijetim elektronu (redukci). Mozné je také homolytické
Stépeni na dvé Castice, pricemz kazd4 ziska jeden elektron. Tento zplisob vyzaduje znacné
mnozstvi energie, a proto v biologickych systémech prakticky neptichazi v tvahu. Volné
radikaly jsou malo stabilni a vysoce reaktivni latky, aby dosahly stabilni konfigurace,
snazi se doplnit chybéjici parovy elektron. Ziskaji ho bud’ setkanim s jinym radikalem,
Castéji vSak vytrzenim elektronu z normalni molekuly. Z té se nésledné stdva radikal,
proces pokracuje a vznikd fetézova reakce, kterd vede k poSkozeni fady molekul.
K ukonc¢eni dochazi reakci dvou radikalti nebo pokud se radikdl setkd s latkou, jejiz
radikal je stabilni a mize existovat del§i dobu (napft. a-tokoferol) (BouSova a Drsata 2017,

Racek 2003).

V organismu se pfedevsim setkdme s volnymi radikaly kysliku, volny elektron miize
ale patfit 1 jinému atomu, nejcastéji dusiku. Predstavitelem je oxid dusnaty, ktery se
syntetizuje z aminokyseliny L-argininu za katalyzy enzymu NO-synthasy a ma mimo jiné
vasodilata¢ni a neuromodula¢ni UCinky. Poskytuje fadu sloucenin at’ uz charakteru
volnych radikala nebo sloucenin bez neparového elektronu, souhrnné oznacovanych jako
reaktivni formy dusiku (RNS). Mezi RNS fadime napfiiklad peroxynitrit (ONOQO"), ktery
je silnym cytotoxickym oxida¢nim agens (Bousova a DrSata 2017, Platenik 2009, Racek

2003).

Proti toxickému vlivu volnych radikdli se postupné vyvinuly uéinné ochranné
mechanismy, které mtizeme rozdé€lit do tfi skupin. Primdrni antioxidanty brani tvorbé

volnych radikald (napt. chelatory iontl, inhibitory xanthinoxidasy a NADPH-oxidasy,

(napft. antioxida¢ni enzymy a redukujici latky) a terciarni antioxidanty zajiSt'uji opravu a
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eliminaci biomolekul poSkozenych volnymi radikaly (napt. methioninsulfoxidreduktasa,
DNA-fotolyasa, fosfolipasy, proteasy, endonukleasy). Volné radikaly ptisobi odebranim
elektronu molekulam oxida¢né a latky, které brani jejich ptisobeni, oznacujeme jako

antioxidanty (Bousova a Drsata 2017, Racek 2003).

2.2.1 Oxidacni stres

Mezi produkei volnych radikald a antioxidanty existuje za normalnich okolnosti
rovnovaha, pokud nenastavd, dochédzi k porucham, které mohou organismus vazné
ohrozit. NejCastéji dochazi k pievaze volnych radikalt at’ uz jejich zvysSenou tvorbou,
snizenou koncentraci antioxidanti nebo kombinaci. Tento stav je oznacovan jako
oxidac¢ni stres, ktery mize vést k rozvoji chorob (napf. ateroskler6za, diabetes mellitus).
Ugelem antioxidaéni ochrany ale neni zcela eliminovat RONS z organismu, nebot’ tyto
slou€eniny plni i fadu fyziologickych funkci, pifevaha antioxidantii mé také neptiznivé

nasledky (BouSova a Drsata 2017, Platenik 2009, Racek 2003).

Lidsky organismus je vybaven fadou antioxidantl vyvazujicich ucinky oxidantd,
rozd¢€lit je mizeme naptiklad na enzymatické (napt. superoxiddismutasa, katalasa) a

neenzymatické (napf. glutathion, vitamin C, transferin) (Birden et al. 2012).

2.2.2 Nizkomolekularni antioxidanty

Podle ptivodu rozdélujeme nizkomolekularni antioxidanty na endogenni (tvofeny

v organismu) a exogenni (pfichazejici zvenci).

A) Exogenni antioxidanty

2.2.2.1 Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E ma lipofilni charakter, nejbéZznéj$i a biologicky aktivni formou je a-
tokoferol. Jedna se o typicky membranovy antioxidant, ktery se uplatiiuje v antioxida¢ni
ochrané lipida biologickych membran a lipoproteinovych ¢astic plazmy (Engin 2009,
Racek 2003). Z riznych isomera je biologicky nejucinnéj§i RRR-a-tokoferol, ktery je
v jatrech vychytavan a inkorporovan do VLDL lipoproteinli pomoci specifického
proteinu a-TTP (a-tocopherol transfer protein) (Platenik 2009). Pti reakei vitaminu E a
volného radikdlu vznikd tokoferoxylovy radikdl a dochédzi k inaktivaci a ztraté

antioxidacni aktivity vitaminu E (Racek 2003).
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2.2.2.2 Vitamin C (kyselina askorbova)

Vitamin C je ve vod¢ rozpustny vitamin, odvozeny od L-gulono-y-laktonu, ktery
nalezneme v mnoha druzich ovoce a zeleniny. Pro Clovéka je jeho pfijem z potravy
nezbytny, jelikoz neni schopen si ho vyrobit kvili mutaci L-gulunolaktonoxidasy.
S rostoucim vékem plazmatické hladiny vitaminu C klesaji. Vitamin C stimuluje
obranyschopnost organismu a mimo jiné zvySuje aktivitu fagocytl a chrani jejich
membrany pied oxidacnim poSkozenim. Specificka je vlastnost askorbatu se recyklovat,
pii reakci soxidantem dochazi k oxidaci na semidehydroaskorbat a dale na
dehydroaskorbat. Nékteré dehydroaskorbaty mohou byt katabolizovany na konecné
produkty a zbylé redukovany zpét na askorbat, pomoci enzymi nebo glutathionu (Birden

et al. 2012, Cooke et al. 2002, Johnson et al. 2008, Racek 2003).

Kyselina askorbovd je potfebnd pii biosyntéze kolagenu, pii tvorbé
glykosaminoglykant, karnitinu, noradrenalinu, pusobi jako kofaktor fady enzymi,
ucastni se metabolismu cholesterolu a sehrdva vyznamnou ulohu v oxidoreduk¢nich

d¢jich a jako antioxidant (Racek 2003).

2.2.2.3 Flavonoidy

Flavonoidy nachazime v cévnatych rostlinach, skupinu tvoii vice nez 2 000 sloucenin,
jejichz zékladni struktura je tvofena difenylpropanovym skeletem substituovanym
riznym poctem a uspofadanim hydroxylovych skupin (Cooke et al. 2002). Kromé
vasodilata¢ni, antiischemické a protirakovinné ucinky. Jsou schopné inhibovat peroxidaci
lipidi a agregaci trombocytl, chelatuji zelezo, ¢imz pravdépodobné také tlumi
antioxidacni stres tkdn¢, nelze je ale povazovat pouze za antioxidanty, protoze za urcitych

okolnosti mohou piisobit i jako prooxidanty (Prochazkova et al. 2011, Stipek et al. 2000).

2.2.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy rozliSujeme podle modifikaci na jejich zakladni uhlikové kostie (Cao)
skladajici se z konjugovanych dvojnych vazeb. Pravé polyenovy fetézec je bohaty na
elektrony a karotenoidy jsou diky nému nachylné k elektrofilnimu ataku, a tudiz lapaji
volné radikaly. Jsou rozpustné v tucich, podileji se na antioxida¢ni ochrané lipidovych

membran, mohou pusobit synergicky s tokoferoly (Cooke et al. 2002).
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B) Endogenni antioxidanty

2.2.2.5 Kyselina mocova

Kyselina mocova je ve vod¢ rozpustny antioxidant a konecny produkt odbouravani

v

purinti, byla dlouho povazovéna za odpadni produkt. Ukazuje se vSak jako nejhojné;si a
radikalu, ktery neni recyklovan, ale degradovan riznymi cestami. Reaguje s fadou latek,
jako jsou peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, peroxynitrit nebo oxid dusnaty. Reakce
mohou byt prospésné, ale i1 Skodlivé jako naptiklad reakce s peroxynitritem, kdy dochazi

ke vzniku radikalt a alkylovanych slou¢enin (Johnson et al. 2008, Stipek et al. 2000).

2.2.2.6 Glutathion (GSH)

v

Nejvyznamnéjsi intracelularni neenzymovy antioxidant je glutathion, ktery se
v buiikach vyskytuje ve vysokych koncentracich. Chemicky se jednd o tripeptid
y-glutamyl-cysteinylglycin. Pfevazuje jeho redukovana forma (GSH), kterd se snadno
oxiduje a vznika glutathiondisulfid (oxidovany glutathion — GSSG). Ukolem glutathionu
je odstrailovat ROS, udrzovat v redukované formé& thiolové skupiny proteintl, cysteinu,
koenzymu A a regenerovat tokoferol a askorbat. GSH je nezbytnym substratem
glutathionperoxidas, uplatiluje se v detoxikacnich reakcich (napt. likvidace produktt
lipoperoxidace) katalyzovanych glutathion-S-transferasou. Pfevdzna vétSina bunééného
GSSG je redukovana glutathionreduktasou na GSH, pokles redukovaného GSH se projevi
jako jeden z piiznaki oxidaéniho stresu (Racek 2003, Stipek et al. 2000).

2.2.3 Vysokomolekularni antioxidanty

Prechodné prvky se chovaji jako volné radikaly a ucastni se radikalovych reaket,
pfi nichZ vznikaji ROS, patii reakce prechodnych kovi (napf. Zeleza) s peroxidem
vodiku. Zelezo reaguje ve dvojmocné formé, dochazi k oxidaci na trojmocné Zelezo za
vzniku hydroxylového radikalu, ktery muze zapocit naptiklad proces lipoperoxidace.
Kovy se ucastni Fentonovy reakce pouze pokud jsou volné a v redukované formé.
Organismus se tomuto snazi zabranit vazbou kovl v pevném chelatu (napf. na
transportnim nebo skladovacim proteinu) nebo oxidaci kovu na vyssi valenci. Rada

proteintit ma schopnost vazat piechodné prvky a meénit jejich oxidoredukéni vlastnosti,
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jednd se naptiklad o transferin, laktoferin, feritin, haptoglobin, hemopexin,

ceruloplazmin, albumin nebo metalothioneiny.

Zelezo je ve své trojmocné formé vézano na transferin pii transportu v plazmé a
v molekule feritinu je vazano v buiikach stfevni sliznice a kostni dieni. V leukocytech se
zelezo vaze na bilkovinu laktoferin. Feritin plisobi antioxidacné svou feroxidasovou
aktivitou, diky které je skladované Zelezo udrzovano v oxidovaném stavu, dokud ho
neuvolni silné¢ redukujici latka (askorbat). V krvi zajistuje oxidaci zeleza (pted
transportem na transferinu) ceruloplasmin. Hemoglobin uvolnény z erytrocyti a hem
z hemoproteinli jsou nebezpecnou formou Zeleza pro organismus. Antioxida¢né proto
pusobi haptoglobin, ktery vychytava extracelularni hemoglobin a hemopexin, ktery vaze
uvolnény hem. Reaktivitu volnych radikali vyznamné ovliviiuji také thiolové skupiny
nékterych proteint, jako jsou albumin nebo metalothioneiny. Pomoci siry chelatuji ionty

kovi a jejich syntéza se zvySuje pii oxidaénim stresu (Racek 2003, Stipek et al. 2000).

2.2.4 Antioxida¢ni enzymy

2.2.4.1 Superoxiddismutasa (SOD)

Je zékladni antioxidacni enzym, ktery se vyskytuje ve vSech aerobnich organismech.

Superoxid (O2*) vznika jednoelektronovou redukci kysliku, sdm o sob& neni piili§

wevr

o 4

je hydroxylovy radikal, ktery ma velmi rychly polo€as rozpadu a neexistuje tedy
mechanismus k jeho odstranéni. Proto je dileZité odstranit piebyte¢ny superoxid a
zabranit tak vzniku hydroxylového radikalu. Superoxid se dismutaci pfeménuje na H202
a O, reakce je katalyzovana SOD. Na odstranéni vzniklého peroxidu vodiku se podileji
enzymy katalasa a peroxidasy. Rozlisujeme tii formy SOD (Mn?"-SOD, Fe**-SOD,
Cu**/Zn**-SOD) lisici se kofaktorem, kterym je atom kovu. Pokles aktivity SOD u
nékterych onemocnéni muze nésledkem nedostatecného odstraiovani superoxidu
poskozovat organismus pisobenim ROS, k poklesu aktivity enzymu dochazi také ve stafi,

jelikoz se celkové oslabuje antioxidacni ochrana organismu (Racek 2003).
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2.2.4.2 Katalasa (CAT)

Katalasa je enzym, ktery ptisobi na peroxid vodiku ve vysokych koncentracich (na
nizké koncentrace H>O» plisobi peroxidasy) a $tépi ho na vodu a kyslik. Jednéd se o
hemoprotein se ¢tyfmi podjednotkami, ktery navazuje na ¢innost SOD, ochraiuje buniky
pfed toxickym vlivem peroxidu vodiku. Aktivita katalasy je v lidském organismu
nejvys$i v mitochondriich a peroxisomech hepatocytli a v cytoplasmé erytrocytt.
Dédic¢ny deficit katalasy je vzacny a nedoprovazi ho zavazné klinické ptiznaky (BouSova

a Drsata 2017, Racek 2003).

2.2.4.3 Peroxidasy

4

Jsou rozsdhlou skupinou hemoproteinl patiici mezi nejvyznamnéjsi intracelulérni
enzymové antioxidanty. V lidském organismu je najdeme piedevSim v erytrocytech,
leukocytech a trombocytech. Jejich hlavni funkci je odstraiiovat toxicky peroxid vodiku
a organické hydroperoxidy nebo mohou oxidovat nékteré xenobiotické substraty.
Peroxidasy redukuji peroxid vodiku, soucasné¢ se ale oxiduje jiny substrat. Mezi
nejvyznamnéjsi zastupce lidskych peroxidas patii glutathionperoxidasy nebo
myeloperoxidasa. V rostlinné iSi se nejcastéji setkdme s askorbatperoxidasou, kterad

vyuziva kyselinu askorbovou (Skalova et al. 2017, Racek 2003).

2.2.4.4 Glutathionperoxidasa (GPx)

Glutathionperoxidasa je tetramerni glykoprotein, ktery ve svém aktivnim centru
obsahuje selenocystein (Skalova et al. 2017). Tento enzym katalyzuje redukci peroxidu
vodiku a soucasné oxidaci glutathionu (GSH). Aby tento proces plynule probihal, musi
byt zajiSténa regenerace glutathionu v redukované formé. K redukci oxidovaného
glutathionu (GSSG) slouzi glutathionreduktasa, ktera vyuzivad pyridinovy koenzym
NADPH. U c¢loveka se vyskytuje osm isoforem GPx, které se 1isi strukturou, lokalizact,
funkci a zavislosti na selenu. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii tii zékladni isoformy
GPx, které se nachazeji v riznych oddilech bunky. Cytoplasmatickou cGPx (GPx1),
extracelularni eGPx (GPx2 a GPx3) a fosfolipidovou pGPx (GPx4). Prvni dv¢ isoformy
obsahuji selenocystein a jejich aktivita klesd pifi vyrazném nedostatku selenu.
Fosfolipidova isoforma je vdzdna v bunéné membrané, kromé H>O: redukuje také

lipidové hydroperoxidy a tim ochraiiuje fosfolipidy bunéénych membran (Racek 2003).
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2.2.4.5 Glutathionreduktasa (GR)

Glutathionreduktasa katalyzuje ptenos elektroni mezi nizkomolekuldrnimi nebo
vysokomolekularnimi disulfidovymi substraty a redukovanymi pyridinovymi nukleotidy.
pomér redukovaného glutathionu a oxidovaného glutathionu. Enzym se také pouziva
v klinické praxi pro diagnostiku onemocnéni jater, hodnoceni nedostatku riboflavinu

nebo pro diagnostiku genetickych poruch (Bakirezer et al. 2019).

2.2.4.6 Glutathion-S-transferasa (GST)

vvvvvv

jejichz funkce spociva v detoxikaci elektrofili pomoci konjugace s glutathionem. Enzym
je spjat 1 s dalSimi aktivitami jako naptiklad biosyntézou steroidii a leukotrienil.
RozliSujeme tii zdkladni nadrodiny GST: cytosolickou, mitochondrialni a mikrosomalni.
Cytosolické GST se podle podobnosti aminokyselinové sekvence dale rozdéluje na
rodin. VSechny cytosolické GST jsou homodimery nebo heterodimery, li§i se organovou
distribuci. V jatrech najdeme piedevsim rodinu A (alfa), proliferujici (nddorové) bunky
jsou ale charakteristické zvySenou expresi GSTP (isoforma pi 1). Mitochondrialni GST
je oznacovana jako ttida kappa a mikrosomalni GST jsou membranové proteiny, které se

skladaji ze ¢ty podskupin (I-1V) (Oakley 2011, Skalova et al. 2017, Strange et al. 2001).
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3. CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, jak vybrané monocyklické monoterpeny

ovlivituji v lidskych jatrech aktivitu a expresi antioxidanich enzymti. Pro dosazeni

vybraného cile bylo pottebné:

Ptipravit subcelularni frakce z lidskych jater a inkubovat je s péti studovanymi
monocyklickymi monoterpeny

Stanovit enzymovou aktivitu GST, GPx, GR a CAT v cytosolové frakci a
porovnat vliv jednotlivych monoterpenti na tyto enzymy

Ptipravit ultratenké ftezy zlidskych jater a inkubovat je s vybranym
monoterpenem (piperiton)

Stanovit expresi mRNA vybranych isoforem antioxidacnich enzymt (GSTAL,
GSTP1, GPx1, GPx2, GPx4, GR, CAT, SOD) a aktivitu GST v lidskych jaternich

fezech
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Biologicky material

Jako biologicky materidl jsou v této praci pouzita lidska jatra, ktera byla ziskana ve
spolupraci s Chirurgickou klinikou Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Jatra
pochézela od deseti darci obou pohlavi ve véku 50 az 80 let. Pacienti podstoupili
Castecnou resekci jater vramci lécby nadorovych onemocnéni. Odbér tkané pro
vyzkumné ucely byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(povoleni ¢. 201703 S14P) a vSichni pacienti podepsali informovany souhlas. Podrobné

informace o pacientech jsou uvedeny nize (Tab. 1).

4.2 Chemikalie
e (-)-Isopulegol
e (-)-Karvon
e (+) -Isomenthon
e (+)-Karvon
e BCA — Bicinchoninova kyselina
e BSA — Hovézi sérovy albumin
e (CaCl; — Chlorid vapenaty
e CuSOs* 6 H2O — Siran m&d’naty hexahydrat
e DEPC — Diethylpyrokarbonat
e DMSO — Dimethylsulfoxid
e DTT — Dithiotreitol
e EDTA — Ethylendiamintetraoctova kyselina
e EtOH — Ethanol
e (Gentamycin

¢ Glukéza monohydrat

e Glutathion (GSH)
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Glutathion disulfid (GSSG)

GR — Glutathionreduktasa

HCI1 - Kyselina chlorovodikova

HEPES — (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
Hexamery

H>0: — Peroxid vodiku

Chloroform

Isopropanol

KCI — Chlorid draselny

KH>PO4 — Dihydrogenfosfore¢nan draselny

K>HPO4— Hydrogenfosfore¢nan draselny

MgSO4*7H,0 — Siran hofe¢naty heptahydrat

NaCl — Chlorid sodny

Na,CO; — Uhlicitan sodny

NADPH - Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NaHCO; — Hydrogenuhli¢itan sodny

NaH2PO4 x 2 H2O — Dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat
Na;HPO4 x 12 H20 — Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat
NaOH — Hydroxid sodny

(NHa4)s M07024 x 4 H2O — Molybdenan amonny tetrahydrat
Piperiton

Reverzni transkriptasa

t-BHP — ¢-butylhydroperoxid

Trizol

Williamsovo medium E (s L-glutaminem)
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4.3 Pristroje
e Analytické vahy CP225D — Sartorius
o Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos — Thermo Fisher Scientific
e Hlubokomrazici box — Arctiko
e Laboratorni vahy M-Prove — Sartorius
e Laminarni box BioAir AURA 2000 M.A.C.
e Magnetickd michacka — Heidolph
e Nanodrop 2000 — Thermo Fisher Scientific
e PCR cyklér MJ Mini Thermal cycler — BioRad
e PCR QuantStudio 6 Flex — Applied Biosystems
e pH metr inoLab - WTW
e Spektrofotometr Tecan Infinite M 200
e Thermomixer Comfort — Eppendorf
e Tkanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD4000
e Tycinkovy homogenizator
e Ultracentrifuga — Sorvall
e Ultrazvukovy homogenizator — Sonopuls HD 2070

e Vortex-V-1 plus — Biosan
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Tab. 1 Doplnujict informace o pacientech

pacient

vek

hyperlipidémie, chronickd Zilni
insuficience, hyperplazie prostaty

trandolapril, flavonoidy, spironolakton,
pyridoxin, bisoprolol

3 pohlavi (roky) Diagndza komorbidity medikace chemoterapie
metastaze . .
S d >0 neuroendokrinniho tumoru DM2 insulin 0
38 3 59 | cholangiokarcinom 0 0 0
39 0 71 metastaze kolorektalniho fibrilace sini, hypertenze, mitralni felodipin+ramipril, bisoprolol, apixaban, FOLFOX
karcinomu insuficience, trikuspidalni insuficience cholekalciferol, flavonoidy, levothyroxin
glomerulonefritida, Wegenerova bisoprolol, gabapentin, methylprednisolon,
. 1 granulomatoza, ICHS, kardiomyopatie, cholekalciferol, azathioprin, omeprazol,
metastaze kolorektalniho . . . . . . .
42 d 70 Karci fibrilace sini, hyperthyreoza, amiodaron, furosemid, fraxiparin, perindopril, (%]
arcinomu L . o . I i
tromboembolicka nemoc, karcinom amilorid, spironolakton, repaglinid, insulin,
prostaty, monoklonalni gamapatie, DM2 ipratropium/fenoterol
kardialni selhani, mitralni insuficience, anagrelid, losartan, amlodipin, betaxolol,
43 3 57 | cholangiokarcinom myeloproliferativni onemocnéni, vrozeny | rosuvastatin, hydrochlorothiazid, paroxetin, %]
trombofilni stav, hyperlipoproteinemie ASA
. ot . . .. .., | felodipin, rilmenidin, perindopril, alopurinol,
44 3 66 meta'staze kolorektalniho ﬁbrllac'e st h}‘/p erten%e, I CHS,'mltralnl omeprazol, glyklazid, levocetirizin, bevacizumab/FOLFOX
karcinomu insuficience, mikrocytarni anemie, DM2 ]
budesonid
metastaze kolorektalniho . . . . FUFA, pak
. + .
46 3 53 Karcinomu hypertenze indapamid+perindopril FOLFIRI/panitumumab
48 Q 72 $frt1?)srt?ze endokrinniho DM2, hypertenze metformin, glimepirid, ramipril 9]
metastaze kolorektalniho C . . FOLFOX
51 Q 69 Karcinomu hypertenze amlodipin, bisoprolol, perindopril Jbevacizumab
IC.H S’ C,hrOkae .sr(riecrnl selharvn, insuf. metformin, furosemid, isosorbid-dinitrat,
mitralni a trikuspidalni chlopné, flutter omenrazol. ASA. apixaban. simvastatin.
52 3 80 | hepatocelularni karcinom sini, hypertenze, DM2, anémie, P ] - ap ’ ’ 9]

DM2 — diabetes mellitus 2. typu; ICHS — ischemicka choroba srde¢ni; FUFA — kombinace 5-flurouracilu a leukovorinu; FOLFOX — kombinace 5-
fluorouracilu, leukovorinu a oxaliplatiny; FOLFIRI — kombinace 5-fluorouracilu, leukovorinu a irinotekanu
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4.4 Priprava subcelularnich frakci 7 lidskych jater

4.4.1 Priprava roztoki
A) Piiprava 0,1 M Na-fosfatového pufru, pH 7,4

Navazila jsem si 35,8 g Na,HPO4 x 12 H>O a doplnila do 1000 ml redestilovanou
vodou. Poté jsem odvazila 3,9 g NaH>PO4 x 2 H>O doplnila do 250 ml redestilovanou
vodou. Roztoky jsem slévala dohromady, za stdlého michani a méfeni pH jsem upravila

roztok na hodnotu 7,4 a uchovavala v zasobni lahvi v lednici.

B) Ptiprava 0,1 M Na-fosfatového pufru, pH 7,4 s 20 % glycerolu

Do kadinky jsem si pripravila 20 ml glycerolu a smichala s 80 ml 0,1 M
Na-fosfatového pufru (pH 7,4).

4.4.2 Pracovni postup

Jéatra jsem si rozvazila po maximalné 5 g do misti¢ek a rozstiihala na mensi kousky.
Z jedné misti¢ky jsem je pfendala do 30 ml homogenizatoru. Poté jsem pfilila 15 ml
0,1 M Na-fosfatového pufru, (pH 7,4) a zhomogenizovala pohybem nahoru a dold. Obsah
homogenizatoru jsem odlila do centrifugacni kyvety. Oplachla jsem pist a homogenizator
15 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru, (pH 7,4) a ptilila do centrifugaéni kyvety. Nasledné
jsem kyvety dala do centrifugy Haraeus a stocila pti 5 000 g, 20 minut, 4 °C. Pfelila jsem
supernatant z prvniho to€eni do Cistych kyvet a stocila ve stejném rotoru pii 20 000 g,
60 minut, 4 °C. Supernatant z druhého toceni jsem slévala do 12,5 ml centrifugaénich
kyvet pro Sorvall. Davala jsem si pozor, abych neslévala kaly a plnila kyvety jen ze tfi
ctvrtin. Kyvety jsem uzaviela vickem a vlozila do rotoru, aby byl vyvdZen. Rotor jsem
prisSroubovala k centrifuze a zavtela viko. Kyvety jsem stocila pti 105 000 g, 67 minut,
4 °C. KdyzZ skon¢ilo tfeti toceni, vyndala jsem rotor z centrifugy. Oteviela jsem ho a
vyndala kyvety, ze kterych jsem odebrala supernatant (cytosolova frakce). Za stalého

michani jsem ho rozpipetovala po 1,1 ml do plastovych mikrozkumavek.

Peletu ze tfetiho toceni jsem resuspendovala v 5 ml 0,1 M Na-fosfatového pufru,
(pH 7,4) a zhomogenizovala malym pistem. Kyvety jsem stocila v ultracentrifuze Sorvall
stejné jako v ptfedchozim pripad€. Kdyz proces dobehl, supernatant jsem odlila a pfilila

tolik ml pufru s20 % glycerolu, kolik bylo navazeno gramu jater. VSechno jsem

29



zhomogenizovala malym pistem. Smés jsem slila do kadinky a zhomogenizovala
v ultrazvukové lazni. Poslednim krokem bylo za stalého michani na magnetické michacce

rozpipetovani po 0,33 ml do plastovych mikrozkumavek a zmrazeni.

4.5 Piiprava inkubacnich smési

V experimentu jsem vyuzivala 5 vybranych monocyklickych monoterpent.
e (+)-Karvon

e (-)-Karvon

e (+)-Isomenthon

e (-)-Isopulegol

e (-)-Piperiton

Nejprve jsem si vypocitala pomoci koncentrace, objemu a molarni hmotnosti, jaké
mnozstvi budu jednotlivych latek navazovat. Nasledné jsem podle pfesné navazky
dopocitala, kolik budu potfebovat ethanolu. Vzniklé zdsobni roztoky monoterpeni
(10 mM) jsem promichala a uchovavala v -20 °C.

c=——
MxV

¢ = koncentrace (M), V= objem (1), m= hmotnost (g), M= molarni hmotnost (g/mol).

Z hlubokomraziciho boxu jsem si vyndala, rozmrazila a promichala zasobni cytosol.
Do 1,5 ml mikrozkumavek jsem si cytosol natfedila 10x (160 pl cytosolu a 1440 ul 0,1 M
Na'-fosfatového pufru, pH 7.,4).

Do mikrozkumavek jsem si pfipravila ¢tyfi typy inkubacnich smési: 1) neinhibovany
vzorek (247,5 pl cytosolu a 2,5 pl EtOH), 2) blank k neinhibované reakci (247,5 ul pufru
a 2,5 pl EtOH), 3) inhibovany vzorek (247,5 ul cytosolu a 2,5 ptisluSného inhibitoru
10 mM), 4) k nému piislusny blank (247,5 pl pufru a 2,5 pl inhibitoru 10 mM). Pfi méteni
je koncentrace monoterpent v jamce 100 uM. Mikrozkumavky jsem promichala na

ttepacce a nechala inkubovat v Thermomixeru pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.
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4.6 Stanoveni aktivity studovanych enzymii

4.6.1 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Metoda je zaloZena na preméné oxidovaného glutathionu (GSSG) na redukovany
glutathion (GSH) za soucasné¢ oxidace NADPH (Obr. 17). Spotfeba NADPH je
zaznamenavana pomoci sledovani ubytku absorbance pii 340 nm po dobu 6 min. (Bonilla

et al. 2008, Carlberg a Mannervick 1985).

Glutathione Reductase
GSSG > 2 GSH

NADPH + H+ NADP+

Obr. 17 Princip premeény oxidovaného glutathionu na redukovany glutathion za
soucasné oxidace NADPH

4.6.1.1 Priprava zdsobnich roztokii
A) Piiprava 0,1 M K-fosfatového pufru, pH 7,0

Nejprve jsem sinavazila do prvni kadinky 8,710 g K-HPO4, do druhé kadinky 6,805 g
KH>POq4, rozpustila v malém mnozstvi redestilované vody, pfevedla kvantitativné¢ do
odmérnych ban¢k a doplnila redestilovanou vodou do 500 ml. Roztoky jsem promichala
a na magnetické michacce za stdlého michdni slévala dohromady (pomér cca 5:2).
Soucasné jsem métila pH pomoci pH metru az do pozadované hodnoty 7,00. Vysledny
roztok jsem pievedla do zdsobni lahve a uchovavala ho v lednici, kde byl pfipraven

k pouziti.
B) Piiprava 0,1 M Na-fosfatového pufru, pH 7,4

Navazila jsem si 35,8 g NaHPO4 x 12 H2O, rozpustila v kddince v cca 500 ml
redestilované vody, pielila do odmérné banky a doplnila do 1000 ml redestilovanou
vodou. Poté jsem odvazila 3,9 g NaH>PO4 x 2 H>O, rozpustila v kddince v cca 200 ml

redestilované vody, pfelila do odmérné banky a doplnila do 250 ml redestilovanou
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vodou. Roztoky jsem slévala dohromady. Za stalého michani a méteni pH jsem upravila

roztok na hodnotu 7,4 a uchovavala v zasobni lahvi v lednici.

C) Priprava zasobniho roztoku EDTA (5 mM)

Navazila jsem si 0,186 g EDTA a rozpustila ve 100 ml redestilované vody, aby mi
roztok vystacil na vSechna méfeni. Pfipraveny roztok jsem rozmichala a uchovéavala

v z4sobni lahvi.

4.6.1.2 Méieni aktivity

Mezitim, co se inkubovaly vzorky, jsem si pfipravila dalsi potfebné roztoky. Navazila
jsem si do mikrozkumavky 2,912 mg NADPH (2,5 mM) a rozpustila v 1,4 ml

redestilované vody. Promichala na tfepacce.

Poté jsem si do kadinky odvéazila 17,30 mg GSSG (4 mM) a rozpustila v 7 ml
redestilované vody. Roztok jsem promichala pomoci magnetické michacky, dokud nebyl

Ciry.

Dal$im krokem bylo inkubované vzorky po 30 minutach vyjmout z Thermomixeru a
rozpipetovat do 96ti jamkové desticky. Do vSech jamek jsem pipetovala 50 pl vzorku
nebo blanku. Konkrétné v jamkach 1A-1D byl napipetovan neinhibovany vzorek
(kontrola). V jamkach 1E-1H k nému pfislusny slepy vzorek. V tadcich A-D a sloupcich
2-6 byly inhibované vzorky. K nim patficné blanky v fadcich E-H a sloupcich 2-6. Takto
jsem mohla promeéfit jednoho pacienta. Ve zbylé ¢asti destiCky jsem proméfila druhého

pacienta. Pouzila jsem sloupce 7-12 a pipetovala jsem stejné jako u prvniho pacienta.

Pro dalsi krok jsem si nejprve smichala roztok mastermixu podle niZze uvedeného

postupu.
Ptiprava mastermixu na 1 desticku:

e pufr(pH7,0) 6ml

e FEDTA 4,8 ml
e GSSG 6 ml
e NADPH 1,2 ml

Takto pfipraveny mastermix jsem promichala na magnetické michacce. Tésné pred

méfenim jsem do vSech jamek pomoci multikanalové pipety ptidala 150 ul mastermixu.
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Destic¢ku jsem vlozila do pfistroje Tecan, ktery byl vytemperovan na 37 °C (Tecan
Infinity M 200). Vybrala jsem metodu a sledovala jsem pokles absorbance po dobu

6 minut pii 340 nm. Kazdého pacienta jsem promeétila 3x.

Aktivitu (nmol/min/ml) jsem spocitala podle nasledujiciho vzorce:

_ (AAvz.—AAs)*Vi
exlxVs

A *1000

Avz je absorbance vzorku, Asl je absorbance slepého vzorku, eyappy Jje
6,22 mM~t.cm™, 1 (vy$ka méfené vrstvy) je 0,75 cm, Vi (objem reakéni smési) je 0,2 ml,

Vs (objem biologické frakce) je 0,05 ml.

Aktivitu je nutno vydélit hodnotou koncentrace proteind v jednotlivych frakcich

(mg/ml), ¢cimz ziskdme hodnoty specifické aktivity GR.

4.6.2 Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

V pribéhu reakce katalyzované GPx je GSH preménovan na GSSG. Vznikly
oxidovany glutathion je prubézné redukovan glutathionreduktasou, kterd zajistuje
konstantni hladinu GSH. Reakci doprovazi oxidace NADPH, coz je monitorovano

fotometricky poklesem absorbance pii 340 nm (Flohé a Giinzler 1984, Handy et al. 2009).

4.6.2.1 Priprava zdasobnich roztokii
A) 0,1 M K-fostatovy pufr, pH 7,0
Pouzila jsem stejny K-fosfatovy pufr jako pfi stanoveni aktivity GR.
B) 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 7,4
Pouzila jsem stejny Na-fosfatovy pufr jako pti stanoveni aktivity GR.
C) Piiprava zasobniho roztoku EDTA (20 mM)

Navazku 0,186 g jsem rozpustila v 25 ml 0,1 M K-fosfatovém pufru, pH 7,0. Vznikly

roztok jsem promichala a uchovavala v zésobni lahvi.

4.6.2.2 Méieni aktivity

Cytosol jsem natedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem (pH 7,4) a nechala inkubovat

stejn€ jako u méfeni GR.
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Ptipravila jsem si roztok glutathionreduktasy. Do 1,467 ml 0,1 M K-fosfatového pufru
(pH 7,0) v mikrozkumavce jsem ptidala 33 ul GR. Rozmichala jsem roztok na tfepacce.
Dale jsem si do kadinky odvéazila 8,6 mg glutathionu (GSH) a rozpustila v 2,8 ml 0,1 M
K-fosfatového pufru, pH 7,0.

Po inkubaci vzorka jsem je rozpipetovala do 96ti jamkové destiCky stejné jako u
méteni piedchoziho enzymu. Do kadinky jsem si smichala mastermix podle nasledujiciho

postupu.
Pfiprava mastermixu na 1 desticku:

e pufr(pH7,0) 10,8ml

e EDTA 1,2 ml
e GR 1,2 ml
e GSH 2,4 ml

Takto ptfipraveny a rozmichany mastermix jsem ptfidala po 130 pl do vSech jamek.
Desticku jsem inkubavala 10 minut pfi 37 °C v Thermomixeru. Mezitim jsem si navazila
3,792 mg NADPH, které jsem rozpustila v 1,2 ml redestilované vody a rozmichala.
Roztok #-butylhydroperoxidu jsem pfipravila pfiddnim 51,45 pl -butylhydroperoxidu do
15 ml 0,1 M K-fosfatového pufru, pH 7,0.

Po 10 minutach v Thermomixeru jsem do vSech jamek na desti¢ce napipetovala 10 pl
NADPH multikandlovou pipetou. Desti¢ku jsem vloZila do Tecanu, ktery jsem
vytemperovala na 37 °C a zapnula metodu. Po dobu 5 minut jsem sledovala spotiebu
NADPH nezavislou na #-butylhydroperoxidu. Po skonceni méfeni jsem pokracovala
pfidanim 10 pl #-butylhydroperoxidu do vSech jamek. V obou ptipadech jsem pipetovala
po fadcich, abych dodrZela ¢asovou posloupnost. Znovu jsem vlozila desticku do pfistroje
a zapnula stejnou metodu. Sledovala jsem pokles absorbance po dobu 5 minut pii 340 nm.

Vsechny pacienty jsem stejné jako v pfedchozi metodé meétila 3x.

Vypocet aktivity (nmol/min/ml):

_ (AAvz.—AAsl)*2+Vi
exl*xVs

U/ml

1

2

Avz je absorbance vzorku, Asl je absorbance slepého vzorku, ey 4ppy j€ 6,22 mM ™1 .cm”

1 (vyska métené vrstvy) je 0,75 cm, Vi (objem reakéni smési) je 0,2 ml, Vs (objem
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biologické frakce) je 0,05 ml. Nasobek 2 vyplyva ze stechiometrie reakce (2 pmol GSH
produkovany 1 umolem NADPH). Jednotky U/ml jsem ptepocitala na U/mg proteinu.

4.6.3 Stanoveni aktivity katalasy

Molybdenan amonny tvoifi s HxO: zluty komplex, jehoz absorbance se méii pfi

405 nm (G6th 1991).

4.6.3.1 Priprava zdasobnich roztoku

60 mM sodno-draselny fosfatovy pufr, pH 7,4

Navazku 10,74 g NaoHPO4 x 12 H>O jsem rozpustila v kadince v cca 400 ml
redestilované vody, ptelila do 500 ml odmérné banky a doplnila redestilovanou vodou.
Do dalsi 500 ml odmérné banky jsem pifevedla roztok KH>POs, ktery jsem ziskala
rozpu$ténim 4,08 g KH2PO4 ve 400 ml redestilované vody. Pfipravené roztoky jsem
promichala a slévala dohromady za stalého michani a méfeni pH. Vznikly pufr mél

pH 7,4. Uchovavala jsem ho v z&sobni lahvi v lednici.

4.6.3.2 Méieni aktivity

Ptipravila jsem si roztok H2O2 (65 mM). Odmeéfila jsem si 20 ml sodno-draselného
fosfatového pufru (60 mM, pH 7,4) a k nému pfidala 152,4 ul H>O,. Pokracovala jsem
pfipravou roztoku molybdenanu amonného (32,4 mM). Navazila jsem si 0,8 g
(NH4)s M07024 x 4 H2O a rozpustila v 20 ml redestilované¢ vody. Oba roztoky jsem

promichala.

Inkuba¢ni smési jsem si pfipravila stejné jako u pifedchozich enzymi. Do

mikrotitra¢ni desticky jsem pipetovala podle néasledujici tabulky.
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Tab. 2 Schéma pro méreni katalasy

blank 1 vzorek blank 2 blank 3
1. | 100 pul H2O2 100 pl H202 100 ul H202 100 pl pufru
2. | 100 pl molybd. 20 pl frakce 20 pl pufru 20 pl pufru
3. inkubace 1 min pii 37 °C, tfepani
4. | mmmmmmmmm e 100 pl molybd. 100 ul molybd. | 100 ul molybd.
5. 1 min nechat stat
6. | 20 ul frakce - -
7. zméfit absorbanci pii 405 nm

Rozvrzeni mikrotitracni desticky pro meéteni katalasy (Tab. 3) bylo nasledujici.
V prvnim sloupci v fadcich A-D byl neinhibovany vzorek. Ve stejném sloupci v fadcich
E-G k nému pftislusny slepy vzorek. Ve sloupcich 2-6, fadcich A-D byly inhibované
vzorky. Knim pfislusné blanky byly napipetovany v fadcich E-G. Blank 2 byl
ve sloupcich 1-6 v fadku H. V tomtéz fadku byl ve sloupcich 7-12 napipetovan blank 3.

Zbytek volného mista na desti¢ce jsem vyuzila pro métfeni dalSiho pacienta.

Tab. 3 Rozvrzeni mikrotitracni desticky pro méreni katalasy

pacient Cislo 37 pacient Cislo 38

1 2[3]4]5]6 7 glol10]11]12
A o , .y , e ,
B neinhibovany inhibované neinhibovany inhibované vzorky
C vzorek vzorky vzorek
D
E blank blanky blank blanky
F | k neinhibovanému | k inhibovanym | k neinhibovanému k inhibovanym
G vzorku vzorkum vzorku vzorkum
H blank 2 blank 3

Vse krom¢ frakci jsem pipetovala multikandlovou pipetou. V pribéhu reakce
katalyzované katalasou se tvotily bubliny unikajiciho O2, které by rusily méfeni. Snazila

jsem se je pred méfenim propichat dratkem.
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Aktivitu katalasy (umol/min/ml) jsem pocitala podle nasledujiciho vzorce:
U/ml = (Abl1-Avz) / (Abl2-Abl3) x 390 x zf.

Avz = absorbance vzorku
Abl1 = absorbance blanku 1
Abl2 = absorbance blanku 2
Abl3 = absorbance blanku 3
Ziedéni = 10

Daéle bylo nutno aktivitu piepocitat na pmol/min/mg na zéklad¢é koncentrace proteint

v jednotlivych vzorcich.

4.6.4 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Mgfeni aktivity GST je zaloZeno na tvorbé GS-DNB konjugatu (Obr. 18), ktery ma
absorpéni maximum pii 340 nm (Ye a Zhang 2001).

cl 4
L _NO, :l H
S 4
| " HOOC._ "'“““H“’LLN HT_NVGOGH
7 H
NH, o
NO,
GST
Y

s 0
i’j[ + HCL
0N =" "ND,

Obr. 18 Princip tvorby GS-DNB konjugdatu (Ojopagogo et al. 2015)

4.6.4.1 Priprava zdasobnich roztoku
0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,5
Navazku 1,79 g NaxHPO4 x 12 H>O jsem rozpustila v malém mnozstvi redestilované

vody v kadince, prenesla do 50 ml odmérné banky a doplnila redestilovanou vodou.

Navézila jsem 1,56 g NaH2PO4 x 2 H2O, rozpustila v malém mnoZzstvi redestilované vody
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v kédince, prenesla do 100 ml odmérné banky a doplnila také redestilovanou vodou.
Roztoky jsem promichala. Slévala jsem je dohromady v pfiblizném poméru 1:3. A to za
stalého michani pomoci magnetické michacky a méfeni pH pomoci pH metru. Kdyz jsem
dosahla pozadované hodnoty pH 6,5, roztok jsem pielila do zasobni lahve a byl ptipraven

k pouziti.

4.6.4.2 Méieni aktivity

Pro vlastni méfeni jsem si nejprve piipravila roztok GSH (5,15 mM). Navéazila jsem
si ptiblizn€ 7,92 mg GSH. Poté jsem piepocetla, kolik pfesné ml 0,1 M Na-fosfatového
pufru, pH 6,5 budu potfebovat na rozpusténi této navazky (pfiblizn€¢ 5 ml pufru) a

rozpustila ji.

Stejn¢ tak jsem postupovala i u piipravy roztoku CDNB (51,5 mM) v ethanolu.
Navézila jsem 5,22 mg CDNB a rozpustila v 0,5 ml ethanolu. Oba roztoky jsem

promichala. Takto pfipravené mi vystacily na méfeni jedné desticky.

Stejn€ jako u meéfeni pfedchozich enzymil jsem si pfipravila inkubacni smési.
Pfichystala jsem si destiCku. Do prvnich 6 jamek vsloupci 1 jsem pipetovala
neinhibovany vzorek a do 6 jamek ve sloupcich 2-6 inhibované vzorky. Jamky 7 a 8 byly
pro slepé vzorky. V prvnim sloupci pro blank k neinhibované reakci a ve sloupcich 2-6
blanky k inhibovanym vzorkim. Stejné jsem postupovala v druhé ¢asti desticky (sloupce
7-12), kde jsem zmeéftila druhého pacienta. Pipetované mnozstvi cytosolu i pufru bylo

6 ul.

Tésné pfed méfenim jsem si smichala roztok mastermixu podle niZze uvedeného

rozpisu.
Ptiprava mastermixu mnozstvi na 1 desticku:

e roztok GSH 4 ml
e roztok CDNB 0,4 ml
e 0,1 M Na-fosfatovy pufr, pH 6,5 15,6 ml

Roztok jsem promichala na magnetické michacce a do vSech jamek jsem po fadcich
pipetovala 194 ul mastermixu multikanalovou pipetou. Lehce jsem s destiCkou poklepala,

aby se roztoky promisily. K méfeni absorbance jsem opét pouzila ptistroj Tecan. Vybrala
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jsem vhodnou metodu a vlozila desticku dovnitf. Pfistroj méfi absorbanci

6x v minutovych intervalech pti 340 nm.

Specifickou aktivitu (mmol/min/mg) jsem vypocitala podle nasledujiciho vzorce:

Acooie = (AAvz.—AAsl) x Veelk.x zt. | morot
specif. ExlxVvz. - Mprot.

Veelk. (celkovy objem v jamce) = 0,2 ml

Vvz. (objem cytosolu v jamce) = 0,006 ml

Zt. (ztedéni) = 10

€ (molarni extinkéni koeficient) = 9,6 mmol™! x cm’!

1 (vySka métené vrstvy) = 0,75 cm

mprot (koncentrace bilkoviny) = pro specifickou aktivitu nutno vydélit koncentraci

ptislusného proteinu (mg/ml)

4.6.5 BCA stanoveni bilkoviny

Proteiny reaguji s Cu®* v alkalickém prostiedi. Méd’ piechazi na Cu'®, ktera vytvari
v prostiedi kolem pH 10 stabilni modrofialovy komplex s BCA (bicinchoninic acid,

kyselina bicinchoninovd) (Obr. 19). Intenzita zabarveni je piimo Umérnd mnoZzstvi

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Obr. 19 Princip stanoveni bilkoviny s BCA
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Roztoky:
e Roztok A: NaHCOs3, Na;CO3, BCA v 0,1 M NaOH (¢iry)
e Roztok B: 4 % CuSO4* 6 H>O (modry)

e Roztok C: vznikne smichanim roztoku A a B v poméru 50:1 (zeleny)
Kalibra¢ni piimka:

Pro pfipravu roztokii jsem si nejprve redestilovanou vodou natedila vychozi 0,2 %
roztok BSA (hovézi sérovy albumin) 2x (1 dil vody a 1 dil BSA). Vznikl 0,1 % roztok
BSA. Vzorky cytosolu jsem natedila 10x (10 ul vzorku a 90 ul vody).

Ptipravila jsem si 6 mikrozkumavek a pipetovala podle nasledujici tabulky 4:

Tab. 4 Roztoky pro pripravu kalibracni primky

Mikrozkumavky | Koncentrace | 0,1 % roztok Destilovana
BSA voda
(pg/ml)

(ul) )

1 0 0 100

2 200 20 80

3 400 40 60

4 600 60 40

5 800 80 20

6 1000 100 0

Pot¢ jsem pipetovala do mikrotitrani destiCky vzdy 10 pl bilkoviny
z mikrozkumavek 1-6 (cela leva ¢ast desticky, sloupce 1-6 a fadky A-H). Do zbylé pravé

¢asti destiCky jsem pipetovala 10 pl nafedéného cytosolu.

Do vSech jamek jsem pipetovala 200 pl roztoku C multikanalovou pipetou.
S destickou jsem lehce poklepala o still, aby se roztoky promichaly a nechala jsem ji

inkubovat v Thermomixeru pii 37 °C po dobu 30 minut (400 rpm).
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Poté jsem méfila absorbanci pfi 562 nm v piistroji Tecan. Od hodnot vzorkl jsem
odecetla hodnoty slepého vzorku. Pomoci programu Microsoft Excel jsem sestrojila
kalibracni pfimku. Vypocitala jsem koncentraci proteini a pouzila ji pro vypocet

specifické aktivity enzymil.

4.7 Priprava lidskych jaternich rezii

K ptipravé lidskych jaternich fezli a nasledné inkubaci jsem potiebovala Krebs-
Henseleittiv pufr a inkuba¢ni medium, které jsem si zhotovila den pted krajenim.
Ptipravila jsem si také krajec¢. Vsechny casti krajece, které ptijdou do kontaktu s pufrem,
jsem omyla 70 % lihem. Kréje¢ jsem piekryla alobalem a spole¢né s pufrem a inkuba¢nim

médiem jsem je umistila do chladici mistnosti.

Nejprve jsem si zhotovila 0,5 1 zasobniho roztoku Krebs-Henseleitova pufru podle

nasledujiciho rozpisu:

e KC(CI 1,87 g
e NaCl 345¢
e MgSO4*7THO 1,36 ¢g
e KH>PO4 0,82 g
e (aCly 1,39 g

Chlorid véapenaty jsem piidavala jako posledni, az kdyZ se vSechny ptfedchozi slozky

rozpustily, jinak by mohlo dojit k vysraZeni uhli¢itant.

Finalni roztok (1000 ml na jedna jatra) jsem piipravila podle nasledujiciho predpisu:

e NaHCO; 2,1g

e (Glukdéza monohydrat 4,95 g (4,5 g anhydridu)
e HEPES 238¢g

e zisobni roztok 100 ml

e doplnit do 1000 ml

V den kréjeni jsem pufr nechala 1 hodinu probubldvat pneumoxidem (95 % O2/5 %

CO») a nakonec jsem upravila hodnotu pH pufru na 7,4 pomoci roztoku HCI.

Daéle jsem si pfipravila kultivacni medium. Pouzila jsem Williamsovo medium E

(s L-glutaminem) od firmy Thermofisher. Obohatila jsem ho o 25 mmol glukézy
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[(11 mmol glukézy jiz obsahuje, celkem tedy bude 36 mmol glukézy) = zhruba
2,26 graml anhydridu gluk6zy] a gentamycin [(finalni koncentrace 50 pg/ml) = 0,5 ml

zasobniho roztoku].

Pomalu jsem kraje¢ naplnila okyslicenym Krebs-Henseleitovym pufrem. Poté jsem
se ujistila, ze kraje¢ nikde nepodtéka. Ptiblizné 20 minut pted pouzitim jsem ho chladila

vodou o teploté 4 °C.

Z jater jsem se pomoci vykrajovaci trubi¢ky o priméru 8 mm snazila ziskat pravidelné
valecky. Vlozila jsem je do nastavce v krajeci, ktery zhotovil fezy o tloustce 150 um.

Vykrojené vélecky i fezy jsem neustdle drzela na ledu a v pufru.

Inkubace jaternich fezii byla provedena ve 12-jamkové desti¢ce, kdy pro preinkubaci
byly jamky naplnény 1 ml média, pro inkubaci 1,3 ml média (s DMSO nebo testovanou
latkou v koncentraci 10 a 50 uM). Kazdy fez byl umistén do jedné jamky. Desticky s fezy
byly v inkubatoru umistény na tiepacce (90 rpm). Kvuli castému vétrani v inkubatoru
béhem vkladani desticek je hladina plynt nastavena na 70 % O/5 % CO2 a po naplnéni
zvednuta na 85 % 02/5 % COz. Preinkubace trvala 60 minut. Poté jsem fezy pomoci
entomologické pinzety pfemistila do novych desti¢ek s novym médiem. Inkubace trvala

24 hodin pro kazdou desticku.

4.8 Stanoveni exprese mRNA

4.8.1 Izolace RNA Trizolem

Trizol, specificka smés fenolu a guanidinisothiokyanatu, umoziuje selektivni izolaci
celkové RNA (tRNA, mRNA, rRNA, microRNA) z malého mnoZzstvi tkani ¢i bun¢k. Pti
izolaci RNA ziistdva zachovana jeji integrita béhem homogenizace tkdné. Ptidavek
chloroformu a nasledné stoceni rozdéli smés na vodnou a organickou fazi, pficemz RNA
bude vyhradné¢ v horni vodné fazi. Nasledné selektivni vysrdZeni RNA pomoci

isopropanolu umozni izolaci ¢isté RNA.

Izolaci jsem provadéla v laminarnim boxu v rukavicich, protoZe Trizol je diky

pfitomnosti fenolu vysoce toxicka latka.

Nejprve jsem fez po inkubaci vpravila do 0,5 ml Trizolu a ulozila do

hlubokomraziciho boxu na -80 °C. Po vyndani a rozmrazeni jsem fezy zhomogenizovala
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pomoci kulickového homogenizatoru. Vzorky vyjmuté z homogenizatoru jsem nechala
5 minut stat pii laboratorni teploté. V laminarnim boxu jsem ptidala 100 pl chloroformu
a 15 sekund tiepala v ruce. Nasledné jsem vzorky nechala stat 2-3 minuty pii laboratorni

teploté.

Aby se smési po pridani chloroformu rozdélily na horni vodnou a spodni organickou
fazi, musela jsem je jesté stoCit ve vychlazené centrifuze (15 minut, 12 000 g, 4 °C).
Snazila jsem se ptepipetovat horni vodnou fazi do nové 1,5 ml plastové mikrozkumavky.
Tento krok byl velmi diilezity, jelikoz jsem se nesméla Spickou pipety dotknout mezifaze
nebo dolni organické faze. Mohlo by totiz dojit ke kontaminaci genomovou DNA nebo

proteiny. Pokud se tak stalo, musela jsem vzorky znovu stocit 15 minut v centrifuze.

K ptepipetované vodné fazi jsem piidala 200 pl isopropanolu a promichala. Vzorky
jsem nechala 15-20 minut stat pfi laboratorni teploté. Mezitim jsem si natfedila 75 %
ethanol (7,5 ml absolutniho ethanolu a 2,5 ml DEPC vody). Vzorky jsem stocila
v centrifuze (10 minut, 12 000 g, 4 °C). Odstranila jsem supernatant a vzniklou peletu
jsem omyla 500 pl natedéného 75 % ethanolu (opatrné po sténé¢ zkumavky). Zamichala

jsem v ruce a dala stocit do centrifugy (5 minut, 7 500 g, 4 °C).

Poté jsem se opatrné snazila odsat veskery supernatant, abych peletu neposkodila.
Hlidala jsem, kdy peleta za¢ne prithlednét. V tu chvili jsem ptidala 40 ul DEPC vody a
dikladné promichala, aby se peleta zcela rozpustila. Poté jsem vzorky uchovavala

v lednici.

4.8.2 Meéreni koncentrace a ¢istoty RNA Nanodropem

Pro méfeni koncentrace a Cistoty RNA jsem pouZila spektrofotometr Nanodrop.
Kontaminaci RNA  proteiny jsem sledovala zpoméru absorbanci pfi
A260(DNA)/Azgo(proteiny). Pomér absorbanci by mél byt > 1,8. Dale jsem sledovala
z poméru absorbanci kontaminaci fenolem. Axso(DNA)/A230(fenol). Hodnota by se méla

blizit dvéma.

Ptistroj jsem odklopila a nanesla na spodni kovovy hrot 1,5 pl vody na ociSténi.
Opatrné jsem piiklopila, poté pfistroj odklopila a oba hroty ocistila buni¢inou. Znovu
jsem nanesla 1,5 ul vody jako blank na spodni kovovy hrot, ptiklopila a zmétila. Vodu

jsem otfela z obou protilehlych hrotli. Vzorek jsem promichala a nanesla 1,5 pl na spodni
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hrot. Ptiklopila jsem a zapsala hodnotu. Ocistila jsem hroty a stejn¢ zméfila druhy vzorek.
Cpriperitonio = 238,2 ng/ul, Cpiperitonso = 261,3 ng/ul. Poté jsem hroty ocistila opét vodou,

otfela a pristroj nechala zavieny.

4.8.3 OSetieni DNAsou

Ptiprava pro reverzni transkripci zahrnuje oSetfreni RNA DNAsou, ktera selektivné

Stépi pouze DNA a odstrani piipadnou kontaminaci vzorkli genomovou DNA.

4.8.3.1 Priprava zdasobnich roztoku

A) DEPC H;O — Redestilovanou vodu jsem oSetfila diethylpyrokarbonatem (DEPC)
0,1 %, protfepala a nechala stat pfes noc. Nasledné jsem ji 20 minut sterilizovala

v autoklavu pti 120 °C.

B) 0,5 M EDTA, pH 8,0 — Navéazila jsem si 18,61 g EDTA a rozpustila pfiblizné v 80 ml
DEPC vody. Ptidala jsem 2 g pelet NaOH a za stalého michani a méfeni pH jsem
ptidavala NaOH dokud se EDTA nerozpustila (pH 8,0). Poté jsem roztok doplnila DEPC
vodou do 100 ml.

C) 0,1 M EDTA, pH 8,0 — Smichala jsem zasobni roztok 0,5 M EDTA a DEPC H,O

v pom¢éru 1:4.

Do 0,5 ml mikrozkumavek jsem pfidala vypocitané mnozstvi vody. K tomu 4 ul RNA
(pfepocteno podle zméfené koncentrace). Nasledné 4 pl reakéni smési, kterou jsem si
vytvofila smichanim 12 pl pufru (10x DNase buffer) a 4 ul DNAse (nejprve

zhomogenizuji pipetou).

Poté jsem nechala vzorky inkubovat v Thermomixeru 25 minut pii 37 °C s tfepanim
500 rpm. Pfidala jsem 1,5 pl 0,1 M EDTA. Vzorky jsem stoCila na centrifuze,
zhomogenizovala na tfepacce a znovu stoCila na centrifuze. Nasledné jsem je nechala

inkubovat 5 minut pti 75 °C. V tomto kroku doslo k inaktivaci DNAsy.

Nakonec jsem dodala 8,5 ul DEPC vody a promichala. Vzorky jsem uchovavala pro
dalsi zpracovani pii -80 °C. Koncentrace oSetiené RNA je 0,1 pg/ul.
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4.8.4 Reverzni transkripce

RNA je reverzni transkriptasou pievedena na jednofetézcovou cDNA

(complementary DNA) s pouzitim ndhodnych hexamerd.

Ptipravila jsem si 3 mikrozkumavky a do nich napipetovala 8 pl vzorkti (RNA fedéna
na 0,1 pg/ul). Pfidala jsem 1 pl hexameru po sténé zkumavky a stoCila na centrifuze. Poté
jsem v PCR cykléru tuto smés zahtala na 65 °C, 5 minut. Po 5 minutach jsem metodu

pozastavila.

Ptipravila jsem si mastermix podle nasledujiciho postupu:
e 16 pul pufru

e SulDTT

e 16 ul dNTPs

e 2 ul RT (kontrola bez RT)

e 14 ul H20O (u kontroly 16 ul H20)

VS8e jsem promichala. Pipetovala jsem 11 pl mastermixu a do blanku 11 pl
mastermixu bez RT. VSechno jsem stoCila na centrifuze. Poté¢ jsem mikrozkumavky
vratila zpét do PCR cykléru a spustila pokracovani metody. Takto ptipravenou cDNA

jsem uchovavala pti -20 °C.

4.8.5 Real-Time PCR

Ke kvantifikaci DNA a RNA po reverzni transkripci se vyuzivd metoda real-time
PCR. Pomoci cykléru je sledovan prubéh kazdého cyklu a mnozstvi produkti
(amplikonil) je kontinualn€ zaznamenavdno. K detekci amplikonii se vyuZiva
monitorovani fluorescence interkala¢nich barviv (napf. SYBR green, ethidiumbromid)
nebo fluorescencnich sond (napt. TagMan sondy), které¢ béhem PCR hybridizuji

k fetézclm vznikajicich amplikonli (Beranek 2016).
Ptipravila jsem si roztok mastermixu podle nasledujiciho postupu:

e voda 33,6 ul
e 2 X SG mix 80 ul

e F Primer (5 uM) 3,2 pul
e R Primer (5 uM) 3,2 ul
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Mastermix jsem promichala a pipetovala 15 pl do PCR stripi. Déle jsem piidavala
5 ul ¢cDNA. Pro NTC (no template control) jsem pipetovala 5 pl vody. Stripy jsem
zavickovala a popsala na krajich stripu, abych nezabranila projiti paprsku. Tuto smés jsem

dala do PCR cykléru (QuantStudio 6), spustila program a poté vypocitala podle vzorce.
,,comparative Ct*: 2" (-ACq) (ACg= Cq(TG)-Cq(RG)),

kde TG predstavuje cilovy gen a RG referencni gen. Jako referencni gen jsem pouzila
geometricky primér ACTB a YWHAZ, které byly vyhodnoceny v programu RefFinder

jako nejstabilngjsi.

Pouzité primery (Tab. 5), které navrhla doc. Petra Matouskova pomoci programu
Primer3, byly dodany spolecnosti Generi Biotech (Hradec Kréalové). Nasledné byla
ovéfena funkcénost a ucinnost téchto primert (ovéfeni provedl PharmDr. Tomas

Zarybnicky, Ph.D.).
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Tab. 5 Struktura pouzitych primeri

Zkratka | Cislo v genové Nazev genu Fyziologicka funkce Sekvence primert 5°-3"
bance
Cilové geny
. Detoxikace elektrofilnich latek, ochrana pfed ROS a F: CGCTACTTCCCTGCCTTTGA
GSTA1 NM 145740.5 Glutathion-S-transferasa o produkty peroxidace R: GCCCGGCTCAGCTTGTTG
GSTP1 NM 000852.4 Glutathion-S-transferasa n Metabolismus xenobiotik Fr AGCCTTTTGAGACCCTGCTG

R: GTCAGCGAAGGAGATCTGGTC

F: TATCGAGAATGTGGCGTCCC

GPx1 NM 201397.3 Glutathionperoxidasa 1 Ochrana pted oxida¢nim stresem — odstranéni H>O, R: TCTTGGCGTTCTCCTGATGC
GPx2 NM 002083.4 Glutathionperoxidasa 2 Ochrana pted oxidacnim stresem gﬁ %%:CA%TT];?F(;(;%%(:A%?CC ({?&"CT
Gr o085 | Gluationpeidn
SOD1 NM 000454.5 Superoxiddismutasa 1 Ochrana pfed oxidacnim stresem — odstranéni superoxidu E:: ?gi%ﬁ??géé gﬁfgg gfc(éic
CAT NM 001752.4 Katalasa Ochrana pfed oxida¢nim stresem — odstranéni H.O» ; ?égé:ggggg?gg é (;Fg gﬁé g AC
GR NM 000637.5 Glutathionreduktasa Udrzovani glutathionu v redukovaném stavu F: TGCGTGAATGTTGGATGTGT

R: CCCTCACAACTTGGAAAGCC

Referenc¢ni geny pro normalizaci mRNA

F: TCCCTGGAGAAGAGCTACGAG

ACTB NM 001101.4 B-aktin Strukturni protein cytoskeletu R: CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
Tyrosin-3- _
YWHAZ | NM _003406.3 monooxygenasa/tryptofan-5- Soucast celé fady signalnich drah F: TGATCCCCAATGCTTICACAAG

R: GCCAAGTAACGGTAGTAATCTCC

monooxygenasa aktivacni protein {
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4.9 Stanoveni aktivity GST v lidskych jaternich rezech

U tohoto stanoveni jsem postupovala stejné jako v kapitole 4.6.4. Rozdilem byla

pfiprava homogenatu, ve kterém jsem nasledné aktivitu méfila.

Pfipravené jaterni fezy jsem inkubovala s piperitonem. Postupovala jsem stejné jako
v kapitole 4.5. Piiprava homogenatu zahrnovala rozmélnéni fezii na ledu pomoci
tyCinkového homogenizatoru a poté ultrazvukového hrotu (cca 10 sekund). Smés jsem
stocila v centrifuze pti 10 000 g, 20 minut, pti 4 °C. Takto se odstranily zbytky vaziva a
potrhanych bunéénych membran. Vrchni ¢ast (homogenat) jsem odebrala a rozpipetovala
do plastovych mikrozkumavek. Pfed stanovenim byl homogenat z fezii nafedén 3x. Poté
se meéfila aktivita glutathion-S-transferasy stejn¢ jako v kapitole 4.6.4. Pro stanoveni

bilkoviny byl homogenat natfedén 15x.

4.10 Statistické zpracovani vysledkii

Vzorky byly méteny vzdy alesponi v triplikatech a kazdé stanoveni bylo provedeno
alespon trikrat. Vysledky jsou vyjadfeny jako pramér + SD. Porovnani mezi vicero
skupinami bylo provedeno pomoci one-way ANOVA s Dunnettovym post-hoc testem za
pouziti GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Rozdily byly povazovany za vyznamné,

kdyZ p <0,05 a jsou v grafu oznaceny " * ".
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5. VYSLEDKY

5.1 Aktivita glutathionreduktasy v cytosolu

Ke spektrofotometrickému stanoveni aktivity glutathionreduktasy byly zapotiebi dva
substraty. GSSG, u kterého dochédzelo k redukci na glutathion (GSH) a NADPH,
u kterého soucasné dochézelo k oxidaci. Spotiebu NADPH jsem pozorovala jako ubytek
absorbance, jehoz rychlost byla pfimo Umérna aktivité studovaného enzymu.
Z absorbance jsem vypocitala aktivitu glutathionreduktasy, kterou jsem nasledné pomoci
koncentrace proteinii v jednotlivych vzorcich ptepocitala na specifickou aktivitu. Tu jsem
zpracovala do grafu a porovnavala jsem vliv jednotlivych monoterpent na aktivitu

enzymu glutathionreduktasy v cytosolu.

Z namétenych hodnot vyplyva, Ze u enzymu glutathionreduktasy se mi nepodafilo
ziskat zadné statisticky vyznamné vysledky (Obr. 20). Nejvyssi pokles aktivity (0 6,5 %)
jsem zaznamenala u pacienta ¢islo 39 v dusledku ptisobeni monoterpenu isomenthonu.

Naopak nejvyssi nartst aktivity mél piperiton. Konkrétné u pacienta ¢islo 42 (0 9,1 %).

Monocyklické monoterpeny

150
mm Kontrola mEE (+)-karvon E= (-)-karvon BB isomenthon g isopulegol

33 piperiton

el L

50

Specificka aktivita GR (% kontroly)

37 38 39 42 43 44

Obr. 20 Vliv monocyklickych monoterpenii na aktivitu glutathionreduktasy v lidském
Jaternim cytosolu od Sesti darcii. Vysledky predstavuji prumer £ SD ze tii nezavislych
experimentii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, one-way
ANOVA).
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5.2 Aktivita glutathionperoxidasy v cytosolu

Aktivita glutathionperoxidasy byla stanovena spektrofotometricky pii 340 nm.
Principem reakce je pteména GSH na oxidovany glutathion (GSSG). Soucasnou oxidaci
NADPH jsem sledovala jako pokles méfené absorbance. Vypoctenou aktivitu jsem
pomoci koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich piepocitala na specifickou aktivitu.

Tu jsem nasledné zpracovala do graft.

Porovnavala jsem specifickou aktivitu GPx mezi Sesti studovanymi pacienty.
Z vysledkt je patrné, ze u enzymu glutathionperoxidasy dochézelo vlivem studovanych
monoterpenti predevsim k poklesu aktivity. Ze Sesti studovanych pacientli zaznamenal
nejvice statisticky vyznamnych vysledkti pacient ¢islo 39. Vlivem monoterpenu
isopulegolu poklesla aktivita enzymu glutathionperoxidasy u pacienta ¢islo 39 o 30,1 %.
V disledku plisobeni (-)-karvonu poklesla aktivita o 26,5 % v porovnani s kontrolnim
vzorkem. Dale plisobenim monoterpenu (+)-karvonu poklesla aktivita 0 19,2 % a vlivem
monoterpenu piperitonu o 13,7 %. VSechny tyto hodnoty poklesu aktivity byly u pacienta
¢islo 39 statisticky vyznamné (Obr. 21).

Vyrazny pokles aktivity enzymu GPx byl pozorovan i u dalSich pacientti. Konkrétné
vlivem monoterpenu isopulegolu (o 47,3 %) a (-)-karvonu (o 38,3 %) u pacienta ¢islo 42.
Tyto vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné. Dalsi signifikantni zmény
aktivity byly zaznamenany také u pacienta ¢islo 38. Pokles aktivity 0 9,1 % v dusledku
monoterpenu isopulegolu a 8,1 % vlivem (-)-karvonu v porovnani s kontrolnim vzorkem.
K dal$im vyraznym zménam patfil pokles aktivity u pacienta ¢islo 37. Aktivita klesla o

8,3 % v dlsledku plsobeni (+)-karvonu a o 7,6 % vlivem (-)-karvonu.

Nejvice ovliviioval GPx monoterpen (-)-karvon, u kterého jsem zaznamenala Ctyfi

statisticky vyznamné vysledky (Obr. 21).
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Obr. 21 Vliv monocyklickych monoterpenii na aktivitu glutathionperoxidasy v lidském
Jaternim cytosolu od Sesti darcii. Vysledky predstavuji priumer £ SD ze tii nezavislych
experimentii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, one-way
ANOVA).
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5.3 Aktivita katalasy v cytosolu

Stanoveni aktivity katalasy pfedchazela reakce molybdenanu amonného s H>Oo.
Vysledkem je zluty komplex, jehoz absorbance byla méfena pti 405 nm. Z namérené
absorbance jsem vypocitala aktivitu katalasy a ndsledn¢ piepocitala pomoci koncentrace
proteinti v jednotlivych vzorcich na specifickou aktivitu. Vysledky jsem zpracovala do

grafu. Porovnévala jsem vliv studovanych monoterpent u jednotlivych pacientt.

Nize (Obr. 22) jsou zobrazeny vysledky aktivity katalasy v cytosolu, pfi¢emz nejvyssi
narast aktivity byl pozorovan u pacienta ¢islo 38 vlivem monoterpenu piperitonu. Nartst
aktivity byl 14,7 %. Naopak nejvyssi pokles aktivity (6,8 %) jsem zaznamenala u pacienta
¢islo 42 vlivem monoterpenu (-)-karvonu. U enzymu katalasy jsem nezaznamenala zadné

statisticky vyznamné vysledky.
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Obr. 22 VIiv monocyklickych monoterpenit na aktivitu katalasy v lidském jaternim
cytosolu od Sesti darcu. Vysledky predstavuji priimeér = SD ze tii nezavislych experimentii.
Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly (p < 0,05, one-way ANOVA).



5.4 Aktivita glutathion-S-transferasy v cytosolu

Aktivita byla stanovena spektrofotometricky pii 340 nm za pouziti univerzalniho
substratu 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu a glutathionu jako substratii. Rust absorbance je
pfimo umérny aktivit¢ GST ve vzorku. Hodnotila jsem ucinek péti vybranych
monoterpenti na aktivitu enzymu glutathion-S-transferasy v subcelularnich frakcich,

které jsem ziskala z lidské jaterni tkané od Sesti dobrovolnikai.

Z vysledkt vyplyva, Ze aktivitu enzymu GST v cytosolu nejvyraznéji ovliviioval
monoterpen piperiton (Obr. 23). Proto byl vybran pro dalsi experiment v ultratenkych
lidskych jaternich fezech (PCLS). U pacienta Cislo 38 mél piperiton nejvyssi statisticky
vyznamny vysledek. Narist aktivity v porovnani s kontrolnim vzorkem (100 %) byl az
15,2 %. Dalsi statisticky vyznamné zvySeni aktivity GST vyvolal piperiton i u dalSich
pacientll. Vyrazné se zvysila aktivita u pacienta ¢islo 44 (o 13,2 %), 42 (o 11,5 %), 39
(08,6 %), 43 (o 7,0 %). Ze studovanych monoterpent mél druhy statisticky
nejvyznamnéjsi vliv monoterpen (-)-isopulegol, kde jsem u pacienta C¢islo 38
zaznamenala narist aktivity o 12,3 %. Déle pak u pacienta ¢islo 44 (10,6 %), u pacienta
¢islo 39 (9,6 %), u pacienta ¢islo 42 (8,8 %). U pacientil ¢islo 38, 39 a 44 vzrostla aktivita
GST okolo 7,2-8,9 % vlivem monoterpenu (+)-isomenthonu. Tyto vysledky jsou rovnéz
statisticky vyznamné. Ackoliv monoterpeny (+)-karvon a (-)-karvon u nékterych pacienti
mirné zvySovaly aktivitu enzymu, nebyly tyto vysledky statisticky vyznamné. U pacienta
¢islo 37 jsem nezaznamenala Zadny statisticky vyznamny vysledek ani u jednoho

z monoterpend.
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Obr. 23 Vliv monocyklickych monoterpenii na aktivitu glutathion-S-transferasy v lidském

Jjaternim cytosolu od Sesti darcu. Vysledky predstavuji priimér + SD ze tii nezavislych
experimentii. Skupiny oznacené * se signifikantnée lisi od kontroly (p < 0,05, one-way
ANOVA).
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5.5 Stanoveni exprese mRNA v jaternich rFezech

Ke stanoveni zmén genové exprese jsem vyuzila ultratenké lidské jaterni fezy a
monoterpen piperiton, jelikoz se zpredchozich méfeni jevil jako nejaktivnéjsi ze
studovanych latek. Jaterni fezy od tii dobrovolnik byly inkubovany se studovanym
monoterpenem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Zmeény exprese mRNA jsem studovala
pomoci RT-qPCR. Prvnim krokem byla izolace RNA ze tkani, nasledné prevedeni RNA
pomoci reverzni transkriptasy na jednofetézcovou cDNA. V PCR cykléru byly
fluorescencné detekovany vznikajici amplikony. K vyhodnoceni jsem pouzila program
QuantStudio 6. Vysledky jsem zpracovala v programu Microsoft Excel pomoci metody
»Comparative Ct“. Jako referenni gen jsem pouZila geometricky primér ACTB a
YWHAZ, které byly v piedchozich experimentech vyhodnoceny v programu RefFinder
jako nejstabilngjsi. Vysledky jsem porovnavala s kontrolnim vzorkem, u kterého je mira
exprese mRNA vyjadfena hodnotou 1,0. Studovana latka v nékterych ptipadech
zvySovala expresi daného genu (indukce) v porovndni s kontrolnim vzorkem.

U nékterych vzorkt jsem ale pozorovala také snizeni exprese (inhibice).

5.5.1 Vliv piperitonu na genovou expresi GSTA1

Na Obr. 24 je znazornéna zmeéna exprese GSTA1 pisobenim monoterpenu piperitonu
ve dvou zkouSenych koncentracich (10 pM a 50 uM). PouZity primer m¢l schopnost vazat
se na jednu isoformu glutathion-S-transferasy, konkrétné¢ se jednalo o GSTAI.
Porovnavala jsem jaterni vzorky ziskané od tfi dobrovolnikii (L48, L51, L52).
V experimentu jsem zaznamenala zménu exprese GSTAl v dusledku ptisobeni
piperitonu 50 uM u jaterniho vzorku ¢islo L48. Monoterpen indukoval expresi GSTA1
1,8x, tato zména byla signifikantni. Pozorovala jsem také mirnou, avSak nesignifikantni
inhibici exprese vlivem piperitonu v koncentraci 50 uM (L52). U pacienta ¢islo L51

prakticky nedoSlo k indukei ani inhibici GSTA1 (Obr. 24).
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Obr. 24 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GSTAI. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM po dobu 24 hodin pri 37°C.
Vysledky predstavuji prumer + SD ze tri biologickych replikatu. Skupiny oznacene * se
signifikantne lisi od kontroly (p < 0,05, one-way ANOVA).
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5.5.2 Vliv piperitonu na genovou expresi GSTP1

Pro stanoveni exprese GSTP1 byl vyuzit specidln€ navrzeny primer, ktery vazal jednu
isoformu glutathion-S-transferasy (GSTP1). Piperiton 10 uM zpusobil v ptipadé pacienta
¢islo L51 signifikantni indukci exprese GSTP1 (1,9x; Obr. 25). Ackoliv ucinek piperitonu
v koncentracich 10 uM a 50 uM vétSinou nezpiisobil Zadné statisticky vyznamné zmény

exprese GSTP1, mizeme témét u vSech jaternich vzorkl sledovat urcité zvyseni exprese.

GSTP1
2.5
* Bl kontrola
= PIP 10 M
2.0- =3 PIP 50 yM

-
(<.}
1

-
L=
1

Relativni zména exprese mRNA

0.0

L48 L51 L52

Obr. 25 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GSTPI. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priimér £+
SD ze tii biologickych replikatii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p < 0,05, one-way ANOVA).
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5.5.3 Vliv piperitonu na genovou expresi GPx1

Na Obr. 26 je znazornén vliv monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM a 50 uM
na expresi mRNA GPx1. Nejvyznamnéjsi zmena exprese je zietelna u pacienta ¢islo L51.
Indukce 2,1x byla zaznamenana v ptipad¢ monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM.
Tento vysledek je statisticky vyznamny. Mirny inhibi¢ni potencidl jsem zaznamenala
u pacienta Cislo L52 vlivem piperitonu 50 pM. Tento pokles exprese GPx1 neni

statisticky vyznamny.
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Obr. 26 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GPxI. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priimér +
SD ze tii biologickych replikati. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p < 0,05, one-way ANOVA).
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5.5.4 Vliv piperitonu na genovou expresi GPx2

Z naméfenych hodnot vyplyva (Obr. 27), Ze béhem tohoto experimentu dochézelo
predevsim k poklesu exprese GPx2, a to u vSech métenych vzorkii. Monoterpen piperiton
v koncentraci 50 uM signifikantn¢ inhiboval expresi u pacienta ¢islo L51 (snizeni o
63,7 % proti kontrole). V této koncentraci monoterpenu jsem zaznamenala pokles
exprese i u zbyvajicich dvou pacientti (L48, L52). Krom¢ zminéného signifikantniho
vysledku u pacienta L51 se ve vSech ostatnich pfipadech jednalo o statisticky

nevyznamné vysledky.

GPx2
1.5

Hl kontrola
—_ = PIP 10 yM
= PIP 50 uM

:
L

=y
(=
1

tH

——

Relativni zména exprese mRNA

e
=

ﬂ.n— T | |

Obr. 27 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GPx2. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priimér +
SD ze tii biologickych replikati. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p < 0,05, one-way ANOVA).
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5.5.5 Vliv piperitonu na genovou expresi GPx4

Zjisténé vysledky genové exprese GPx4 nebyly u monoterpenu piperitonu statisticky
vyznamné ani v jedné ze zkouSenych koncentraci. K mirnému poklesu exprese doslo
u pacienta Cislo L52 vlivem monoterpenu piperitonu (koncentrace 50 uM). U vétSiny

v

ostatnich vzorki nedoslo k vyraznéjsi indukci ani inhibici enzymu (Obr. 28).
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Obr. 28 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GPx4. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priimér +
SD ze tii biologickych replikati. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p <0,05, one-way ANOVA).
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5.5.6 Vliv piperitonu na genovou expresi GR

Na Obr. 29 je znazornén vliv monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM a 50 uM
na expresi mRNA GR. Nejvyraznéjsi zména exprese byla pozorovana u pacienta Cislo
L48 vlivem piperitonu 50 uM. Monoterpen indukoval expresi 1,7x. Dal$i zména exprese
nastala u piperitonu 50 uM u pacienta cislo L48 (piperiton 10 uM), kdy byla pozorovana
indukce 1,2x. U pacienta L52 doslo k mirnému snizeni exprese GR. Ve vSech piipadech

vsak vysledky nebyly signifikantni.
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Obr. 29 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi GR. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priomer
+ SD ze il biologickych replikatii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p <0, 05, one-way ANOVA).
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5.5.7 Vliv piperitonu na genovou expresi CAT

Zjisténé vysledky genové exprese CAT nebyly u monoterpenu piperitonu statisticky
vyznamné. Pouze v jednom ptipadé, kdy k nejvyraznéjsi zméné doslo u pacienta cislo
L52, kde monoterpen piperiton v koncentraci 50 uM inhiboval expresi o 56,4 %. Rovnéz
u pacienta L51 doSlo inhibici exprese (snizeni o 25,3 % proti kontrole) vlivem
monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM, ale tento vysledek neni povazovan za
statisticky vyznamny. U vétSiny ostatnich vzorkii nedoslo k tak vyrazné indukci ani

inhibici enzymu (Obr. 30).

CAT
1.5
Bl kontrola
= PIP 10 uM
= PIP 50 uM

HH

JL T )
i r WE

0.5

H o~

Relativni zména exprese mRNA

ﬂ.ﬂ— T T T
L48 L51 L52

Obr. 30 Viiv monoterpenu piperitonu na genovou expresi CAT. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji primer +
SD ze tri biologickych replikatii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p <0,05, one-way ANOVA).
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5.5.8 Vliv piperitonu na genovou expresi SOD

Na Obr. 31 je znazornén vliv monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM a 50 uM
na expresi mMRNA SOD. Nejvyznamnéjsi indukce exprese byla zaznamenéana u pacienta
¢islo L48 vlivem monoterpenu piperitonu v koncentraci 10 uM (1,4x). Druha nejvyssi
zména exprese byla pozorovana u stejného pacienta v koncentraci 50 uM (1,3x). Dale
u pacienta ¢islo L52 vlivem monoterpneu piperitu v koncentraci 50 uM doslo k poklesu

exprese 0 30,2 %. Zadny z téchto vysledki nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 31 Vliv monoterpenu piperitonu na genovou expresi SOD. Jaterni rezy byly
inkubovany s piperitonem v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji priumeér +
SD ze tri biologickych replikatii. Skupiny oznacené * se signifikantné lisi od kontroly
(p < 0,05, one-way ANOVA).
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5.6 Stanoveni aktivity GST

Z ptedchoziho méteni vyplyva, ze v subcelularnich frakcich monoterpeny nejvice
ovliviiovaly aktivitu enzymu GST. Jako nejaktivngj$i ze studovanych monoterpend se
projevil piperiton. Byl proto vybran pro dal§i experiment v ultratenkych lidskych
jaternich fezech (PCLS).

Pfi stanoveni aktivity GST v fezech jsem postupovala stejné jako pfi stanoveni
aktivity v cytosolu (4.6.4.). Rozdilem byla piiprava homogenatu, ve kterém jsem
nasledn¢ aktivitu métila. Pfiprava zahrnovala rozmélnéni fezi, stoceni smeési v centrifuze,
poté odpipetovani vrchni &asti s homogenatem a nakonec nafedéni pied stanovenim. Rezy

jsem inkubovala s piperitonem a postupovala jsem stejn¢ jako v kapitole 4.5.

Zmény aktivity byly vyznamné u dvou jaternich vzorkt (L48 a L51) v obou
koncentracich. Jediny statisticky vyznamny inhibicni G¢inek mél piperiton (10 pM)
u pacienta ¢islo L48. Pokles aktivity ¢inil 35,4 %. Naproti tomu vyrazny narist aktivity
zpusobil piperiton (10 uM) u pacienta ¢islo L51. Aktivita GST narostla o 18,1 %. Aktivita
vzrostla také vlivem piperitonu 50 pM. U pacienta ¢islo L48 o 13,0 % a u pacienta Cislo
L51 0 20,9 %. Tyto vysledky jsou statisticky vyznamné (Obr. 32). U pacienta ¢islo L46
nebyly Zadné vysledky signifikantni.
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Obr. 32 Vliv monoterpenu piperitonu na aktivitu glutathion-S-transferasy v ultratenkych
lidskych jaternich rezech od tri darcu. Jaterni rezy byly inkubovany s piperitonem
v koncentraci 10 uM a 50 uM. Vysledky predstavuji primer £ SD ze tii nezavislych
experimentii. Skupiny oznacené * se signifikantnée lisi od kontroly (p < 0,05, one-way
ANOVA).
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6. DISKUSE

Od nepaméti se lidé snazili hledat 1é¢ivé rostliny v ptirod¢€, aby zmirnili bolest a 1écili
nejruznéj$i onemocnéni. Pouzivani 1é¢ivych rostlin bylo nejdiive instinktivni a ziskané
zkuSenosti byly pozd€ji preddvany z generace na generaci, o ¢emz svédci dostatek
dikazii. Neustaly a trvaly zajem spolecnosti o 1é€ivé rostliny ptinesl sofistikovany zptsob
jejich zpracovani a dneSni moderni farmakoterapie zahrnuje fadu 1ékt rostlinného ptivodu

(Petrovska 2012).

V poslednich desetiletich vyrazné roste zdjem o piirodni terapii, mnozi povazuji
mit fatalni nasledky, jelikoz pacienti zpravidla nezddouci uc¢inky ptirodnich produktt
nehlési 1ékari. Je proto obtizné nezadouci UCinky zaznamenat a uréit mechanismy
toxicity. Ve vétSingé piipadld se jednd o nevhodné pouziti ptirodni terapie (nevhodna

indikace, nadmérné davky, dlouhodobé uzivani) (Zarybnicky et al. 2018b).

v

Nejrozmanitéjsi tiidou sekundarnich metabolitii rostlin zahrnujici desitky struktur
jsou terpeny. Najdeme je v riznych ¢astech rostlin, maji charakteristickou viini a jejich
ukolem je pfitahovat opylovace, obrana rostliny a interakce s okolnim prostfedim.
Pfedev§im monoterpeny a seskviterpeny jsou hlavnimi slozkami silic a pouZivaji se
v lidovém lécitelstvi, kosmetice a potravinaistvi. Nékteré monoterpeny se vyuZzivaji jako
preventivni prostfedky pii nachlazeni a chfipce, pfedchazeji osteopordze, plisobi proti
srde€nim chorobam a maji protiplisiové, antibakteridlni nebo protinddorové ucinky.
Vznik nebo pribéh rakoviny mohou monoterpeny ovliviiovat riznymi mechanismy.
Mimo jiné zvySuji aktivitu enzymu v jatrech, které slouzi k detoxikaci organismu (napf.
GST), timto mechanismem pusobi naptiklad monoterpen karvon (Bartikova et al. 2014,

Dvorakova et al. 2011).

Nékteré monoterpeny jsou toxické pro hmyz a vyuZivaji se jako insekticidy. Cast
muzZe byt toxicka také pro ¢loveka, kdy se vétSinou jedna o ketony, fada z nich zptisobuje
kozni vyrazky (Dvordkova et al. 2011). VétSina terpent snadno pronika do organismu, a
to pfedevSim peroralni absorpci, kiizi nebo inhalaci. Studie prokazaly jaterni toxicitu
u monoterpent pulegonu, menthofuranu, kafru a limonenu, jelikoZ tyto latky tvori
reaktivni metabolity, zvySuji koncentraci reaktivnich forem kysliku a poruSuji

antioxida¢ni ochranu organismu. Je tedy pravdépodobné, Ze 1 jiné terpeny, u kterych neni
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dostatecné prozkoumano, jak ovliviiuji jatra, mohou plsobit hepatotoxicky (Zarybnicky
et al. 2018b). Proto bylo predmétem mé diplomové prace studovat ti€inky péti vybranych
monocyklickych monoterpenti na aktivitu a expresi antioxida¢nich enzymi v lidskych

jatrech.

In vitro modely umoziuji studovat toxické/protektivni Uc¢inky riznych latek
v lidskych buiikach, coz je nezbytné kviili velkym mezidruhovym rozdiltim, ale nemohou
predvidat ani napodobovat slozité bunécné interakce, ke kterym dochazi in vivo. Proto
jsou zapotiebi ex vivo modely, které v této praci predstavuji lidské ultratenké jaterni fezy.
Jedna se o zmenSeny model jater, ktery si zachovava slozitou a mnohobunécnou
architekturu jaterniho prostiedi. Musime pocitat s variabilitou vysledk, jelikoz zdrava
cast jaterni tkané, kterd byla k experimentim pouzita, pochazi z nemocnych jater.
Pacienti také méli rizné komorbidity, uzivali rozdilnou medikaci a néktefi podstoupili

chemoterapii (de Graaf et al. 2007, Palma et al. 2019, Olinga a Schuppan 2013).

U nékterych monoterpenti vcetné isomenthonu, isopulegolu a piperitonu byla
vmnoha pfipadech hlasena hepatotoxicita, ktera pravdépodobné¢ souvisi
s 1sopropylidenovou dvojnou vazbou nebo ketoskupinou ve struktuie. Pfi jejich redukci
se hepatotoxicita téchto monoterpent sniZila. Ac¢koliv v souc¢asné dobé€ nejsou pro vétSinu
bylin hepatotoxické mechanismy objasnény, studie ukazuje spojitost mezi nékterymi
chemickymi vazbami nebo skupinami. Toxicitu latek 1ze zmirnit nebo zcela eliminovat
upravou struktury, zménou lékové formy nebo kombinaci s jinymi bylinami (He et al.
2019). Na druhé¢ stran¢ Zheng et al. (1992) ve své praci popisuje schopnost D-karvonu
zvysit aktivitu glutathion-S-transferasy v jatrech, tenkém a tlustém stfeveé a predzaludku
mys$i. Protinddorova aktivita terpenl zfejmée souvisi se schopnosti indukovat aktivitu
detoxikacnich enzymu. Slouceniny karvonu by tak mohly byt potencidlnimi
chemoprotektivnimi latkami. V naSem experimentu dochazelo k mirné indukci enzymu

GST vlivem D-karvonu u ¢tyt ze Sesti studovanych pacientd (kapitola 5.4).

Ve své diplomové praci jsem nejprve hodnotila vliv péti monocyklickych
monoterpentt ve vysledné koncentraci 100 uM na aktivitu detoxikacnich enzymu
v lidském jaternim cytosolu. Studované monoterpeny nejvice ovliviiovaly enzym
glutathion-S-transferasu a nejaktivnéji se projevil piperiton. Ukdzala se variabilita mezi
vzorky, kdy u jednoho pacienta nékdy dochéazelo k nariistu aktivity a u druhého pacienta

k poklesu. Nejméné terpeny ovliviiovaly vzorek ¢islo 37, kdy dochézelo u v§ech enzymi
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studovanymi. U tohoto pacienta nebyla provedena 1écba chemoterapii a jeho medikace
zahrnovala pouze insulin. VSechny zminéné faktory mohly sehrat roli v namétenych

vysledcich.

Nasledné byl hodnocen ucinek piperitonu (10 uM a 50 uM) na katalytickou aktivitu
a expresi mRNA antioxida¢nich enzymt v lidskych jaternich fezech. Pro experiment byla
zvolena metoda kvantitativni PCR v redlném ¢ase (QPCR), mezi jejiz vyhody patii vysoka
citlivost, detekce pribc¢hu reakce v redlném cCase, rychlost analyzy a piesné méfeni
zkoumaného materialu ve vzorku (Kozera a Rapacz 2013). V PCLS byla zaznamenana
nejvyznamngjsi indukce exprese mRNA GSTPI1 a GPx1 vlivem piperitonu (10 uM) a
GSTA1 (50 uM). Doslo také k vyznamnému snizeni hladin GPx2 a CAT vlivem
piperitonu (50 puM). U enzymi GPx4, GR a SOD nebyly zjistény zadné statisticky
vyznamné vysledky. Aktivita GST v lidskych PCLS byla zvySena ve dvou jaternich
vzorcich plisobenim piperitonu (50 uM). Druhd zkouSena koncentrace (10 uM) vedla

v jednom jaternim vzorku k vyznamnému naristu aktivity GST, ale u druhého pacienta

k vyznamnému poklesu aktivity.

I pfes urcité interindividualni rozdily byla enzymem nejvyznamnéji ovlivnénym
monoterpeny GST. Isoformy tohoto enzymu se podileji na biotransformaci nékterych
léciv veéetné cytostatik. GSTAI1-1 katalyzuje konjugaci metaboliti cyklofosfamidu,
zatimco thiotepa je substratem GSTP (Dirven et al. 1994, Ekhart et al. 2009). Zmény
v expresi a aktivité GST mohou tedy zasahnout do biotransformace téchto 1éCiv, ktera
bude v piipadé€ zvyseni aktivity GST zvySena a 1é¢iva budou rychleji inaktivovéana a jejich
ucinek miize byt sniZzeny. Naproti tomu cisplatina je pomoci GSTP konjugovana a vznikly
konjugat je dale metabolizovan na nefrotoxickou slou¢eninu. ZvySena aktivita GST tak
muze v pripad¢ cisplatiny zptisobit zvySenou bioaktivaci tohoto 1é¢iva s jejim naslednym

toxickym ptsobenim (Townsend et al. 2009).
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7. ZAVER

Nejprve jsem sledovala vliv (+)-karvonu, (-)-karvonu, (+)-isomenthonu,
(-)-isopulegolu a piperitonu na katalytickou aktivitu antioxida¢nich enzymut
v subcelularnich frakcich ziskanych ze Sesti vzorku lidské jaterni tkané. Subcelularni
frakce byly inkubovény s jednotlivymi monoterpeny (100 uM) po dobu 30 minut pfi
37 °C a nasledné byla stanovena specificka aktivita enzymi GPx, GR, GST a CAT
pomoci spektrofotometrickych metod. Studované monocyklické monoterpeny
ovlivitovaly pfedevsim aktivitu cytosolické GST a nejaktivnéji se projevil monoterpen

piperiton. Proto byl vybran do dal$i ¢asti experimentalni préce.

V dalsi ¢asti prace jsem hodnotila Gi¢inek piperitonu (10 uM a 50 uM) na katalytickou
aktivitu a expresi mRNA antioxidacnich enzymi. Jako model jsem pouzila lidské
ultratenké jaterni fezy ziskané od tfi dobrovolnikii, které jsem ziskala pomoci
Krumdieckova tkanového krajece (pramér 8§ mm, 150-170 um tloustky). Po preinkubaci
jsem fezy inkubovala ve 12-jamkové desticce, 24 hodin v atmosféfe pneumoxidu 85 %
02/5 % CO». Pomoci qPCR jsem sledovala vliv piperitonu na expresi mRNA isoforem
enzymu glutathionreduktasy (GR), glutathionperoxidasy (GPx1, GPx2, GPx4), katalasy
(CAT), glutathion-S-transferasy (GSTA1, GSTP1) a superoxiddismutasy (SODI1).
V PCLS jsem zaznamenala nejvyznamnéjsi indukci exprese mRNA GSTP1 a GPxl1
vlivem piperitonu (10 uM) a GSTA1 (50 uM). Doslo také k vyznamnému sniZzeni hladin
GPx2 vlivem piperitonu (50 uM). Aktivita GST v lidskych PCLS byla zvySena ve dvou
jaternich vzorcich piisobenim piperitonu (50 pM). Druhé zkouSena koncentrace (10 uM)
vedla v jednom jaternim vzorku k vyznamnému narustu aktivity GST, zatimco u druhého

pacienta k vyznamnému poklesu aktivity.
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8. POUZITE ZKRATKY

a- TTP
acetyl-CoA
ACTB
BCA
BSA
CAT
cDNA
CDNB
Ct

DEPC
DM2
DMAPP
DMSO
DNA
DNAsa
dNTPs
DTT
EDTA

F primer
FOLFIRI
FOLFOX
FUFA

GPP

a- tocopherol transfer protein

acetylkoenzym A

B-aktin

bicinchoninova kyselina

hovézi sérovy albumin

katalasa

komplementarni (jednotetézcova) deoxyribonukleova kyselina
1-chlor-2,4-dinitrobenzen

threshold cycle

diethylpyrokarbonat

diabetes mellitus 2. typu

dimethylallyldifosfat

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleasa

deoxynukleotidy

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

forward primer

kombinace 5-fluorouracilu, leukovorinu a irinotekanu
kombinace 5-fluorouracilu, leukovorinu a oxaliplatiny
kombinace 5-flurouracilu a leukovorinu

geranyldifosfat
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GPx

GR
GSH
GSSG
GST
GSTA
GSTP
HEPES
ICHS
IPP
mikroRNA
mRNA
NADPH
NTC
PCLS
PIP
qPCR

R primer
RG
RNA
RNS
RONS

ROS

glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa
redukovand forma glutathionu
oxidovana forma glutathionu
glutathion-S-transferasa
glutathion-S-transferasa o

glutathion-S-transferasa ©

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

ischemicka choroba srdecni
isopentenyldifosfat

mikro ribonukleové kyselina

mediatorova ribonukleova kyselina
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
no template control

ultratenké jaterni fezy

piperiton

kvantitativni polymerasova fetézova reakce
reverse primer

referen¢ni gen

ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku a dusiku

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

71



rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina
RT reverzni transkriptdza

RT-gPCR kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlném Case s reverzni

transkripci

SD smérodatnd odchylka

SG SYBR green

SOD superoxiddismutasa

TG cilovy gen

tRNA transferova ribonukleova kyselina

YWHAZ tyrosin-3-monooxygenasa/tryptofan-5-monooxygenasa aktivacni
protein {
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