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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Uchazecka: Anna Kftizova
Skolitelka:  doc. PharmDr. Iva Bougova, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Vliv vybranych bicyklickych monoterpenti na aktivitu a

expresi antioxidac¢nich enzymt v lidskych jatrech

Monoterpeny jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou diky své vini a chuti
vyuzivany jako dochucovadla ¢i aromata v potravinaistvi. Nenahraditelnou roli
pfedstavuji 1 v kosmetickém a farmaceutickém primyslu. Jednéd se o latky s Sirokym
antioxidacni, hypotenzni a analgetické u€inky. Kromé pozitivnich u¢inka téchto latek
jsou znamy i ptipady jejich toxického ptisobeni v riiznych organech, zejména v jatrech.
Monoterpeny maji také vliv na aktivitu a expresi antioxida¢nich enzymii. Cilem této prace
bylo zjistit, jaky je vliv péti vybranych bicyklickych monoterpent, (+)-kafru, (-)-kafru,
(-)-fenchonu, kamfenu a (-)-a-thujonu, na aktivitu a expresi antioxidac¢nich enzymi.
Z téchto enzymu byly studovany glutathion-S-transferasa (GST), glutathionperoxidasa
(GPx), glutathionreduktasa (GR), superoxiddismutasa (SOD) a katalasa (CAT). Nejprve
byl hodnocen uc¢inek monoterpenti v koncentraci 100 pM na aktivitu antioxidacnich
enzymu v subcelularnich frakcich ziskanych z lidskych jater. Katalyticka aktivita enzymu
byla stanovena pomoci spektrofotometrickych metod. Z vybranych monoterpenti nejveétsi
Gginek na aktivitu vykazoval (-)-a-thujon. U¢inek tohoto monoterpenu na aktivitu GST a
expresi mMRNA osmi hlavnich isoforem antioxidac¢nich enzymt (GSTA1, GSTP1, GPx1,
GPx2, GPx4, GR, CAT, SOD) byl déle sledovan v ultratenkych lidskych jaternich fezech.
Jaterni fezy byly inkubovany 24 hodin s (-)-a-thujonem v koncentraci 10 uM a 50 uM.
(-)-a-Thujon 10 1 50 uM signifikantné zvysil aktivitu GST v jednom vzorku. Dale zvysil
expresi mRNA GSTAI1 (50 uM), GSTPI1 a GPx2 (10 uM) rovnéz v jednom vzorku.
V ¢inku monoterpent na aktivitu i expresi mRNA jednotlivych antioxida¢nich enzymu

byly mezi jednotlivymi jaternimi vzorky pozorovany rozdily.



ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: ~ Anna Kiizova
Supervisor:  doc. PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.
Title of diploma thesis: Effect of selected bicyclic monoterpenes on the activity and

expression of antioxidant enzymes in human liver

Monoterpenes are plant secondary metabolites, which are used as flavourings or
aromas in the food industry due to their smell and flavour. They also play an irreplaceable
role in the cosmetic and pharmaceutical industry. Monoterpenes are substances with a
wide spectrum of biological activities. They exert, for example, antimicrobial, anti-
inflammatory, antioxidant, hypotensive, and analgesic effects. In addition to the positive
effects of these substances, some cases of their toxic effects in various organs were also
observed, mostly in the liver. Monoterpenes also affect the activity and expression of
antioxidant enzymes. The aim of this thesis was to determine the effect of five selected
bicyclic monoterpenes, (+)-camphor, (-)-camphor, (-)-fenchone, camphene, and
(-)-a-thujone, on the activity and expression of antioxidant enzymes. Of those enzymes,
glutathione-S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase
(GR), superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) were studied. At first, the effect
of monoterpenes at a 100 uM concentration on the activity of antioxidant enzymes in
subcellular fractions obtained from the human liver was evaluated. The catalytic activities
of enzymes were assessed by spectrophotometric methods. Among studied
monoterpenes, (-)-a-thujone showed the greatest effect on the activity. The effect of this
monoterpene on the GST activity and mRNA expression of eight main isoforms of
antioxidant enzymes (GSTA1, GSTP1, GPx1, GPx2, GPx4, GR, CAT, SOD) was further
monitored in precision-cut liver slices. Liver slices were incubated with (-)-a-thujone at
a concentration of 10 uM and 50 uM for 24 hours. The (-)-a-thujone 10 and 50 uM
significantly increased GST activity in one liver sample. It further increased mRNA
expression of GSTA1 (50 uM), GSTP1, and GPx2 (10 uM) also in one liver sample. In
the effect of monoterpenes on the activity and mRNA expression of individual antioxidant

enzymes, differences were observed between individual liver samples.



1. UVOD

Ptirodni produkty s antioxida¢nimi Uc¢inky se stale vice pouzivaji k 1écb¢ rtiznych
patologickych stavii, s ohledem na tlohu oxida¢niho stresu v jejich patogenezi. Oxida¢ni
stres je jednou z rozhodujicich pficin pti vyvolani mnoha chronickych a degenerativnich
onemocnéni, jmenovité kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu mellitu, revmatickych
onemocnéni, cerebrovaskularnich onemocnéni, rakoviny a dalSich. Zajem o ptirodni
antioxidanty se proto znac¢né zvysil, kvili jejich pfiznivym UCinkim v prevenci a

snizovani rizik téchto onemocnéni (Raskovi¢ et al. 2014, Bora a Sharma 2011).

Kromé pozitivnich u¢inkii ptirodnich latek jsou znamy i ptipady jejich toxického
pusobeni, které mtize organismus poskodit. Mezi pfirodni latky, u nichz bylo
zaznamenano toxické pisobeni, patii 1 terpeny, kterymi jsem se zabyvala
v experimentalni ¢asti své diplomové prace. Piikladem mohou byt otravy déti po
nahodném poziti kafru, které vyvolavaji zdvaznou neurotoxicitu s tonicko-klonickymi
kfe¢emi a ¢asto konc¢i smrti. Rovnéz u thujonu byly popsany otravy provazené zavaznou

neurotoxicitou, hepatotoxicitou a rendlni toxicitou (Zarybnicky et al. 2018).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit u¢inek vybranych bicyklickych monoterpenti
na aktivitu a expresi antioxidacnich enzymii v lidskych jatrech. Z monoterpenii byly
studovany (+)-kaft, (-)-kafr, (-)-fenchon, kamfen a (-)-o-thujon. Vliv monoterpenti na
enzymovou aktivitu byl studovan v lidském jaternim cytosolu a také v ultratenkych
lidskych jaternich fezech. Ve druhém modelu jsem sledovala i vliv monoterpenti na

expresi mRNA hlavnich antioxida¢nich enzymd.
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2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1 Terpenoidy

Rostlinné potraviny obsahuji tisice primarnich a sekundarnich metabolitti, které se
diky své nizkomolekularni lipofilni povaze vstiebavaji do téla. Tyto slozky obsazené
v rostlinach, 1ze rozdélit do nékolika skupin, a to na alkaloidy, flavonoidy, isoflavony,
fytosteroly nebo terpenoidy. Terpenoidy prokazaly farmakologickou aktivitu v prevenci

rakoviny i zdnétlivych onemocnéni (Calleja et al. 2013).

Spolu s alkaloidy a flavonoidy pfedstavuji terpenoidy rostlinné sekundarni metabolity.
Terpenoidy zahrnuji vice nez 40 000 struktur a tvoii nejvétsi tfidu vSech zndmych
rostlinnych metabolitd. Diky svym rtznorodym biologickym aktivitim, chemickym a
fyzikalnim vlastnostem byly vyuZzivany lidmi od starovéku. Jsou nezbytné pro riist, vyvoj
1 obecny metabolismus rostlin. Mezi jejich fyziologické, metabolické a strukturdlni role
patii mimo jiné i role pigment pro sbér svétla ve fotosyntéze a ptitahovani hmyzu
k opylovani. Jsou pouzivany jako 1éCiva, ochucovadla, ving, sladidla, dopliky stravy

nebo pesticidy. Terpenoidy jsou hlavni sou¢ésti ptirodnich silic (Bohlmann et al. 2008).

Jedna se o chemicky velmi rozmanitou skupinu, mohou byt lipofilni, hydrofilni, t€kavé
nebo netekavé, cyklické nebo acyklické, chiralni nebo achirdlni. Chemickd rozmanitost
rostlinnych terpenoidd pochézi z Casto velmi slozitych biosyntetickych drah (Bohlmann

et al. 2008).

Jsou tvofeny z pétiuhlikatych isoprenovych jednotek (2-methylbuta-1,3-dien). Isopren
je charakterizovan jako produkt rozkladu ptirodnich cyklickych uhlovodik a tvofi
zakladni stavebni kostru pro tyto slouceniny (Obr. 1). Tyto slouceniny mohou byt
rozdeleny na uhlovodiky (limonen), alkoholy (menthol, fytol), aldehydy (citral), ketony
(karvon), kyseliny a estery (geranylacetat) (Calleja et al. 2013, Harborne et al. 1991).

H,C”Z G

CHj

Obrazek 1.: Isopren (prevzato z Sigma-Aldrich 2021).
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Riizné metabolické drahy rostlinnych terpenoidl jsou zaloZeny na tvorb€ pouze dvou
izomernich prekurzorti dimethylallyldifostatu (DMADP) a isopentenyldifosfatu (IDP).
DMADP a IDP se tvofi vdraze kyseliny mevalonové (MEV) a v draze
2C-methyl-D-erythritol-4-fosfatu (MEP). Nejmensi rostlinné terpenoidy hemiterpenoidy
(Cs) mohou byt tvofené piimo z DMADP aktivitou terpenové synthasy (TPS).
Alternativné se spojenim dvou, tii nebo Ctyf jednotek hemiterpenoidi pomoci
prenyltransferas (PT) ziska geranyldifosfat (GDP, Cio), farnesyldifosfat (FDP, Cis) a
geranylgeranyldifosfat (GGDP, Cz). GDP, FDP, a GGDP slouzi jako prekurzory
monoterpenti (Cio), seskviterpend (Cis) a diterpent (Cao). Parova kondenzace FDP a
GGDP vede ke vzniku tiid triterpent (C3o) a tetraterpent (Cao) respektive polyterpent.
Polyterpeny, tj. terpenoidy s vétsim poctem isoprenovych jednotek (C > 40), fadime spolu
s tetraterpeny mezi tzv. vyssi terpenoidy (Bohlmann et al. 2008).

Isoprenové jednotky se spojuji zpiisobem hlava — hlava, hlava — pata nebo pata — pata
(Klouda 2005). Kromé béznych terpenoidii se v rostlindch tvoii velké mnozstvi
nepravidelnych terpenoidi, derivati terpenoida a také terpenové konjugaty. Terpenoidy
jsou velmi rozmanitou skupinou, a to piedevs§im diky fadé funkénich skupin pfipojenych

k zakladni kostfe (Bohlmann et al. 2008).

Syntéza rostlinnych terpenoidl je znazornéna na Obr. 2.

MEP pathway MEV pathway
(plastids) (cytosol)

A4
F U

DMADP

1% L

{C5}| hemiterpenes

A/\)‘%/\ L
OFP ——= {C‘IG} monoterpenes

GDP

1x  (Cyg) sesquiterpenes
)ﬁ*/\/liﬁ/\/’l%/\opp —_—

FDP 2 (Cgqp) triterpenes

1x (Chp) diterpenes
S = W OPP 20

GGDP 2X  (Cyq) tetraterpenes

Obrazek 2.: Syntéza terpenoidii (prevzato z Bohlmann et al. 2008).
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V dal$i ¢asti se podrobnéji vénuji bicyklickym monoterpeniim, jelikoZ jsem se

v experimentalni ¢asti prace zaméfila prave na tuto skupinu sloucenin.

2.1.1 Monoterpeny

V rostlinnych zdrojich bylo identifikovano vice nez 1 000 monoterpenti. Monoterpeny
jsou latky pritomné jako slozky silic a obrannych oleoresinti aromatickych rostlin. Jsou
pouzivany v parfumerii, potravinarském, farmaceutickém a kosmetickém primyslu.
Velmi bohatym zdrojem monoterpentt jsou pryskyfice v jehlicnanech, kde maji
ochrannou funkci pied Sktdci (Salminen et al. 2008, Dewick 2002, Mahmoud a Croteau
2002, Zulak a Bohlmann 2010).

V rostlinach se tyto latky obvykle nachdzeji v sekreCnich kandlech, dutinach,
zlazovych trichomech nebo specialnich olejovych bunkéch a obvykle jsou syntetizovany

v epitelidlnich bunikach lemujicich tyto struktury (Seigler 1998).

Jsou tvofené ze dvou isoprenovych jednotek a mohou se vyskytovat ve forme
acyklické, monocyklické nebo bicyklické. Pravé diky cykliza¢nim reakcim je mnoZzstvi
nalezenych monoterpent tak znacné. V piirodé se vétSina monoterpenti vyskytuje ve
formé terpenovych derivati, které 1ze modifikovat oxidaci, methylaci nebo glykosylaci.
Déle miizeme monoterpeny charakterizovat jako formy uhlovodika, alkohold, aldehydt

nebo estertl, zejména acetatl (Salminen et al. 2008, Dewick 2002).

Monoterpeny  vynikaji  svymi  farmakologickymi  vlastnostmi,  zejména

rrrrr

(Zielinska-Btajet a Feder-Kubis 2020).

Mezi monoterpeny fadime napiiklad geraniol, coZ je vonny terpen obsazeny
v eukalyptovém a rizovém oleji, citral, ktery vznika mirnou oxidaci geraniolu a nachazi
se v pomeran¢ove silici. Dale myrcen, ktery je obsaZzen ve vaviinové silici, limonen
obsaZeny v kife citrusovych plodl a kminové silici, menthol a karvon, jeZ jsou obsaZeny
v maté peprné. Znamé jsou také pineny, které jsou bicyklickymi monoterpeny a jsou
obsazeny v terpentynovém oleji, nejvice jich obsahuje kiira borovice. Déle pak i bornan,

borneol a kafr, ktery vyniké katalytickou dehydrogenaci borneolu (Klouda 2005).

Studie Cikose et al. (2019) uvadi, ze pfi hledani novych 1éCiv a testovani sloucenin

vyskytujicich se v moiském prostiedi vykazaly motské fasy produkci sloucenin, které
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se u nich obsah monoterpenti a béhem poslednich desetileti byli hldSeni novi moftsti

zastupci.

2.1.2  Bicyklické monoterpeny

2.1.2.1 Kafr

Kafr je bicyklicky monoterpen se systematickym nazvem
1,7,7-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan-2-on (Obr. 3). Kafr se v pfirodé¢ vyskytuje
v pravotoCivé 1 levotocivé formé. PravotoCivd forma (+)-kafr byl jednim z prvnich
rostlinnych metabolitil izolovanych v chemicky ¢isté form¢. V dneSni dobé¢ se ziskava
destilaci dfeva kafrovniku 1ékatského (Cinnamomum camphora, Lauraceae) nebo
chemickou transformaci jinych pfirodnich produktt, jako naptiklad terpentyni.
Levotoc¢iva forma (-)-kafr existuje pouze v syntetické formé nebo ve velmi malém
mnozstvi u konkrétnich druht rostlin, naptiklad u rozmarynu 1ékaiského (Rosmarinus
officinalis, Lamiaceae), Salvéje 1ékaiské (Salvia officinalis, Lamiaceae), bazalky pravé
(Ocimum  basilicum, Lamiaceae) a mrkve obecné (Daucus carota, Apiaceae)

(Zielinska-Btajet a Feder-Kubis 2020).

Kafr byl Siroce pouZzivéan jako viin¢€ v kosmetice a parfémech, dochucovadlo potravin
a v domacich Cisticich prostfedcich. M4 ale mnoho biologickych aktivit, a to insekticidni,
analgetické ucinky kl1é€bé menSich bolesti svalli, antimikrobialni, antivirové,
antikokcidicke, antitusické a protirakovinné. Iminy zaloZené na ptirodnim (+)-kafru se
ukazaly jako slibny zdroj antimikrobidlnich a antivirovych latek, kdy série praci
zaméfenych na téma iminovych derivatli na bazi kafru poukazuje na velmi u¢innou
inhibi¢ni aktivitu vii¢i virim chiipky A (HIN1) (Zielinska-Btajet a Feder-Kubis 2020,
Chen et al. 2013).

Ve studii Fu et al. (2015) zamé&fené na zkoumani chemického sloZeni a insekticidni
aktivity silic, respektive silice z Cinnamomum camphora, byl zjistén silny fumigaéni
efekt. Silice byly extrahovany metodou parni destilace. Vysledky tedy ukazuji, Zze kafr

lze povazovat za ptirodni zdroj ochrany proti hmyzu.

Dalsi ze studii byla zamétena na antioxida¢ni efekt rozmarynu, ktery je pouzivan jako

antioxida¢ni latka v potravinarstvi, nicméné cilem této studie bylo vyhodnotit u¢inek
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silice na poSkozeni jater vyvolané tetrachlormethanem. Antioxida¢ni aktivita byla
stanovena in vitro za pouziti DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) testu. Vysledky
ukazuji, ze silice s obsahem kafru vykazuje antioxidacni aktivitu (vychytavani volnych
radikali) a zprostfedkovdva hepatoprotektivni ucinky také prostfednictvim aktivace

fyziologickych obranych mechanismti (Raskovi¢ et al. 2014).

Kafr je také vyuzivan jako plastifikator pti vyrob¢ celuloidu (Klouda 2005).

OO0

Obrazek 3.: Chemicka struktura (+)-kafru a (-)-kafru (prevzato z Wikipedia).

2.1.2.2 Fenchon

Fenchon  je bicyklicky monoterpen se systematickym nazvem
(I/R)-1,3,3-trimethylbicyklo[2.2.1]heptan-2-on (Obr. 4), nachézejici se v silicich
rostlinnych druhti jako jsou zerav zdpadni (Thuja occidentalis, Cupressaceae), fenykl
obecny (Foeniculum vulgare, Apiaceae) a boldovnik vonny (Peumus boldus,
Monimiaceae). Skladd se ze dvou enantiomert (+)-fenchon a (-)-fenchon. Fenykl je
aromatickd bylina pouZivana jiz od starovéku v Evropé a Malé Asii, jako aromaticka
ptisada do potravinaiskych vyrobku. Dale pak ptisada v alkoholickych likérech a pouziva
se jako slozka v kosmetickych a farmaceutickych ptipravcich. Farmakologické studie
uvadéji jeho dyspeptické ucinky, protizanétlivou, diuretickou, hepatoprotektivni,
protiplisiovou, antinociceptivni a antioxida¢ni aktivitu (Him et al. 2008,

Pessoa et al. 2020).

Pessoa et al. (2020) ve své studii prokazali antidiarrhoické ucinky fenchonu, kde
vykazal aktivitu s vyznamnym poklesem evakuaéniho indexu. K hodnoceni bylo vyuZito
modelu prijmu vyvolaného ricinovym olejem. Fenchon vykazal také antifungalni
aktivitu, jelikoz v provedenych studiich inhiboval rlst kmenti hub s minimalni

koncentraci fungicidinu 32 pg/ml.
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Dale byla prokazéna u silice fenyklu antimikrobidlni aktivita proti gramnegativnim a
grampozitivnim bakteriim. Jako referen¢ni material byl pouzit ampicilin (Shahat et al.
2011). Tyto tdaje o antibakteridlnich ucincich se shoduji se studii Lo Cantore et al.
(2004), kteti téz uvadéji, ze fenyklova silice vykazuje vyznamnou antibakterialni aktivitu,

ktera byla stanovena metodou difuze v agaru (diskovy difuzni test).

Také byly sledovany rozdily mezi silicemi z plodd tii ekologicky péstovanych
kultivart fenyklu z hlediska jejich antimikrobidlnich a antioxida¢nich u¢inka. Na zakladé
této studie bylo prokazano, ze fenyklova silice obsahujici fenchon vykazuje schopnost
pusobit jako inhibitor volnych radikala a také jako primarni antioxidant, ktery reaguje

s volnymi radikaly (Shahat et al. 2011).

CHg3

CHa
HiC %

Obrazek 4.: Chemicka struktura (-)-fenchonu (prevzato z Sigma-Aldrich 2021).

2.1.2.3 Kamfen

Kamfen (2,2-dimethyl-3-methylen-bicyklo[2.2.1]heptan) je bicyklicky monoterpen
(Obr. 5) a slozka silic, v¢etné terpentynového oleje, cypiiSové, citronelové a zazvorové
silice. Je také pfitomen v meruiice, mrkvi, skofici, zazvoru, kminu, muskatovém ofisku,
kardamomu, kurkumé, rozmarynu a borovici. Pouziva se v parfumerii a jako ptisada do
potravin k aromatizaci. Farmakologické studie ukézaly, ze kamfen ma antioxidacni,
muze kamfen inhibovat nebo zpomalit rist fady bakterii a mikroskopickych hub (Tiwari

a Kakkar 2009).

Ve studii Tiwari a Kakkar (2009) byly terpenoidy kamfen a geraniol hodnoceny
z hlediska jejich antioxidac¢ni aktivity. Referenénim materidlem byl flavonoid kvercetin,
ktery vykazuje velky antioxidacni potencidl. Dva testované terpenoidy byly schopny

zvysit odolnost bunék proti oxidacnimu stresu vyvolanému #-butylhydroperoxidem.
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Dale mé kamfen protizanétlivy ucinek, jelikoz v mysich makrofazich doslo k potlaceni
produkce oxidu dusnatého a exprese soucasti signdlni kaskady transkripéniho faktoru
NF-kB. Konkrétné se jednalo o expresi kinasového komplexu IKK a samotného

transkripéniho faktoru (Sohee et al. 2014).

Studie zabyvajici se in vivo uCinky kamfenu jako ochrany proti jaterni steatdze

indukované stravou s vysokym obsahem tuku a inzulinovou rezistenci u mysi odhalily

rrrrrr

CH>

CH
HaC 3

Obrdazek 5.: Chemicka struktura kamfenu (prevzato z Sigma-Aldrich 2021).

2.1.24  Thujon

Thujon se v ptirod¢ vyskytuje jako smés a-thujonu a B-thujonu. (-)-a-Thujon je
bicyklicky monoterpen se systematickym nazvem
(1S,4R)-1-1sopropyl-4-methylbicyklo[3.1.0]hexan-3-on (Obr. 6). Je pfitomny v pomérné
velkém poctu rostlin, a proto je vyznamnou slozkou mnoha doplitki stravy a rostlinnych
lécivych piipravkd. Byl povaZovan za neurotoxicky, hlavné kvili proslulosti
alkoholického napoje Absinthu. Absinthovy likér byl ve vétsiné evropskych zemi
zakazan, jelikoz byl zneuzivéan a studie potvrzuji, Ze je a-thujon modulatorem GABA
receptoru typu A. V rdmci procesu prizpisobovani pravnich ptredpisi EU je absinthovy
likér opét povolen, pokud je pouzivan dle pokynd a se stanovenym limitnim obsahem
a-thujonu. Thujon se vyskytuje naptiklad v pelynku pravém (Artemisia absinthium,
Asteraceae), Salv¢ji 1€karské (Salvia officinalis, Lamiaceae), vrati¢i obecném (Tanacetum
vulgare, Astearceae), zeravu zapadnim (Thuja occidentalis, Cupressaceae) a dalSich

(Pelkonen et al. 2013, Srinivasan et al. 2020).

a-Thujon je povazovan za hlavni aktivni slozku pelyiikové silice a uvadi se, Ze ma

antinociceptivni aktivitu a pouZziva se k 1écbé gastrointestindlnich potizi, jako napiiklad
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dyspeptickych potizi, potizi s jatry a zlu¢nikem. Dale se pelynék vyznacuje antioxidacni,
antidiabetickou a insekticidni aktivitou. Thujon obsazeny v rostliné Thuja occidentalis

ma& navic antivirové, antibakteridlni, protizanétlivé, antiaterosklerotick¢ a

hepatoprotektivni €¢inky (Hold et al. 2000, Lee et al. 2020).

Studie Lee et al. (2021) se zabyvala protirakovinnymi vlastnostmi a-thujonu
v buiikdch lidského karcinomu ovarii a jeho uU¢inkem na senzibilizaci k cisplating.
a-Thujon inhiboval proliferaci rakovinnych bun¢k ES2 a OV90 a indukoval bunécnou
smrt prostfednictvim vnitini apoptotické drahy, kterd je zprostfedkovana kaspasami.
Kromé toho a-thujon senzibilizoval bunky rakoviny vajecnikii na cisplatinu, coz

zpusobilo synergicky efekt.

Dalsi studie se zaméfila na vyhodnoceni antioxida¢niho a antiproliferativniho
potencidlu thujonu izolovaného z listl Elaeagnus indica (Elacagnaceae) a Memecylon
edule (Melastomataceae). Antioxida¢ni potencial izolovanych slou¢enin byl zkouman na
ruznych typech volnych radikdli (DPPH, oxid dusnaty atd). Pii analyze potencidlu
vychytavat radikdly byly pouzity rGzné koncentrace izolovanych sloucenin. Jako
referencni molekuly byly pouzity podobné koncentrace piirodni kyseliny askorbové a
syntetické slouc¢eniny butylhydroxyanisolu (BHA). Thujon vykazoval dobrou az stfedni
aktivitu vychytavani radikali ve vSech metodach v zéavislosti na koncentraci. Dale pak
thujon vykazoval mirny antiproliferativni G€inek v bunécné linii U-937 lidskych

monocytil ziskanych z histiocytového lymfomu (Srinivasan et al. 2020).

CHs

i o)

H3C™ "CHj

Obrazek 6.: Chemicka struktura (-)-o-thujonu (prevzato z Sigma-Aldrich 2021).

18



2.2 Antioxidacni systém

Organismy béhem svého Zivota produkuji reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku
(RNS), které maji znacny fyziologicky i patologicky vyznam. Tyto latky pohotové reaguji
s riznymi biologickymi strukturami, jako jsou mastné kyseliny, lipidy, aminokyseliny,
proteiny, mononukleotidy, polynukleotidy, a také s ftadou nizkomolekuldrnich
metabolitl, koenzymt a jinych souc¢asti zivé hmoty. Diky tomu se staly vyznamnymi
prostiedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signadlnimi molekulami buné¢né
regulace. AvSak za urcitych okolnosti plisobi toxicky a jako desinformacni agens,

schopna organismus poskodit ¢i usmrtit (Stipek et al. 2000).

ROS jsou ptedevsim volné radikaly vytvorené z molekuly kysliku, které obsahuji
neparovy elektron. Dale mezi ROS fadime slou¢eniny kysliku, které sice nemaji charakter
radikalf, ale mohou je poskytovat (Ledvina et al. 2009). Pfijetim jednoho elektronu se
molekula kysliku redukuje na monoradikal superoxid (O2") a dalsi elektron redukuje
superoxid na peroxid vodiku (H20). Je-li k dispozici dalsi elektron, dvouatomova
molekula peroxidu vodiku se rozpadne na vodu a hydroxylovy radikal (HO). Jinou
moznosti pro superoxid je protonizace na hydroperoxylovy radikdl (HO:"). Excitaci
elektront v molekule kysliku spojenou se zménou spinu jednoho z vnéjsich elektronti
vznik4 forma oznacovana jako singletovy kyslik ('O), ktery predstavuje velmi reaktivni
formu. Reaktivni formy kysliku jsou velmi nestalé a reaktivni, zvlastnosti superoxidu je
schopnost dismutovat, coZ znamena vykazovat jak oxidacni, tak redukéni vlastnosti pfi
vzajemne reakci. Tato reakce probihd spontdnné a v organismu je katalyzovana enzymem
superoxiddismutasou. Mezi ROS ftadime téZ kyselinu chlornou (HCIO), coz je silny

oxidant (Ledvina et al. 2009, Stipek et al. 2000).

Reaktivni formy kysliku vznikaji v mnoha enzymovych 1 neenzymovych reakcich.
Nemald mnoZstvi volnych radikaldi vznikaji vysokoenergetickym zéafenim v ovzdusi, ze

smogu a vyfukovych plyni nebo cigaretového kouie (Ledvina et al. 2009).

Na organismy pusobi samy, ale také zprostiedkované pies druhotné vznikajici
alkoxylové (RO) a peroxylové (ROQ) radikaly. Vyvolavaji oxidac¢ni poskozeni lipidi
(lipoperoxidaci), kde nejcitlivéjSim mistem je fosfolipidova dvojvrstva membran,
oxida¢ni poskozeni bilkovin a enzymtl, zejména napadani SH-skupin. Déle poskozovani

makromolekul a nizkomolekularnich latek (Ledvina et al. 2009).
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Existuji taktéz reaktivni formy dusiku a jejich efekt je pfirovndvan k reaktivnim
formam kysliku. Zakladni latku pro vznik RNS piedstavuje arginin. Z guanidinové
skupiny argininu se pusobenim NO-synthasy, coz je enzym obsahujici zelezo, vytvari
citrullin a koncovy dusik se transformuje na skupinu latek konven¢né oznaovanou jako
oxidy dusiku. Oxid dusnaty a jeho metabolity jsou za urcitych okolnosti prudce
jedovatymi latkami. Ve vysoké koncentraci oxid dusnaty reaguje s kyslikem na oxid
dusicity a posléze na dusitan (NO>"). Déle do této skupiny fadime i1 dalsi slouceniny, jako
nitrosonium (NOY), nitrosyl (NO") a peroxynitrit (ONOO"). Reaktivita NO je velmi

vysoka a vytvari se nitrosylované slouceniny (Ledvina et al. 2009).

Reaktivni formy kysliku a dusiku se v téle neustale generuji z vnitiniho metabolismu
a vnéjsi expozice. V normalnich bunkach jsou reaktivni oxidanty produkovany fizenym
zpisobem a nékteré slouzi uziteCnym ucelim. Reaktivni formy tvofené v reakci na
fyziologické podnéty funguji jako dulezité signalni molekuly v regulaci takovych
procest, jako je déleni bunék, zanét, imunitni funkce, autofagie a stresové reakce. Naopak
nekontrolovana produkce oxidantli vede k oxida¢nimu stresu, ktery zhorSuje bunééné

funkce a pfispiva k rozvoji rakoviny, chronickych onemocnéni a toxicity (Ma 2013).

Aby se télo branilo oxida¢nimu stresu z premiry volnych radikalt, disponuje fadou
ochrannych systémil. Maji charakter enzymi, ale i neenzymovych faktord. Mezi
enzymové zpusoby ochrany téla patii superoxiddismutasa, glutathionperoxidasa, n¢které
isofomy glutathion-S-transferasy, katalasa a peroxidasy. Mezi neenzymové zpusoby
ochrany patii tokoferol (vitamin E), askorbat (vitamin O),

B-karoten, koenzym Q, bioflavonoidy a dalsi (Ledvina et al. 2009).

Studie Lintona et al. (2001) prezentuje, ze aktivita kli€ovych antioxida¢nich enzymii
se muze s pribyvajicim vékem sniZzovat. U antioxidantll neenzymového typu se zda, Ze se

s vékem aktivita neméni.

Dle Halliwella a Gutteridge (2015) mohou byt obecné zasady antioxida¢ni obranné

strategie organismu rozd¢leny do nasledujicich skupin:

a) latky, které katalyticky odstranuji volné radikaly, jako je superoxiddismutasa a
katalasa;
b) latky, které reguluji tvorbu volnych radikald, napf. odpojenim proteinii nebo

seskupenim nosicli elektronii do komplexi, které brani uniku elektronit do O,
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Tato kategorie zahrnuje proteiny, které minimalizuji dostupnost takovych
prooxidanti, jako jsou ionty zeleza, ionty médi nebo hem. Piikladem jsou
transferiny, albumin, haptoglobiny, hemopexin, hemoxygenasy a metalothionein;

c) latky, které chrani molekuly ptfed oxidacnim poSkozenim jinymi mechanismy.
Ptikladem jsou chaperony, proteiny obalujici DNA nebo enzymy, které urcuji
hladiny polynenasycenych mastnych kyselin v mitochondridlnich membranéch,;

d) zhasece reaktivnich forem, napft. singletového kysliku, jako jsou karotenoidy;

e) nahrazeni molekul citlivych na oxida¢ni poSkozeni molekulami, které jsou
rezistentni, napt. fumarasa C z E. Coli;

f) ,,obétavé™ latky, které prednostné reaguji s reaktivnimi formami a zabranuji jim
o-tokoferol, askorbat nebo urat;

g) reakce volnych radikalti s biomolekulami za vzniku produktd, které jsou
cytoprotektivni, napf. nitro-mastné kyseliny a nékteré konecné produkty oxidace
lipida;

h) Rozdéleni do kompartmentl. Jednim z ptikladi je odd€leni ionti Zeleza od H2Oo.
Homogenizace tkané urychluje oxida¢ni poskozeni, protoze se pti ni uvoliuji ionty
kovl. Druhym ptikladem je, ze kvasinky a bakterie vystavené H>O», se mohou

ptizplsobit tak, aby pfijimaly méné této molekuly.

Urovné a slozeni antioxidagni obrany se 1isi tkaii od tkang, bundény typ od bunééného
typu (mozna dokonce od buiky k bunice stejného typu v dané tkani) a v riznych
subcelularnich frakcich. Mohou se také liSit v riznou denni dobu, napt. GSH a
peroxiredoxiny. Také extracelularni tekutiny maji odliSné ochranné mechanismy nez

intracelularni prostfedi (Halliwell a Gutteridge 2015).

2.2.1 Antioxida¢ni enzymy

2.2.1.1  Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (SOD) je obsazena vkazdé bunce. Spontanni dismutace
superoxidu na dioxygen a peroxid vodiku je pii pH kolem hodnoty 7 velmi rychla, pfesto
ji ptiroda urychlila superoxiddismutasou o dalsi ¢tyfi fady (rychlostni konstanta je pak
2x10° mol's™") (Stipek et al. 2000). Rodina enzymi superoxiddismutasy se specializuje

na eliminaci radikald superoxidovych aniontli odvozenych od extracelularnich

21



stimulantti, véetn¢€ ioniza¢niho zafeni a oxida¢niho poSkozeni. Spolecné s t€mi, které jsou
primarn¢ produkovany jako vedlejsi produkty metabolismu kysliku prostfednictvim
elektronového transportniho fetézce. U savct byly identifikovany tfi odlisné isoformy
SOD, a to: Cu,Zn-SOD (SOD1), Mn-SOD/Fe-SOD (SOD2) a EC-SOD (extracelularni
superoxiddismutasa, SOD3). Tyto formy SOD maji podobné funkce, ale liSi se
charakteristikami jejich proteinovych struktur, lokalizaci genti na chromosomech,
pozadavky na kovové kofaktory a nitrobunécnou lokalizaci (Miao et al. 2009). Zda se
pravdépodobné, ze stiedni délka Zivota sav€ich druhti zadvisi na poméru aktivity SOD a
koncentrace O2. Cim vy$i je tento pomér, tim je ochrana pted superoxidem lepsi a tim

delsi je primérna doba zivota (Ledvina et al. 2009).

Enzym Cu,Zn-SOD se sklada ze dvou identickych podjednotek, z nichz kazda ma
molekulovou hmotnost 16 000 Da a v kazdé je jeden atom médi a jeden atom zinku. Jedna
se o velmi stabilni enzym, ktery katalyzuje dismutaci pti rozmezi pH 4,5 — 9,5. Halliwell
a Gutteridge (2015) uvadéji rozmezi pH 5,3 — 9,5 a rychlostni konstantu reakce
1,5x10° m''s. Vyskytuje se v cytosolu a mezimembranovém prostoru mitochondrii.
Ptenos elektronu z jedné molekuly superoxidu na druhou zajistuje atom médi. Cu(Il) se
redukuje na Cu(l) a poté zase oxiduje. Zn(II) ma stabiliza¢ni funkci, vlastni katalyzy se

netdastni (Obr. 7). Gen pro tuto SOD se nachazi na 21. chromosomu (Stipek et al. 2000).

Obrazek 7.: Mechanismus dismutace superoxidu katalyzované Cu,Zn-SOD a struktura
podjednotky hovezi Cu,Zn-SOD (prevzato z Younus 2018).

22



Mn-SOD a Fe-SOD patii vyvojové a strukturné do druhé rodiny superoxiddismutas a
vyskytuji se u prokaryot jako dimery. Mn-SOD je enzymem mitochondridlni matrix
(tetramerni forma) a Fe-SOD nebyla v zivoc¢isnych buiikach nalezena. Oba tyto enzymy
maji dvé az Ctyti podjednotky s molekulovou hmotnosti kolem 20 000 Da, ale nejsou tak
stabilni jako Zn,Cu-SOD. Gen pro Mn-SOD byl béhem vyvoje pfenesen do jaderné DNA
na 6. chromosom. Proenzym ma signélni usek, ktery je pfesnou adresou pro ptresun

vytvofeného proteinu do mitochondrie (Racek 2003, Stipek et al. 2000).

Jako posledni byla objevena zivocisna extracelularni SOD. Jeji molekula ma cCtyfi
podjednotky (tetramer) a molekulovou hmotnost 135 000 Da. Dismutaci katalyzuje iont
médi a stabilizuje atom zinku (Stipek et al. 2000). Chrani pied oxidadnim stresem
extracelularni prostor a je vysoce exprimovana ve vybranych tkanich, véetné krevnich
cév, srdce, plic, ledvin a placenty. Na svém karboxylovém konci obsahuje jedinecnou
doménu vazajici heparin, prostfednictvim které je navazana na extracelularni matrix, kde

enzym vychytava superoxid (Nozik-Grayck et al. 2005).

Chybéni aktivity SOD ma pro postiZzeny organismus zavazné nasledky. U c¢lovéka
vede deficit Cu,Zn-SOD k tézkému postizeni motorickych neuronti v mozkové kiie a
miSe. Mutace genu pro Cu,Zn-SOD se vyskytuje u pacientli s amyotrofickou lateralni
skler6zou, coz je smrtelné onemocnéni charakterizované rozpadem motoneuront. SOD
se muze podat i jako lécebny piipravek, jeji intraartikularni aplikace nemocnym
s revmatoidni artritidou sniZzuje zanétlivé projevy v kloubu vyvolané nadprodukci
superoxidu. Intraven6zni poddni SOD pacientim po transplantaci ledviny snizilo
reperfizni poSkozeni §tépu a zlepSilo jeho funkci (Halliwell a Gutteridge 2015, Racek

2003).

2.2.1.2 Katalasa

Katalasa je enzym zabranujici oxida¢nimu poSkozeni bunék degradaci peroxidu
vodiku na vodu a kyslik, a tak vlastn& navazuje na ¢innost superoxiddismutasy. Kromé
dvouelektronové dismutace peroxidu na dioxygen a vodu miize katalyzovat peroxidasové
reakce. Katalasa ma Ctyfi tetraedricky uspotadané podjednotky, kazd4a obsahuje jednu
prostetickou protoporfyrinovou skupinu s Fe** (Goyal a Basak 2010, Stipek et al. 2000).
Piisobi na peroxid vodiku ve vysokych koncentracich. Tim se 1i8i od peroxidas, které

pusobi na nizké koncentrace peroxidu vodiku (Racek 2003). Piestoze katalasa neni za
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normdlnich podminek pro nékteré typy bunck nezbytna, tak hraje dtlezitou roli pfi

ziskavani tolerance k oxida¢nimu stresu v adaptivni odpovédi bun¢k (Matés et al. 1999).

V lidském organismu je aktivita katalasy nejvyssi v mitochondriich, peroxisomech
hepatocytli a cytoplazmé erytrocytt. Katalasy zahrnuji tfi typy, a to typické katalasy,
katalasy-peroxidasy a pseudokatalasy, t€z oznaCované jako Mn-katalasy. Typické ¢i
monofunkéni katalasy, jako naptiklad savci typ katalasy, se obvykle izoluji ze zvifat,
rostlin, hub nebo bakterii. Typické i bifunkéni katalasy-peroxidasy obsahuji ve své
molekule hem, zatimco pseudokatalasy obsahuji atom manganu. Katalasy vykazuji Siroké

optimalni rozmezi pH hodnot 5—10 (Goyal a Basak 2010, Racek 2003).

Dédi¢ny deficit katalasy je velmi vzacny a neni doprovazen zavaznymi klinickymi
pfiznaky. U tzv. japonského typu se deficit projevuje ulceraci v dutin€ ustni (Racek

2003).

2.2.1.3  Glutathionperoxidasa

Glutathionperoxidasa (GPx) je intracelularni enzym, ktery redukuje peroxid vodiku na
vodu a lipidové peroxidy na jejich odpovidajici alkoholy. Tento d¢j probiha za tcasti
koenzymu glutathionu (GSH), zejména v mitochondriich a nékdy v cytosolu (Ighodaro a
Akinloye 2018). Metabolismus glutathionu, ktery chrani buiiky pied oxida¢nim stresem,

vvvvvv

et al. 1999).

U cloveka bylo popsdano osm isoenzymii GPx, které se 1isi strukturou, lokalizaci,
funkci a z&vislosti na selenu (Ighodaro a Akinloye 2018). Isoenzymy GPx1, GPx2, GPx3
a GPx6 jsou slozené ze cCtyt identickych podjednotek, které obsahuji vzdy jeden
selenocysteinovy zbytek. Selenocystein je soucasti aktivniho centra enzymu. Isoforma
GPx4 je monomerni enzym obsahujici selenocystein. GPx5 je tetramerni protein, zatimco
GPx7 a GPx8 jsou monomerni proteiny, u vSech tfi téchto isoforem je v aktivnim centru

piitomen cysteinovy zbytek (Stipek et al. 2000).

Jednim z isoenzymu je GPx1, Casto nazyvana jako cytosolova GPx, ktera je pfitomna
v cytosolu zvitecich bunck a déle v jadfe, mitochondriich a peroxisomech (Halliwell a
Gutteridge 2015). Cytosolova GPx rozkladd nékolik typti hydroperoxidii mastnych

kyselin, které nejprve musi byt uvolnény z poskozenych lipida fosfolipasou A». Je aktivni
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1 vdismutaci H2O2 a v buiikdch spolupracuje s katalasou pii odstraiovani peroxidu

vodiku. Jejim substratem jsou i 1-monoacylglycerolhydroperoxidy (Stipek et al. 2000).

Dalsi typ GPx se nachazi v bunécné vystelce gastrointestindlniho traktu (GPx2).
Stievni GPx2 muze slouzit k metabolizaci peroxidi v pozitych lipidech potravy. Savci
krevni plazma obsahuje formu GPx nazyvanou GPx3. Tato forma se nachazi také
v extracelularnich tekutinach jako glykoprotein. Je tedy pfitomen napiiklad v matefském
mléce, spermatu, plodové vode¢, komorové vodé v oku a ledvinach (Halliwell a Gutteridge

2015).

Dale GPx4, Casto nazyvana jako fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidasa (PHGPx),
kterad dokaze redukovat fosfolipidové hydroperoxidy a neSkodné hydroxyderivaty pfimo
v membranach bez uvolnéni mastnych kyselin z lipidi. PHGPx zabrafiuje neenzymové
peroxidaci lipid mechanismem, pfi kterém jsou peroxylové radikaly mastnych kyselin
v membranach nejprve redukovany o-tokoferolem na odpovidajici hydroperoxidy a ty
jsou poté redukovany enzymem PHGPx za soucasné oxidace GSH. ZnemozZni se tak
rozklad hydroperoxidi na alkoxylové radikdly a odstartovani nového fetézce
radikalovych reakci v membrané. Pfedpoklada se, ze timto mechanismem se PHGPx
kromé¢ antioxidaéni ochrany ucastni také regulace syntézy prostaglandind a leukotrienti

(Stipek et al. 2000).

GPxS5, GPx7 a GPx8 se 1isi od ostatnich glutathionperoxidas tim, Ze jejich aktivity jsou
nezavislé na selenu. To znamena, Ze tyto formy nemusi byt schopné ucinné zachytit H>O»,

coz je vlastnost charakteristickd pro GPx zavislé na selenu (Ighodaro a Akinloye 2018).

2.2.14 Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasy (GST) jsou rodinou multifunkénich isoenzymt zapojenych
do buné&tné detoxikace fady endogennich a exogennich sloucenin. GST katalyzuji
nukleofilni atak glutathionu (GSH) na elektrofilni centra substratli, véetné insekticidu,
toxickych slou¢enin, metaboliti a organickych hydroperoxidi. GST hraji kli¢ovou roli
v ochran¢ proti karcinogenim a riznym typtim buné¢ného oxida¢niho poSkozeni (Kim et
al. 2017). Kromé konjugace s GSH také reguluji biosyntézu a intracelularni transport
hormonit, degradaci tyrosinu, rozpad peroxidu, redukci dehydroaskorbatu a dalsi (Oakley

2011).
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GST lze rozdélit do tii odlisnych rodin podle lokalizace v buiice, a to na cytosolickou,
mikrosomalni a mitochondridlni. Mezi nimi jsou cytosolické GST nejvétsi a nejlépe
popsanou rodinou. Mikrosomalni GST jsou integralni membranové proteiny, které se
ucastni syntézy eikosanoidu a katalyzujici transferasové a isomerasové reakce zavislé na
GSH. Také se ukazalo, ze mitochondridlni GST se nachdzi v peroxisomech, coz
naznacuje, ze muze byt zapojena do B-oxidace mastnych kyselin prostfednictvim své
katalytické aktivity, urcité transportni funkce nebo interakce s péry membrany (BouSova

a Skalova 2012).

V soucasné dob¢ je identifikovano sedm tfid savCich cytosolickych GST,
oznacovanych jako alfa, mi, pi, sigma, zeta, théta a omega. Ostatni tfidy cytosolickych
GST, oznacované jako beta, delta, epsilon, lambda, ny, tau a fi, byly identifikovany
v rostlindch a jinych neZ savéich druzich organismii. Clenové stejné tiidy cytosolickych
GST maji z vice nez 40 % shodnou aminokyselinovou sekvenci. Mezi tfidami je pak
sekven¢ni identita niz$i nez 25 %. Mitochondrialni rodinu GST u lidi pfedstavuje jedina
tiida, a to kappa, kterd sdili evolucni vztah s cytosolickymi GST. Mitochondrialni i
cytosolické GST se vyskytuji jako dimery s pfibliznou molekulovou hmotnosti
45-55 kDa. Rodina mikrosomdalnich GST se skladd ze <tyf podskupin, mezi
podskupinami je sekvencni shoda v proteinové sekvenci mensi nez 20 %. Stejné jako
mitochondrialni a cytosolické GST, nékolik mikrosomalnich GST, napt. MGSTI,
katalyzuje konjugaci GSH s fadou elektrofilnich slouc¢enin. Dalsi ¢lenové dale katalyzuji

reakce biosyntézy leukotrient a prostaglandint (Bousova a Skélova 2012, Oakley 2011).

V tkénich dospélych lidi je pozorovéna riznd exprese ruznych isoforem GST.
Naptiklad v jatrech bylo prokdzano, Ze isoenzymy tfidy alfa (GSTA) v hepatocytech
prevladaji, zatimco zastupci titidy MGST a GSTM jsou pfitomny v malém mnoZstvi.
Ttida GSTP je exprimovéana pouze v bilidrnim epitelu. Exprese jednotlivych isoforem

vvvvvv

vyvoje plodu (Bousova a Skalova 2012).

Lidské alfa GST (GSTA1 a GSTA2) vykazuji také peroxidasovou aktivitu viici
endogennim produktlim peroxidace lipidi, jako jsou hydroperoxidy mastnych kyselin a
fosfolipidové hydroperoxidy. GSTAl ucinné redukuje kyselinu
13-hydroperoxyoktadekadienovou na odpovidajici hydroxyderivat (BouSova a Skalova

2012). Déle bylo prokazano, ze GSTA1, GSTP1 a GSTMI vykazuji aktivitu proti
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metabolitim polycyklickych aromatickych uhlovodikii, coz jsou karcinogenni latky
obsazené v cigaretovém koufi a jsou rizikovym faktorem pro vyskyt rakoviny mocového
méchyfe. Zminéné isoformy GST prokazuji cennou aktivitu pravé v oblasti epitelu
mocového méchyie (Matic et al. 2013). GSTPI je jednim z nejvice studovanych ¢lent
rodiny GST. Ma Sirokou $kalu fyziologickych funkci, zejména podil na metabolismu,
detoxikaci a eliminaci potencidlné¢ genotoxickych cizorodych komplext. Déle se podili
na metabolizaci karcinogennich sloucenin a ochran¢ bun¢k pted rakovinou. Bylo zjisténo,
ze léky na bazi platiny jsou metabolizovany GSTP1, coz umoziuje expresi GSTP1

v nddorech vajecnika (Cui et al. 2020).

GST hraje hlavni roli v proliferaci a smrti rakovinnych bun¢k prostfednictvim svych
cytoprotektivnich a regulacnich funkci. Isoenzymy GST také hraji dulezitou roli
v detoxikaci chemoterapeutik. Mohou byt pouzity k pfimé detoxikaci oxidovanych nebo
alkylovanych léciv. Kromé jejich dobie charakterizované katalytické aktivity existuji
dikazy, Ze isoenzymy GST se také podileji na regulaci exprese mitogenem aktivovanych
proteinkinas a podporuji S-glutathionylaci cysteinovych zbytkli v cilovych proteinech
(Cui et al. 2020). Vyznamnym faktorem, ktery ovlivituje aktivitu GST je geneticky
polymorfismus. Mutace a delece nékterych isoforem GST (napt. GSTT1, GSTMI1 a
GSTP1) zvysSuji pravdépodobnost vzniku nékterych nadorovych onemocnéni (Okat

2018).

2.2.1.5 Glutathionreduktasa

Glutathionreduktasa (GR) je zadkladni enzym, ktery recykluje oxidovany glutathion
(GSSG) zpét do redukované formy (GSH). Zivogisné glutathionreduktasy obsahuji dvé
podjednotky, kazda mav aktivnim mist¢ flavinadenindinukleotid (FAD).
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) redukuje FAD, ktery poté predava
elektrony na disulfidovy mustek v aktivnim misté. Takto vytvorené dvé SH-skupiny poté
interaguji s GSSG a redukuji ho na 2GSH (Halliwell a Gutteridge 2015).
Glutathionreduktasa je zodpoveédna za udrzeni ptisunu redukovaného glutathionu dalSim
detoxika¢nim enzymim. Ve své redukované formé piedstavuje glutathion klicovou

molekulu v bunécné kontrole reaktivnich forem kysliku (Couto et al. 2016).

V kvasinkach a lidskych buiikéach jediny gen exprimuje vice nez jednu formu
glutathionreduktasy, ur€enou pro aktivitu v cytoplazmeé nebo pro translokaci do riznych
organel. U rostlin je situace odli$na, jelikoz byly objeveny dva geny (GR1 a GR2), které
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koéduji glutathionreduktasu. Predpoklada se, ze GR2 koduje isoformu urcenou pro
transport do chloroplasti a mitochondrii a GR1 koéduje cytosolicky protéjsek. Nicméné
neni zcela pochopeno, jak se stejny protein translokuje do chloroplastti i mitochondrii

(Couto et al. 2016).

Shrnuti Gc¢asti antioxida¢nich enzymil na odstraiiovani ROS je na Obr. 8.

Fe(lll) + OH + OH ——— Oxidative Damage

A Detoxification of
many substances
Fe(ll) | (Fenton Reaction) Y
CAT GST
f'—b Hzo + 02
£
A 2 GSH NADPH
Generation 50D GPX ' ) GR G6PDH
+
- GS5G NADP
A 02 H,0
02+ NO +
H;0,

Fe(ll) | (Haber-Weiss reaction)

ONOO e
O0,+ OH + OH ——® Oxidative Damage

Obrazek 8.: Pusobent hlavnich antioxidacnich enzymii v ochrané burky pred piisobenim
ROS (prevzato z Hermes-Lima 2004). G6PDH, glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

2.2.2 Neenzymové antioxidanty

Neenzymové antioxidanty pfedstavuji ¢etnou skupinu a daji se rozdélit na tf1 skupiny:
vysokomolekuldrni endogenni latky (transferin, laktoferin, feritin, haptoglobin,
hemopexin, ceruloplazmin, albumin, metalothioneiny, chaperony), nizkomolekularni
endogenni antioxidanty (bilirubin, melatonin, kyselina lipoova, kyselina mocova,
koenzym Q, glutathion) a slozky potravy (askorbat, tokoferoly, karotenoidy, flavonoidy)
(Halliwell a Gutteridge 2015, Stipek et al. 2000).

2.2.2.1  Vysokomolekuliarni endogenni antioxidanty

Jedné se o proteiny schopné vézat prechodné kovy, hlavné Zelezo a méd’. Pfechodné
kovy nemaji pfedposledni valencni sféru zcela zaplnénou elektrony a chovaji se proto

jako radikaly a podileji se na radikdlovych reakcich. Volné redoxné aktivni ionty
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pfechodnych kovli mohou byt extrémné prooxida¢ni, cozZ znamend, ze mohou reagovat
s peroxidem vodiku a katalyzovat tvorbu reaktivnich latek ve Fentonové reakci. Aby se
zabranilo jejich ucasti ve Fentonové reakci, tak se vyuziva ochrana bud’ vazbou Zeleza a
médi v pevném chelatu (v transportnim ¢i skladovacim proteinu) nebo oxidace
ptechodného kovu na vyssi valenci. V tomto smyslu se mezi antioxidanty fadi transferin
v plazmé¢, laktoferin v leukocytech a feritin v kostni dieni (Mironczuk-Chodakowska et

al. 2018, Racek 2003, Stipek et al. 2000).

Ceruloplazmin

Ceruloplazmin je vysokomolekularni glykoprotein syntetizovany v né€kolika organech
a tkénich, jako jsou mozek nebo jatra. Tento protein vaze méd’, kterd je podstatnd pro
ferooxidasovou aktivitu ceruloplazminu, diky které oxiduje dvojmocné Zelezo na
trojmocné. Umoziuje tak uvolnéni Zeleza z bun¢k a jeho predani transferinu. Tato
vlastnost brani tvorbé hydroxylovych radikalii, a proto vykazuje antioxida¢ni aktivitu

(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018, Stipek et al. 2000).
Transferin

Je protein krevni plazmy, ktery transportuje zelezo absorbované ze stfeva do kostni
dfen¢, kde se tvoii Cervené krvinky. Je povaZzovan za antioxidant diky své schopnosti
sniZovat koncentraci volnych Zeleznatych iontd, které katalyzuji pfeménu H>O> na vysoce
toxicky hydroxylovy radikal béhem Fentonovy reakce (Mironczuk-Chodakowska et al.
2018).

Feritin

Feritin je protein, ktery slouZzi jako intracelularni zasobarna zeleza a mtize byt zdrojem
zeleza pro syntézu enzymd, které ho obsahuji, pokud je absorpce z potravy nedostate¢na.
Tento protein mé rovnéZ ferooxidasovou aktivitu a Zelezo je tak skladovano ve formé
Fe’. Jedna molekula feritinu dokdZe véazat az 4 500 atomid Zeleza. Je schopen
minimalizovat tvorbu ROS vazbou volného Zeleza, ¢imz chrani buniky pfed poSkozenim

(Dusek et al. 2013, Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).
Laktoferin

Laktoferin je ¢len skupiny transferini. Jedna se o glykoprotein pfitomny v sekretech

epitelidlnich bunck, naptiklad v matetském mléce, slzach, slinach, sekretech dychacich a
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pohlavnich cest. Antioxida¢ni Gcinek laktoferinu je vysledkem vazby Fe*" ionth

(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).
Albumin

Albumin je multifunkéni protein, ktery vykazuje fadu fyziologickych funkci. Jeho
primarni roli je regulace onkotického tlaku krve a distribuce latek mezi riiznymi télesnymi
oddily. Nékteré studie povazuji plazmaticky albumin za hlavni extracelularni antioxidant.
Vykazuje afinitu k navazani mnoha typt molekul a iont, hlavné¢ Cu(Il), ktery se
peroxidem vodiku oxiduje na Cu(Ill) za soucasného vzniku hydroxylového radikalu,
ktery poskozuje okolni struktury. Antioxida¢ni vlastnosti albuminu vyplyvaji také z jeho
nepiimého Gc¢inku spojeného s vazbou bilirubinu a nenasycenych mastnych kyselin, coz
brani jejich oxidaci. Niz$i koncentrace albuminu Uzce souvisi s procesem starnuti
a vyskytem chronickych onemocnéni, které vykazuji souvislost s ptisobenim ROS a
nerovnovéhou oxidantd a antioxidant (Mironczuk-Chodakowska et al. 2018, Stipek et

al. 2000).

Myoglobin

Primarni funkci myoglobinu je ukladani kysliku ve svalovych buiikach, ale mtze také
pusobit jako scavenger RNS a je schopen chranit buiiky myokardu pfed ROS pfi hypoxii
(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).

Haptoglobin a hemopexin

Prooxida¢né nebezpecnou formou Zeleza je hemoglobin uvolnény z erytrocyti a hem
uvolnény z hemoproteinti véetné hemoglobinu a myoglobinu. Proto se za antioxidanty
povazuji také haptoglobin, vychytavajici extracelularni hemoglobin a hemopexin,

vézajici uvolnény hem (Stipek et al. 2000).

Metalothioneiny

Jsou tvofeny 61-68 aminokyselinami s vyznamnou pfevahou cysteinu. Tyto proteiny
zajist'uji spravnou homeostdzu iontii prechodnych kovi a také jim poskytuji tiloznou
kapacitu. Hraji vyznamnou roli v bunééném jadie a prostiednictvim siry chelatuji ionty

kovll (Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).
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Chaperony

Zakladni funkci téchto proteinl je navazat na sebe jesté nesvinuté proteiny a pomahat
pfi jejich posttranslaénim prostorovém uspofadani a zaclenéni do bunécnych organel.
Oxidacni stres indukuje syntézu chaperonti, které ziejmé rozpoznaji oxidaci poskozené
proteiny, vazou je na sebe a urychli jejich odstranéni v proteosomech. Mohou téz pomoci
pfi opravach konformace proteinu, a tak je tfeba je povazovat za soucast systému

reparujiciho tkan po oxidaénim poskozeni (Stipek et al. 2000).

2.2.2.2  Nizkomolekularni endogenni antioxidanty

Koenzym Q (Ubichinon)

Je jednim z derivatl 1,4-benzochinonu. Za normalnich podminek homeostazy je
syntetizovan ve vSech ¢astech téla. U Zivoc¢isnych druhli byly nalezeny rtizné homology
ubichinonu, které se vzajemné lisi délkou postranniho isoprenového fetézce. Jeho funkci
je zejména podil na transportu elektroni v mitochondridlnim dychacim fetézci a na
transportu elektroni mimo mitochondrie. Podili se také na redoxnich reakcich
dehydrogenas, cytochromil nebo jinych nehemovych proteinti. Ubichinon dale umoziuje
vazbu vodiku na volné radikaly, coz vede k transformaci ubichinonu a tvorb¢ radikalu.
Tento radikal vykazuje antioxidacni vlastnosti a miize reagovat s jinymi radikaly a

molekularnim kyslikem (Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).

Glutathion (GSH)

Jedna se o slouceninu s nizkou molekulovou hmotnosti, kterd je sloZend z tfi
aminokyselin: glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové. Za fyziologickych podminek je
syntetizovan v mnoha tkanich, ale nejintenzivngji v hepatocytech. Glutathion je
v lidském téle pfitomen v n€kolika redoxnich formach, znichz nejdilezitéjsi jsou
redukovany glutathion (GSH) a oxidovany glutathion (GSSG). V buiikdch za normalnich
podminek prevlada jeho redukovand forma GSH, a to v poméru 100:1. Organismus se
stale snazi udrzet stabilni pomér GSH/GSSG, aby nedoSlo k naruSeni antioxidacni
kapacity buiky. Je to antioxidant, ktery je v savCich buinikdch v pomérmné vysoké
koncentraci (1-10 mmol-1"). Je jednim z nejvyznamné&jsich redoxnich pufrt buriky a jeho
ulohou je odstraniovat ROS, udrzovat v redukované formé thiolové skupiny proteind,
cysteinu, koenzymu A a regenerovat tokoferol a askorbat. Glutathion je vyznamny nejen

v neenzymovych reakcich chranicich pfed volnymi radikaly, ale je spjat i s funkci
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nékterych enzymt (napt. GPx, GST), kde vystupuje vroli koenzymu
(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018, Racek 2003, Stipek et al. 2000).

Kyselina lipoova

Jako antioxidant reaguje kyselina lipoova s alkylperoxylovymi radikaly (RO2"),
askorbylovymi radikaly, HO, NO’, tokoferolovymi radikély, O>" a HCIO. Jedna se tedy
o univerzalni antioxidant (Stipek et al. 2000). Tato latka se vyuZziva ve farmakoterapii

diabetické polyneuropatie (Noskova 2020).
Melatonin

Melatonin je hormon produkovany hlavné v epifyze, ale i v retin€ a jinych tkanich. U
¢loveéka zasahuje hlavné do fizeni spankového cyklu. Jeho vyznamnou funkci je redukce
oxida¢niho stresu, vyplyvajici z jeho schopnosti vychytavat volné radikaly a zabranit
jejich tvorbé regulaci aktivity antioxidac¢nich enzymu a stimulaci aktivit endogennich
antioxidant. Je 0€inny lapa¢ hydroxylovych radikali a ma schopnost detoxikovat
nékteré ROS a RNS, jmenovité singletovy kyslik, peroxynitritovy anion a oxid dusnaty

(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018).
Bilirubin

Je to produkt degradace hemoglobinu a dalSich hemovych proteind. V biologickych
studiich vykazuje silné¢ antioxidacni vlastnosti proti peroxylovym radikalim.
Antioxidac¢ni vyznam ma zfejmé jak volny bilirubin, tak bilirubin vdzany na albumin a
jiné proteiny. Bilirubin vazany na albumin se méni na biliverdin, ktery je rozpustny ve
vodé¢. Bilirubin tak exportuje radikalovou reakci z LDL do vodné faze. Studie prokéazaly
jeho antioxida¢ni aktivitu v polarnich médiich, jako jsou vodné lipidové dvojvrstvy

(Mironczuk-Chodakowska et al. 2018, Stipek et al. 2000).

Kyselina mocéova

Kyselina mocova (Obr. 9) je kone¢nym produktem odbouravani purint a dlouho byla
povazovana za odpadni latku. Ukazuje se ale, Ze je zdroveil nejhojnéjSim antioxidantem
plazmy. Antioxidacni vlastnosti spocivaji v jeji schopnosti zachytavat rizné ROS, jako
naptiklad peroxynitrit, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik a lipidové peroxidy.
Pravdépodobné také dokaze zachytit ionty oxidu dusicitého a uhlicitanu a vytvofit stabilni

komplexy s ionty médi a Zeleza. To vede k inhibici reakci volnych radikald, jako je
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Fentonova reakce. Kromé toho pfispivd k ochrané antioxidacnich enzymdi, zejména

SOD1 a SOD3 (Mironczuk-Chodakowska et al. 2018, Racek 2003).

, 9
N NH

o |
o

Obrazek 9.: Kyselina mocova (prevzato z Wikipedia 2021).

2.2.2.3  Antioxidanty v potravé

Kyselina askorbova — Vitamin C

Kyselina askorbova (Obr. 10) ptsobi jako kofaktor fady enzymd, je potfebna napt. pro
hydroxylaci prolinu a lysinu pifi biosyntéze kolagenu, uplatiiuje se pii tvorbé
glykosaminoglykanti, karnitinu, noradrenalinu a ucastni se metabolismu cholesterolu. Je
dilezitym redukénim ¢inidlem. Redukuje Fe(III) na Fe(Il), Cu(Il) na Cu(I) a umoziuje
tak vstfebavani Zeleza ze stfeva a vyuziti pfechodnych prvkia v aktivaci hydroxylas.
Antioxidacni ucinek askorbatu spocivé v redukci anorganickych i organickych radikald,
jako 02", HO,', HO", hydrofilni RO>", NO>" a reaguje s 'O, a HCIO. Askorbat také
regeneruje tokoferolovy radikal a pfi téchto reakcich ztrati elektron a zméni se na
semidehydroaskorbat neboli askorbylovy radikal, ktery je mnohem ménég reaktivni nez
zminéné radikaly kysliku a dusiku. Regeneruje se dehydrogenasou za uc¢asti NADH nebo
dismutuje na askorbat a dehydroaskorbat. Nasledné¢ pomoci dehydroaskorbatreduktasy
s ucasti GSH dochazi k regeneraci zpét na askorbat. Na druhou stranu miize askorbat
pusobit prooxida¢né a stimulovat oxidacni poSkozeni tkan€ diky své schopnosti
redukovat méd’ a zelezo na formy katalyzujici Fentonovu reakci, a tedy 1 vznik volnych

radikali (Stipek et al. 2000).

Obrazek 10.: Kyselina askorbova (prevzato z Wikipedia 2021).
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Vitamin E (a-tokoferol)

v

Vitamin E je skupinou osmi isomerd, z nichz biologicky nejucinnéjsi je a-tokoferol
(Obr. 11). Vedlejsi isoprenovy fetézec zptisobuje nerozpustnost vitaminu E ve vode¢, a tak
se jedna o lipofilni antioxidant. Vitamin E je typicky membranovy antioxidant a uplatituje
se v antioxidacni ochrané lipidi biologickych membran a lipoproteinovych céstic
plazmy. Pfi peroxidaci lipidi dochazi k fetézové reakci, ktera vede ke §tépeni uhlikového
fetézce a vzniku reaktivnich aldehydti a alkant. Tokoferol reaguje s meziprodukty
lipoperoxidace, alkylperoxylovymi radikaly lipidd, které méni na hydroperoxidy a ty jsou
pak rozkladany pusobenim GPx. Pii reakci tokoferolu s volnym radikdlem vznika
tokoferylovy radikal a je dilezité zajistit jeho zpétnou redukci. K tomu slouzi kyselina
askorbova a reakce se dale ucastni jesté GSH s celym systémem regenerujicim tento
koenzym. Misto GSH se mohou uplatnit i bilirubin, kyselina mocova nebo bioflavonoidy

(Racek 2003, Stipek et al. 2000).
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Obrazek 11.: a-tokoferol (prevzato ze Sigma-Aldrich 2021).

Flavonoidy

Jsou to sekundarni rostlinné metabolity, které jsou vyznamnou souc¢ésti lidské stravy
(zelenina, ovoce, ¢aj, Cervené vino). Jsou soucasti velké skupiny pfirodnich antioxidantt
polyfenolt a jsou odvozené od heterocyklu flavanu (Obr. 12). Jejich antioxidacni u¢inek
zavisi na jejich struktute, respektive poctu a poloze hydroxylovych skupin a dvojnych
vazeb heterocyklického jadra. S volnymi radikaly reaguji za tvorby dostate¢né stabilnich
fenoxylovych radikali. Jejich antioxida¢ni mechanismy jsou dany schopnosti pfimo vazat
peroxylové, hydroxylové a superoxidové radikaly i1 peroxid vodiku. Dale schopnosti
podilet se na regeneraci vitamini C a E, vazbou prechodnych kovli v pevné cheléty a
inhibici enzymu, které katalyzuji vznik volnych radikalt. Jako antioxidanty plsobi

w1

piijem potravy s obsahem flavonoidil uizce souvisi s prevenci vyskytu kardiovaskularnich
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onemocnéni, aterosklerdzy, rakoviny a daliich onemocnéni (Racek 2003, Stipek et al.

2000).

Obrazek 12.: Zakladni struktura flavonoidu (prevzato z Alkhalidy et al. 2018).

Karotenoidy

Jsou to isoprenové slouceniny, fadici se svou strukturou mezi terpeny. Jednd se
o lipofilni latky obsazené v listové zeleniné a mrkvi. Nejdulezitéjsi jsou P-karoten,
a-karoten, lykopen, lutein a zeaxantin. V mrkvi je z 85 % zastoupen B-karoten a z 15 %
a-karoten. B-karoten (Obr. 13) je nejvétSim zdrojem vitaminu A, ktery se v sitnici méni
na retinal dualezity pro vidéni. B-karoten hraje dileZitou roli v antioxidacni ochrang,
lykopen, obsazeny zejména v raj¢atech, zatimco antioxida¢ni schopnosti vitaminu A jsou
zanedbatelné. Mechanismus jejich plisobeni neni pfesné znam, zda se, Ze se uplatiiuji
prostfednictvim tokoferolu. Lze predpokladat, Ze B-karoten mize mit vyznamnou tlohu
v prevenci zhoubnych nadorli, pfesto toto plsobeni neni zcela potvrzeno, jelikoz
v nékterych studiich zptisobila suplementace B-karotenem dokonce narast incidence
plicniho karcinomu u kufakt. Rada dal$ich praci naopak uvadi snizeni rizika, proto se
zda pravdépodobné, Ze v prostiedi se zvySenou tvorbou volnych radikall (napt. u kurak)
je oxidovan a jeho oxida¢ni produkty usnadiiuji karcinogenezi (Racek 2003, Stipek et al.

2000).

R P Y Vo W U g g X

Obrazek 13.: p-karoten (prevzato z Wikipedia 2021).
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Jednotlivé slozky AOX systému jsou mezi sebou propojené a spolupracuji. Funkce

jednoho antioxidantu ovliviiuje ¢innost jiného (Obr. 14) (Stipek et al. 2000).
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Obrazek 14.: Vzajemné propojeni jednotlivych slozek antioxidacniho systému organismu
(prevzato ze Stipek et al. 2000).
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3. CILPRACE

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv vybranych bicyklickych
monoterpenti na aktivitu a expresi antioxida¢nich enzymu v lidskych jatrech. Vybrané
monoterpeny zahrnovaly (+)-kafr, (-)-kafr, (-)-fenchon, kamfen a (-)-a-thujon.

K dosazeni cile bylo nutné provést:

e Pfipravit zasobni roztoky jednotlivych monoterpeni a subcelularni frakce z lidské
jaterni tkané

e Stanovit vliv jednotlivych monoterpentt v koncentraci 100 pM na specifickou
aktivitu glutathionreduktasy, glutathionperoxidasy, glutathion-S-transferasy a
katalasy

e Pripravit ultratenké lidské jaterni fezy a inkubovat je s (-)-a-thujonem v koncentraci
10 uM a 50 uM

e Stanovit vliv (-)-o-thujonu na aktivitu GST a expresi mRNA osmi hlavnich
isoforem antioxidaénich enzymi (GSTA1, GSTP1, GPx1, GPx2, GPx4, GR, CAT,
SOD) v ultratenkych lidskych jaternich fezech
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Chemikalie, pFistroje, biologicky material

4.1.1 Chemikalie

e (-)-fenchon
e (-)-kafr
e (-)-o-thujon
o (+)-kafr
¢ (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)
e 1-chlor-2,4-dinitrochlorobenzen (CDNB)
e Bovinni sérovy albumin (BSA)
e Detergent RNAseZAP
e Diethylpyrokarbonét (DEPC)
¢ Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)
¢ Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (NaH2PO4 x 2 H20)
¢ Dimethylsulfoxid (DMSO)
e Dithiotreitol (DTT)
e DNAsa
e FEthanol (EtOH)
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
e Gentamycin
e Glukosa monohydrat
e Glutathion (GSH)
e Glutathion disulfid (GSSG)
¢ Glutathionreduktasa (GR)
e Hydrogenfosfore¢nan draselny (KaHPO4)
e Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (Na,HPO4 x 12 H>0)
e Hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCO3)
e Hydroxid sodny (NaOH)
e Chlorid draselny (KCI)
e Chlorid sodny (NaCl)
e Chlorid vépenaty (CaClz)
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e Chloroform

e [sopropanol

e Kamfen

e Kyselina bicinchoninova (BCA)

e Kyselina chlorovodikova (HCI)

e Molybdenan amonny tetrahydrat ((NH4)s M07024 x 4 H20)
e Néhodné hexamery

¢ Nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)
e Peroxid vodiku (H20»)

e Reverzni transkriptasa (RT)

e Siran hote¢naty heptahydrat (MgSO4 x 7 H>O)
e Siran méd’'naty hexahydrat (CuSO4 x 6 H>0)

e t-butylhydroperoxid (~-BHP)

e Trizol

e Uhli¢itan sodny (Na;CO3)

¢ Williamsovo medium E (s L-glutaminem)

4.1.2  Pristroje

e Analytické vahy CP225D — Sartorius

e Centrifuga Heraeus Biofuge Stratos — Thermo Fisher Scientific

e (CO2/0O; inkubator — Binder

e Hlubokomrazici box — Arctiko

e Laboratorni vahy M-Prove — Sartorius

e Magnetickd michacka — Heidolph

e Multifunkéni modularni reader SPARK — Tecan
e NanoDrop 2000 — Thermo Fischer Scientific

e PCR cyklér MJ Mini Thermal Cycler — BioRad
e PCR QuantStudio 6 Flex — Applied Biosystems
e pH metr inoLab - WTW

e Thermomixer Comfort — Eppendorf

e Tkanovy kraje¢ Krumdieck Tissue Slicer MD4000
e Ultracentrifuga — Sorvall
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e Ultrazvukovy homogenizator — Sonopuls Bandelin HD 2070
e Vortex-V-1 plus — Biosan

4.1.3  Biologicky material

Biologickym materialem byla lidska jatra od darcii muzského i1 Zenského pohlavi ve
véku od 50 do 80 let. Biologicky materidl pochdzel z Chirurgické kliniky Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové. Pacientim byla z terapeutickych divodi (obvykle jako
soucast 1écby nadorovych onemocnéni) provedena parcidlni hepatektomie. Odbér tkané
k experimentalnim ucelim byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec

Kralové (povoleni ¢. 201703 S14P) a vSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Dostupné udaje o pacientech jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tabulka 1.: Udaje o souboru pacienti.

¢. datum pohlavi vék diagnoza komorbidity medikace chemoterapie
pacienta (roky)
37 27.08.2018 Jg 50 metastaze neuroendokrinniho tumoru DM2 insulin [0)
38 30.08.2018 g 59 cholangiokarcinom @ [0/} [0/}
. - . fibrilace sini, hypertenze, mitralni insuficience, felodipin+ramipril, bisoprolol, apixaban,
39 22.01.2019 Q 71 metastaze kolorektalniho karcinomu . o . . ! . FOLFOX
trikuspidalni insuficience cholekalciferol, flavonoidy, levothyroxin
" bisoprolol, gabapentin, methylprednisolon,
glomerulonefritida, Wegenerova granulomatoza, . . )
ICHS, Kardi tie fibril ini h th cholekalciferol, azathioprin, omeprazol, amiodaron,
42 21.05.2019 g 70 metastdze kolorektélniho karcinomu  ar |omyo;?a |’e, ot ace5|n-|, yperthyreoza, furosemid, fraxiparin, perindopril, amilorid, [0]
tromboembolickd nemoc, karcinom prostaty, . L .
L . spironolakton, repaglinid, insulin,
monoklonalni gamapatie, DM2 . i
ipratropium/fenoterol
kardidlni selhani, mitralni insuficience, lid. | ¢ lodipin. betaxolol ati
43 29.05.2019 g 57 cholangiokarcinom myeloproliferativni onemocnéni, vrozeny anagrelid, fosartan, am 0_ u:?ln, © axo.o s rosuvastatin, @
- . . . hydrochlorothiazid, paroxetin, ASA
trombofilni stav, hyperlipoproteinemie
fibril ini, h t , ICHS, mitralni felodipin, ril idin, perindopril, al inol, .
44 01.10.2019 Jd 66 metastaze kolorektalniho karcinomu _I ! ac.esml Yper en’ze i rT" rain elodipin, riiment .|n perin oprl @ opur|no. bevacizumab/FOLFOX
insuficience, mikrocytarni anemie, DM2 omeprazol, glyklazid, levocetirizin, budesonid
. I . . . . . FUFA, pak
46 20.11.2019 d 53 metastaze kolorektalniho karcinomu hypertenze indapamid+perindopril .
FOLFIRI/panitumumab
48 28.01.2020 Q 72 metastdze endokrinniho tumoru DM2, hypertenze metformin, glimepirid, ramipril [0)]
51 15.06.2020 Q 69 metastaze kolorektalniho karcinomu hypertenze amlodipin, bisoprolol, perindopril FOLFOX /bevacizumab
ICHS, chronické srdecni selhani, insuf. mitralni a . . s
trikuspidaini chl % flutter sini. h ¢ M2 metformin, furosemid, isosorbid-dinitrat, omeprazol,
52 15.06.2020 g 80 hepatocelularni karcinom rikuse! :'11n.|c opne., -u’ e‘r5|n|, y;.)er’evr?ze,, "] ASA, apixaban, simvastatin, trandolapril, flavonoidy, 0]
anémie, hyperlipidémie, chronicka Zilni K e
] . . spironolakton, pyridoxin, bisoprolol
insuficience, hyperplazie prostaty

DM2, diabetes mellitus 2. typu; ICHS, ischemicka choroba srde¢ni; FUFA, 5-flurouracil + leukovorin; FOLFOX, 5-fluorouracil + leukovorin +

oxaliplatina; FOLFIRI, 5-fluorouracil + leukovorin + irinotekan




4.2 Priprava zakladnich roztoki

Sodnofosfatovy pufr 0,1 M. pH 7.4

Navéazila jsem si 35,8 g Na,HPO4 x 12 H>O a rozpustila v redestilované vodé.
Nasledn¢ jsem doplnila v odmérné bance do 1000 ml a promichala pomoci magnetické
michacky. Navédzku 3,9 g NaH2PO4 x 2 H20 jsem rozpustila v redestilované vodé a
v odmérné barice doplnila do 250 ml a promichala na michacce. Oba pfipravené roztoky
jsem za stalého michani magnetickou michackou slévala dohromady a pomoci pH metru
jsem kontrolovala hodnoty pH, aby vysledné pH roztoku bylo 7,4. Pfipraveny pufr jsem

ptelila do sklenéné lahve s uzavérem a uchovavala v lednici.

Takto pfipravovany pufr jsem dale pouzivala k fedéni vzorkd cytosolu u vSech

popsanych metod.

4.3 Priprava zasobnich roztoki jednotlivych monoterpent

Pro ptipravu zasobnich roztokt jednotlivych monoterpent ((+)-kafr, (-)-kafr, kamfen,
(-)-fenchon, (-)-o-thujon) jsem si podle molarni hmotnosti, vysledné koncentrace a
objemu dopocitala navazky. PouZivany vzorec uvadim nize. Jednotlivé navazky jsem si
pripravila do plastovych mikrozkumavek a poté prepocitala presnou navazku na 1 ml
EtOH a tento objem napipetovala do zkumavky. Nasledné jsem michala pomoci Vortexu

do uplného rozpusténi. Vysledna koncentrace roztokii monoterpent byla 10 mM.

m
M=V

Cc =

kde ¢ je koncentrace (10 mM), m je hmotnost, M je molarni hmotnost a V' je objem

(1 ml).

Takto pfipravené zdsobni roztoky monoterpenil jsem si oznacila Stitkem a uchovavala

pii -20 °C. Tyto roztoky jsem poté pouzivala ve vSech experimentech.

4.4 Priprava subcelularnich frakei z jaterni tkané

Pted samotnym experimentem jsem si v chladici mistnosti pfipravila Na-fosfatovy
pufr 0,1 M (pH 7,4) a stejny pufr s 20 % glycerolu. Déle jsem pfichystala centrifugacni
kyvety na 50 ml, homogenizator 30 ml s pistem, naddobu s ledem a vodou, bunicinu,

Erlenmeyerovu baniku na pufr a pufr s glycerolem, injekéni stiikacku (10-20 ml), dlouhou
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jehlu, michacku, kadinky na cytosol a mikrosomy, plastové mikrozkumavky,
zamrazovaci stojanky, pipety (5 ml a 1 ml), Spicky, nlizky, buniinu, pinzetu,

homogenizac¢ni pist na resuspendaci mikrosomt, fix, malé misticky s leditkem.

4.4.1 Postup

V centrifugovné jsem nechala vychladit rotory a centrifugy. Jatra jsem rozvazila do
malych misticek na leditku po 5 g a rozstiihala je. Na kousky rozstfihand jatra jsem
z jedné misti¢ky pfendala do 30 ml homogenizatoru a pfilila 15 ml 0,1 M Na-fosfatového
pufru pH 7,4, zhomogenizovala pohybem pistu nahoru a doli ve tfech opakovénich.
Zhomogenizovana jatra jsem prelila do centrifugacni kyvety. Pist a homogenizator jsem
vyplachla 15 ml pufru, ktery jsem pak prilila do kyvety. Umistila jsem kyvety do

centrifugy (Heraeus) s rotorem a sto¢ila 20 min na 5 000 g pii 4 °C.

Supernatant z prvniho to¢eni jsem ptelila do Cistych kyvet a stocila ve stejném rotoru

60 min na 20 000 g pti 4 °C ve stejné centrifuze.

Supernatant z druhého toceni jsem s opatrnosti, aby netekly kaly, které jsem nakonec
odlila do odpadu, slila do 12,5 ml kyvet pro ultracentrifugu Sorvall. Kyvety jsem plnila
maximalné do tii ¢tvrtin a uzaviela vickem. Nasledné jsem vlozila kyvety do rotoru tak,
aby byly vzdy dvé proti sob¢, zaSroubovala viko, ptiSroubovala rotor k centrifuze, zaviela

viko centrifugy a spustila na 67 min 105 000 g pti 4 °C.

Po tfetim toCeni jsem vyndala rotor z centrifugy, oteviela, vyjmula kyvety, supernatant

(cytosol) odebrala a po 1,1 ml rozpipetovala do mikrozkumavek za stdlého michani.

Peletu z ttetiho toceni jsem resuspendovala v 5 ml pufru, kyvety doplnila, vyvézila,
uzaviela a dala do rotoru, ktery jsem uzaviela a znovu dala do ultracentrifugy Sorvall a
spustila na 67 min 105 000 g pii 4 °C. Po skonceni toceni jsem vyndala rotor a vyjmula
kyvety. Supernatant jsem vylila a k peleté jsem ptidala podle grami jater tolik ml pufru
s 20 % (v/v) glycerolu. Malym pistem jsem zhomogenizovala, slila do kadinky, dala do
ultrazvukové lazn€ (zhomogenizovat) a na michacce jsem za stdlého michani

rozpipetovala po 1,1 ml do mikrozkumavek a dala zmrazit.
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4.5 Priprava inkuba¢nich smési

4.51 Redéni cytosolu

Vzorky cytosolu jsem fedila 10x. Do plastové mikrozkumavky (2 ml) jsem
napipetovala 160 pl cytosolu a 1440 pl Na-fostatového pufru 0,1 M (pH 7,4). Nasledné

jsem vSse dikladné promichala pomoci Vortexu.

4.5.2  Pridani inhibitoria
Ziedéné vzorky cytosolu jsem rozpipetovala do plastovych mikrozkumavek vzdy po
247,5 ul cytosolu a ptidala 2,5 pul roztoki jednotlivych monoterpent 10 mM. Vysledna

koncentrace monoterpenti v inkubacnich smésich byla 100 uM. Pro kontrolni vzorky

jsem k cytosolu pridala 2,5 ul EtOH. Nasledn¢ jsem vSe promichala pomoci Vortexu.

4.5.3 Priprava slepych vzorki

Do plastovych mikrozkumavek pro slepé vzorky jsem misto cytosolu pipetovala
495 nul Na-fosfatového pufru 0,1 M (pH 7,4). Jedna se o dvojnasobné mnozstvi, jelikoz
jsem blanky pouzivala pro 2 vzorky pacientli na jednu desticku. K pufru jsem ptidala
vzdy 5 pl monoterpenu 10 mM. Pro kontrolni blanky jsem misto inhibitoru pfidavala 5 pl

EtOH.
Nasledné jsem vSe nechala inkubovat 30 min pfi 25 °C v Thermomixeru.

Takto pfipravované inkuba¢ni smési jsem dale pouZivala ve vSech metodach.

4.6 Stanoveni koncentrace bilkoviny metodou BCA

4.6.1 Princip

V alkalickém prostfedi proteiny reaguji s Cu®". Mé&d piechazi na Cu'f, ktera
v prostiedi kolem pH 10 vytvéaii stabilni modrofialovy komplex s bicinchoninovou
kyselinou (BCA). Intenzita zbarveni je pfimo imérnd mnoZstvi bilkoviny ve vzorku

(Obr. 15). Absorbance komplexu se méti pii 562 nm (Smith et al. 1985).
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Obrazek 15.: Princip stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA (prevzato z Krohn
2011).

Zasobni roztoky
Roztok A — NaHCO3, Na2CO3, BCA v 0,1 M NaOH, roztok je cCiry.
Roztok B — 4 % CuSO4 x 6 H>0, roztok ma modré zbarveni.
Roztok C — vznikne smichanim roztoku A sroztokem B v poméru 50:1, vysledny

roztok ma zelené zbarveni.

4.6.2 Kalibraéni krivka

Do 6 plastovych mikrozkumavek jsem napipetovala roztoky dle Tab. 2. Roztok

bovinniho sérového albuminu (BSA) 0,2 % jsem ztedila 2x destilovanou vodou.

Tabulka 2.: Kalibracni krivka.

Koncentrace 0,1% roztok BSA Destilovana voda
1 0 pg/ml 0 pl 100 pl
2 200 pg/ml 20 pl 80 pl
3 400 pg/ml 40 pl 60 ul
4 600 pg/ml 60 ul 40 ul
5 800 pg/ml 80 ul 20 ul
6 1000 pg/ml 100 pl 0 pl
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4.6.3 Postup

Vzorky jsem natedila 10x destilovanou vodou do mikrozkumavek. Do jamek

mikrotitra¢ni desticky jsem poté postupné pipetovala:

Pro kalibra¢ni kfivku jsem napipetovala 10 pl bilkoviny ze zkumavek 1-6

v 8 paralelnich méfenich a 200 ul roztoku C multikanalovou pipetou.

Pro vzorky jsem napipetovala 10 pl vzorku bilkoviny v 8 paralelnich métenich a

200 pl roztoku C multikanalovou pipetou.

Mikrotitracni desticku jsem lehce protfepala a nechala inkubovat pii 37 °C

v Thermomixeru po dobu 30 min.

Po 30 minutich jsem zm¢éfila absorbanci na ptistroji Tecan.

4.7 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy

Glutathionreduktasa (GR) je dilezitym enzymem, ktery hraje roli v obrané€ organismi
pfed oxida¢nim stresem. Metoda je zalozena na pfeméné oxidovaného glutathionu
(GSSG) na redukovany glutathion (GSH) za soucasné oxidace NADPH (Bonilla et al.
2008, Carlberg a Mannervick 1985). Spoticba NADPH je zaznamenavéna pomoci
sledovani ubytku absorbance pii 340 nm po dobu 6 min pii 37 °C (Obr. 16).
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Obrazek 16.: Princip stanoveni aktivity GR (prevzato z Fagan a Palfey 2010).
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4.7.1  Priprava zasobnich roztokii

K-fosfatovy pufr 0.1 M, pH 7.0

Roztok KoHPO4

Navazila jsem 8,7 g latky, rozpustila v kadince v redestilované vodé, pielila do
odmérné banky a doplnila v odmérné bance redestilovanou vodou do 500 ml. Nasledné

jsem banku umistila na magnetickou michacku a nechala michat do tipIného rozpusténi.
Roztok KH>PO4

Navazila jsem 6,8 g latky, rozpustila v kddince v redestilované¢ vod¢ a pielila do
odmérné banky. Doplnila v odmérné barice redestilovanou vodou do 500 ml. Poté jsem

batiku umistila na magnetickou michacku a nechala michat do uplného rozpusténi.

Nésledné jsem oba roztoky smichala v pfiblizném pomeéru 5:2 v kddince a upravila pH
pomoci pH metru a magnetické michacky na 7,0. Pufr jsem nasledn¢ prelila do sklenéné

lahve s uzavérem a uchovavala v lednici.

Roztok EDTA 5 mM

Navazila jsem 0,186 g EDTA a rozpustila v 100 ml redestilované vody v kadince.

Roztok jsem uchovavala ve sklenéné lahvi s uzavérem pfi laboratorni teploté.

Roztok NADPH 2.5 mM

Navazila jsem 2,9 mg NADPH do plastové mikrozkumavky (2 ml) na analytickych
vahach a doplnila 1,4 ml redestilované vody. Nasledn¢ jsem pomoci Vortexu michala do

uplného rozpusténi.

Roztok GSSG 4 mM

Navéazilajsem 17,15 mg GSSG do kadinky a doplnila 7 ml redestilované vody. Pomoci

magnetické michacky jsem michala do rozpusténi.

4.7.2  Postup

Nejprve jsem si ve sklenéné kadince podle ndvodu pfipravila mastermix na 1 desticku.
Pipetovala jsem 6 ml K-fosfatového pufru 0,1 M (pH 7,0), 4,8 ml EDTA, 6 ml GSSG a

1,2 ml NADPH. Vse jsem pomoci magnetické michacky promichala.
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Vlastni stanoveni prob&hlo v mikrotitracni desticce, do které jsem pipetovala do vSech
jamek 50 pl inkubaénich smési (cytosol/slepy vzorek) a 150 pl mastermixu

multikanalovou pipetou. Kazdy vzorek byl stanoven ve 4 paralelkach.

Desticku jsem ihned vlozila do Tecanu vytemperovaného na 37 °C a sledovala pokles

absorbance po dobu 6 min pii 340 nm.

4.7.3  Vyhodnoceni

Nejprve jsem odecetla od A/min vzorku A/min slepého vzorku. Pomoci vzorce a
molarniho extinkéniho koeficientu (Exappn = 6,22 mM'-ecm™) jsem vypocitala

koncentraci spotfebovaného NADPH/min.

Pomoci nésledujiciho vzorce jsem vypocitala aktivitu GR (nmol/min/ml):

A= (Advz — AAsD) « Vi

1000
cxlxVs :

kde € je molarni extinkéni koeficient (Exappr = 6,22 mM™-cm1), Avz je absorbance
vzorku, Abl je absorbance blanku, / je délka méfené vrstvy neboli vySka jamky
(1=0,75 cm), Vi je objem reakéni smési (Vi = 0,2 ml) a Vs je objem biol. frakce
(Vs =0,05 ml).

Aktivitu jsem vydé¢lila hodnotou koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich

(mg/ml) podle nasledujiciho vzorce, ¢imZ jsem ziskala hodnoty specifické aktivity.
Asp =A/ Myrot

kde Ay je specificka aktivita (nmol/min/mg) a mpro: je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.8 Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

V pribéhu reakce katalyzované glutathionperoxidasou (GPx) je #-butylhydroperoxid
pfeméiovan na #-butylalkohol za soucasné oxidace GSH na GSSG. Vznikly oxidovany
glutathion je prabézné¢ redukovan glutathionreduktasou, kterd zajiStuje konstantni
hladinu GSH (Obr. 17). Reakci doprovazi oxidace NADPH, coZ je monitorovano
fotometricky poklesem absorbance pti 340 nm na Tecanu (Flohé a Giinzler 1984, Handy

et al. 2009).
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GSSG
t-buOH NADPH + H*

Gpx GRx

NADP*
-buOOH 2GSH

Obrazek 17.: Princip stanoveni aktivity GPx (prevzato z Korte 2013).
t-buOH, t-butylalkohol; t-buOOH, t-butylhydroperoxid

4.8.1 Priprava zasobnich roztokii

K-fosfatovy pufr 0.1 M, pH 7.0

Pouzila jsem stejny pufr jako v piipadé stanoveni aktivity GR.

Roztok EDTA 20 mM

Navazilajsem 0,186 g EDTA arozpustila v 25 ml K-fosfatového pufru 0,1 M (pH 7,0).

Roztok glutathionreduktasy (10 U/ml)

Napipetovala jsem 33 pl GR do 1,467 ml pufru v plastové mikrozkumavce (2 ml) a

promichala.

Roztok glutathionu 10 mM

Navézila jsem 0,0086 g GSH a doplnila 2,8 ml pufru v plastové mikrozkumavce (5ml).

Nésledné jsem michala do rozpusténi.

Roztok NADPH 4 mM

Navézila jsem 0,0038 g NADPH a doplnila 1,2 ml redestilované vody v plastové

mikrozkumavce (2 ml). Nasledn€ jsem michala do rozpusténi.

Roztok #-butylhydroperoxidu 70 % (¢~-BHP)

Napipetovala jsem 34,3 pl +-BHP do 10 ml pufru v kddince. Nésledné& jsem michala

na magnetické michacce.
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4.8.2 Postup

Podle nadvodu jsem pfipravila mastermix v kddince. Na jednu desticku jsem pouzila
10,8 ml K-fosfatového pufru 0,1 M (pH 7,0), 1,2 ml EDTA, 1,2 ml GR a 2,4 ml GSH.
Vse jsem ditkladné promichala na michacce a ptelila do rezervoaru pro multikanalovou

pipetu.

Vlastni stanoveni probihalo v mikrotitracni desticce, kam jsem pipetovala do vSech
jamek 50 pl inkubaénich smési nebo 50 pul slepych vzorkl. Néasledné jsem
multikanalovou pipetou pfidala 130 pl mastermixu. Kazdy vzorek ¢i slepy vzorek byl

proveden 4x.

Desticku jsem nechala inkubovat 10 min pfi 37 °C v Thermomixeru. Mezitim jsem

nastavila vytemperovani Tecanu rovnéZ na 37 °C.

Po skonceni doby inkubace jsem u Tecanu ptidala 10 ul NADPH multikanalovou
pipetou po fadcich a po dobu 5 min sledovala spotiecbu NADPH nezavislou na

hydroperoxidu.

Po skonceni méteni jsem ptidala 10 pl #-butylhydroperoxidu rovnéz multikanalovou

pipetou po fadcich, nastartovala tim reakci a znovu spustila na Tecanu tutéz metodu.

Pokles absorbance byl sledovan pii 340 nm.

4.8.3 Vyhodnoceni

Aktivita GPx je vyjadfovéana v jednotach U, kdy 1 U katalyzuje oxidaci 1 pmolu GSH
na GSSG za 1 min pfi pH 7,0. Aktivitu GPx (pmol/min/ml) jsem spocitala podle

nasledujiciho vzorce:

(Advz — AAsD) « 2+ Vi

Uiml=
fm gxl Vs

kde Avz je absorbance vzorku, As/ je absorbance blanku, & je molarni extink¢ni
koeficient (Enappn = 6,22 mM™'-cm™), / je délka méfené vrstvy (1=0,75 cm), Vi je objem
reakéni smési (Vi = 0,2 ml), Vs je objem biol. frakce (Vs = 0,05 ml) a x2 vyplyva ze
stechiometrie reakce (2 pmol GSH produkovany 1 pmolem NADPH).

Jednotky U/ml jsem nasledné ptepocitala podle vzorce pro specifickou aktivitu na

jednotky U/mg proteinu.
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Asp = A/mprot

kde Ay je specificka aktivita (U/mg) a mpo je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.9 Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

Meéfeni aktivity glutathion-S-transferasy (GST) je zalozeno na tvorbé konjugétu
1-chloro-2,4-dinitrobenzenu s GSH (GS-DNB), ktery ma absorpéni maximum pii 340 nm
(Habig et al. 1974). Princip stanoveni je uveden na Obr. 18.
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Obrdazek 18.: Princip stanoveni aktivity GST (prevzato z Ojopagogo et al. 20135).

4.9.1 Priprava zasobnich roztoki

Na-fosfatovy pufr 0.1 M, pH 6.5

Roztok Na,HPO4 x 12 H,O

Navézila jsem 1,79 g NaxHPO4 x 12 H>O, rozpustila v kddince v redestilované vode,
prelila do odmérné banky a doplnila redestilovanou vodou do 50 ml. Nasledné jsem

pomoci magnetické michacky michala do rozpusténi.
Roztok NaH,PO4 x 2H20

Navazila jsem 1,56 g NaH,PO4 x 2H>0, rozpustila v kadince v redestilované vodé,
ptelila do odmérné banky, doplnila redestilovanou vodou do 100 ml a nechala obdobné

rozpustit pomoci michacky.
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Nasledné jsem oba roztoky smichala v pfiblizném poméru 1:3 v kadince. Za stalého
michani magnetickou michackou jsem upravila pH pomoci pH metru na pozadovanych

6,5. Pufr jsem pak uchovavala ve sklenéné lahvi s uzdvérem v lednici.

Roztok GSH 5.15 mM

Navazila jsem 7,92 mg GSH a rozpustila v kddince v 5 ml Na-fosfatového pufru 0,1 M
(pH 6,5).

Roztok CDNB 51,5 mM

Navazila jsem 5,22 mg CDNB a rozpustila v plastové mikrozkumavce v 0,5 ml

ethanolu.

4.9.2 Postup

Nejprve jsem si podle navodu zapnula Tecan a nechala vytemperovat na 37 °C. Vlastni
stanoveni probihalo v mikrotitracni desti¢ce s plochym dnem. Do 6 jamek v kazdém
sloupci jsem napipetovala 6 pl inkubacni smési a do 2 jamek ve vSech sloupcich jsem

pipetovala 6 ul pufru (blank).

Tésné pred stanovenim jsem si pfipravila mastermix. Pouzila jsem 4 ml GSH, 0,4 ml
CDNB, 15,6 ml Na-fosfatového pufru 0,1 M (pH 6.,5) a vSe jsem pomoci michacky

promichala.

Do vSech jamek jsem multikandlovou pipetou napipetovala 194 ul mastermixu po

fadcich.

Desticku jsem vloZila do Tecanu. Pfistroj desti¢ku lehce protfepal a méfil absorbanci

6x v minutovych intervalech pfi 340 nm.

4.9.3 Vyhodnoceni

Pomér konjugovaného substritu jsem spocitala z odectené absorbance po 1 min
s pouZitim molarniho extinkéniho koeficientu 9,6 mM!-cm™ pti 340 nm pomoci

nasledujiciho vzorce:

A= (AAvz — AAsD) =V celk x =
B cxlxV vz
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kde A4 je aktivita (mmol/min/mg), € je molarni extinkéni koeficient
(€ = 9,6 mM!-cm™), 4vz je absorbance vzorku, As/ je absorbance blanku, V celk je
celkovy objem vjamce (V celk = 0,2 ml), V vz je objem cytosolu v jamce

(V vz=10,006 ml), z7 je zfedéni (10x) a / je optickd draha (1= 0,75 cm).

Hodnotu specifické aktivity jsem pak vypocitala pomoci vzorce a hodnoty koncentrace

proteinti ve frakcich.
Asp =A/ Myrot
kde Ay, je specificka aktivita (mmol/min/mg) a mpro je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.10 Stanoveni aktivity katalasy — metoda s molybdenanem
amonnym

vvvvv

nm (Géth 1991).

4.10.1 Priprava zasobnich roztokii

Sodno-draselny fosfatovy pufr 60 mM, pH 7.4

Roztok NaHPO4 x 12 H,O

Navazila jsem 10,74 g Na,HPO4 x 12 H>O, rozpustila v kadince v redestilované vode,
ptelila do odmérné banky a doplnila redestilovanou vodou do 500 ml. Nasledné jsem

pomoci magnetické michacky michala do rozpusténi.
Roztok KH2PO4

Navazila jsem 4,08 g KH2POs, rozpustila v kaddince v redestilované vodé, prelila do
odmérné baiky a doplnila redestilovanou vodou do 500 ml. Néasledné jsem pomoci

magnetické michacky michala do rozpusténi.

Nasledné jsem oba roztoky slivala v kadince za stalého michani a kontroly pH pomoci
pH metru az do dosazeni pozadované hodnoty 7,4. Roztok jsem pielila do sklenéné lahve

s uzavérem a uchovavala v lednici.
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H>O, 65 mM

Pipetovala jsem 152,4 ul peroxidu do 20 ml sodno-draselného pufru 60 mM (pH 7,4)

v kadince a promichala.

Molybdenan amonny 32.4 mM

Navazila jsem 0,8 g molybdenanu amonného a rozpustila v 20 ml redestilované vody.

4.10.2 Postup

Stanoveni aktivity probihalo v mikrotitracni desticce s plochym dnem. Podle
nasledujici tabulky jsem pipetovala blank 1, vzorky, blank 2 a blank 3. VSe kromé
inkubaénich smési jsem pipetovala multikanalovou pipetou dle rozpisu uvedeného
v Tab. 3. Nasledn¢ jsem desticku nechala inkubovat pii 37 °C 1 min s tfepanim

v Thermomixeru.

Tabulka 3.: Stanoveni aktivity katalasy.

blank 1 vzorek blank 2 blank 3
1. 100 ul H202 100 pl H202 100 pl H202 100 pl pufru
2. 100 pl molybd. | 20 pl ink. smés 20 pl pufru 20 pl pufru
3. inkubace 1 min pri 37 °C, trepani
R et 100 pl molybd. | 100 pl molybd. | 100 pl molybd.
5. 1 min nechat stat
6. 20 pul ink. smés | = -mmmmmmmemmm | e | e
7. zmérit absorbanci pri 405 nm

Po inkubaci jsem k vzorku, blanku 2 a blanku 3 ptidala 100 pl molybdenanu amonného

a desticku nechala 1 min stat pfi laboratorni teploté.

V dal$im kroku jsem k blanku 1 pfidala 20 pl inkubac¢ni smési. Tento krok jsem
pipetovala pifimo u Tecanu a co nejrychleji. Pfed samotnym méfenim jsem pomoci
mirného sklepavani a dratku propichala v§echny bublinky, které se vytvofily unikanim
kysliku. Tyto bublinky by rusily méfeni absorbance. Poté jsem desti¢ku vloZila do Tecanu

a spustila méfeni. Méfila jsem absorbanci pii 405 nm.
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4.10.3 Vyhodnoceni

Aktivitu katalasy (U/ml), kde jednotka U je definovana jako umol/min (1 U rozlozi

1,0 umol H>0O»> za minutu) jsem vypocitala podle nasledujiciho vzorce:
[U/ml] = (Abl1 — Avz)/ (AbI2 — AbI3) * 390 *zr

kde Avz je absorbance vzorku, Abll je absorbance blanku 1, 4b/2 je absorbance

blanku 2, 4b/3 je absorbance blanku 3 a z7* je zfedéni frakce (zt = 10x).

Nasledné jsem na zakladé hodnot proteini v biologickém materidlu aktivitu

pfepocitala na specifickou aktivitu pomoci vzorce.
Asp =A/ Myrot

kde Ay je specificka aktivita (umol/min/mg) a mprot je mnozstvi bilkoviny (mg/ml).

4.11 Priprava ultratenkych jaternich rezii

4.11.1 Priprava Krebsova—Henseleitova pufru

Slozky uvedené v Tab. 4 jsem rozpustila v redestilované vod¢ a nasledné pomoci pH
metru a HCl upravila pH na hodnotu 7,4. Spotfeba pufru na jedna jatra byla asi 1 000 ml.
Jako posledni jsem piidavala chlorid véapenaty, a to az po ujiSténi, Ze jsou vSechny

pfedchozi sloZky rozpustény, protoZe by mohlo dojit k vysrdzeni uhli¢itanti z pufru.

Tabulka 4.: Priprava Krebsova-Henseleitova pufru.

Zasobni roztok (10x koncentrat, 0,5 1)
KCL 1,87 g
NaCl 345¢g
MgSO04 x 7TH,0 1,36 g
KH>POg4 0,82 ¢
CaCl, 1,39 ¢
Finalni roztok

NaHCO3 2,1¢g
glukosa monohydrat | 4,95 g (4,5 g anhydridu)
HEPES 2,38 ¢
Zasobni ryoztok (10x 100 ml
koncentrat)

Doplnit do 1000 ml
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4.11.2 Priprava kultivaéniho Williamsova media E s L-glutaminem

Do vychoziho Williamsova media, které uz obsahuje 11 mmol glukosy, jsem jesté
pfidala 25 mmol glukosy, celkem tedy vysledny roztok obsahoval 36 mmol. Nésledné

jsem médium suplementovala 0,5 ml gentamycinu (finalni koncentrace 50 pg/ml).

4.11.3 Postup

Rozlozené Casti krajece jsem postiikala 70 % ethanolem a po oschnuti poskladala,
ptrekryla alobalem a spolu s Krebsovym-Henseleitovym pufrem (K-H pufr) a médiem

umistila do chladici mistnosti.

V den experimentu jsem nechala vychlazeny K-H pufr pfiblizn€ hodinu probublévat
pneumoxidem (95 % O2/5% CO»). Krajec byl piipojen k vodni 14zni s termostatem a voda
temperovana na 4 °C cirkulovala chladicim ob¢hem. Dilezité je plnit kraje¢ pomalu a

ujistit se, ze neprotéka. Kraje¢ jsem zacala cca 20 min pted krajenim chladit.

Pro celou metodu je zasadni drzet jatra na ledu a v roztoku Euro-Collins po okamzité

excizi. Neni potieba jatra proplachovat, ale pouze oplachnout pufrem od krve.

Ptipravila jsem si box sledem, kédinku s K-H pufrem na fezy a Petriho misku

s filtracnim papirem a pufrem pro piipravu valeckt z tkang.

Vykrajovacem o priméru 8§ mm jsem z jater vykrojila valecky. Pti jejich tvorbé jsem
se snazila vyhnout vazivu a cévam a tvofit je soumérné. Z nich jsem pak pomoci
Krumdieckova krajece krajela fezy o tloustce 150 um rychlosti krajeni 8-10. Platky jater,
valeCky 1 vysledné fezy jsem drzela v K-H pufru neustdle na ledu. Pied krajenim je

vhodné trochu namazat hybna raménka silikonovym lubrikantem.

4.11.4 Preinkubace a inkubace ultratenkych rezi

Pouzila jsem 12 jamkové desticky, kde jsem do kazdé jamky pro prepreinkubaci
napipetovala 1 ml suplementovaného média, které bylo 30 min pfed inkubaci
pfedehiivano na 37 °C a pro inkubaci 1,3 ml média, které jiz neni tieba pfedehftivat.
Preinkubace probihala v inkubatoru, ktery byl pfipojen na pfivod pneumoxidu.
V inkubéatoru (37 °C) byla umisténa tfepacka s horizontalnim pohybem, ktera byla béhem
inkubace nastavena na 90 rpm. Kvuli ¢astému vétrani v inkubéatoru b&hem vkladani

desticek byla hladina plynli nastavena na 70 % O2/5% COz a po naplnéni zvednuta na
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85 % 02/5% COz. Po 60 min preinkubace v suplementovaném médiu bez obsahu
testovanych latek, bylo médium vyménéno za nové, které jiz obsahovalo testované latky.
S fezy jsem manipulovala entomologickou pinzetou. Kultivace fezti by neméla

presahnout 24 hod (pokles exprese a aktivity CYP, fibroza).

Vliv (-)-a-thujonu na antioxidac¢ni enzymy byl testovan v zavislosti na koncentraci,
vyslednd koncentrace studovanych latek byla 10 a 50 pM. Kontrolni fezy byly
inkubovany v piitomnosti dimethylsulfoxidu. Rezy jsem inkubovala pro danou
latku/kontrolu v triplikatech (genova exprese) nebo hexaplikatech (stanoveni enzymové

aktivity).

4.11.5 Odbér vzorku

Inkubaci jsem ukoncila po 24 hodinach a nasledné jsem fezy odebrala pinzetou do
1,5 ml mikrozkumavek obsahujicich 200 pl Na-fosfatového pufru 0,1 M (pH 7,4) pro
stanoveni aktivity enzyma (6 fezl do jedné zkumavky). Pro genovou expresi jsem
odebrala vzorek do 2 ml mikrozkumavky, pfidala 500 pl Trizolu a dala na led (1 fez ve
zkumavce). Mikrozkumavky jsem umistila do hlubokomraziciho boxu, kde byly

uchovavany pii - 80 °C.

4.11.6 Priprava homogenatu a stanoveni aktivity GST

Rezy ve fosfatovém pufru jsem na ledu rozmélnila pomoci tyginkového
homogenizatoru a poté ultrazvukového hrotu (cca 10 sekund). Zbytky vaziva a
potrhanych bunéénych membran jsem odstranila centrifugaci (10 000 g, 20 minut, 4 °C).
Vysledny homogenat jsem odebrala a rozpipetovala do plastovych mikrozkumavek. Pred
stanovenim aktivity GST jsem homogenat 3x nafedila 0,1 M Na-fosfatovym pufrem
(pH 7,4). Poté jsem stanovila aktivitu GST podle postupu uvedeného v kapitole 4.9.
Koncentraci proteind jsem stanovila metodou BCA (viz. kapitola 4.6) a homogenat jsem

nafedila 15x.

4.12 Stanoveni genové exprese

4.12.1 Izolace RNA Trizolem

Trizol je specifickd smés fenolu a guanidinisothiokyandatu, ktera umoznuje selektivni

izolaci celkové RNA (tRNA, mRNA, rRNA, microRNA) z malého mnozstvi tkani ¢i
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bun¢k. Pii izolaci RNA zlstavd zachovéna jeji integrita béhem homogenizace tkané.
Ptidavek chloroformu a nasledné stoceni rozdé€li smés na vodnou a organickou fazi,
prficemz RNA bude vyhradné v horni vodné fazi. Nasledné selektivni vysrazeni RNA

pomoci isopropanolu umozni izolaci Cisté RNA.

4.12.1.1 P¥iprava DEPC H,O

Jedna se o redestilovanou vodu (ddH20) oSetifenou diethylpyrokarbonatem (DEPC)
0,1 %. Do 1 1 ddH>0 jsem ptidala 1 ml DEPC, po protfepani nechala stat pfes noc a poté

provedla sterilizaci v autoklavu (120 °C, 20 min).

4.12.1.2 Postup

Tésné¢ pred izolaci RNA jsem pracovni plochu postiikala a otfela detergentem
RNAseZAP a vychladila centrifugu na 4 °C. Do mikrozkumavek s fezy uchovavanymi
v Trizolu jsem pfidala nerezovou kulicku a pomoci kuli¢kového homogenizatoru jsem
provedla homogenizaci (40 s, 6 m/s). Vzorky jsem pak nechala stat 5 min pfi laboratorni
teploté. Nasledn¢ jsem ptidala 100 pl chloroformu a tfepala cely stojanek
s mikrozkumavkami 15 s v ruce. Vzorky jsem nechala stat 2-3 minuty pfi laboratorni
teploté. Poté jsem je stocila ve vychlazené centrifuze (Heraeus) 15 minut pfi 12 000 g. Po
stoCeni jsem piepipetovala horni vodnou fazi (cca 2 x 100 pl) do novych 1,5 ml
zkumavek. Prepipetovani jsem provadéla opatrné tak, abych se Spi¢kou nedotkla
mezifaze nebo dolni organické faze, protoze by mohlo dojit ke kontaminaci RNA
genomovou DNA a proteiny. K piepipetované horni vodné fazi jsem ptidala 250 pl
isopropanolu a dikladné protfepala. Vzorky jsem nechala stat 10 minut pfi laboratorni
teploté. Mezitim jsem pfipravila 75 % ethanol nafedénim absolutniho ethanolu DEPC
vodou. Vzorky jsem stocila v centrifuze (Heraeus) 10 min pii 12 000 g. Zkumavky jsem
vkladala do rotoru tak, aby byly vSechny stejné oteviranim ke stfedu, aby bylo jasné, kde
1ze ptedpokladat peletu RNA a nedoslo k jejimu odsati. Poté jsem ihned slitim odstranila
supernatant a omyla peletu 0,5 ml 75 % ethanolu. Vzorky jsem v ruce pteklapénim
promichala a stoCila ve chlazené centrifuze 5 min pii 7 500 g. Sklenénou pipetou
s vytazenym koncem jsem opatrné¢ odstranila supernatant tak, aby nedoslo k odsati pelety.
Peletu jsem pak usuSila na vzduchu, az zacala zprahlednovat (cca 10 min). Rozpustila

jsem peletu v50 pl DEPC vody (50 ul pro pekné viditelnou peletu, 20 pul pro
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neviditelnou) a promichala. Vzorky jsem nechala stat asi 5 min pfi laboratorni teplot¢ a

jesté jednou promichala. Po rozpusténi jsem vzorky ulozila do ledu.

4.12.2 Méreni koncentrace a Cistoty RNA

S sebou k métfeni jsem si nachystala vzorky, pipetu na malé objemy, Spicky,
redestilovanou vodu, ¢tverecky buniCiny, kadinku na odpad, USB—flash disk a fix.
Zapnula jsem pocitac, kde jsem oteviela program NanoDrop a odklopila packu pfistroje.
Nanesla jsem 2 pl vody na ocisténi na spodni kovovy hrot a buni€inou jsem pak otiela
horni i dolni hrot. Otevftela se tabulka, kde jsem nastavila méteni RNA. Na spodni kovovy
hrot jsem nanesla 2 ul vody jako blank, lehce ptiklopila a zmétila. Vodu jsem po zméteni
otfela buni¢inou z obou hrotli. Vzorek jsem si zamichala na tfepacce a nanesla 2 pl na
spodni hrot, ptiklopila a zméfila. Do pocitace jsem napsala nazev vzorku. Poté jsem timto
zpisobem zm¢éfila vSechny vzorky. Nakonec jsem pfistroj otfela a ocistila 2 pul vody.

Z NanoDropu jsem exportovala celou tabulku s vysledky.
V tabulce jsem vycetla potfebné udaje a to:

1) koncentraci RNA;

2) Ccistotu I (kontaminace proteiny) — pomér absorbanci A260(DNA)/A280(proteiny)
by mél byt > 1,8;

3) cistota II (kontaminace fenolem) — hodnota by se méla blizit 2, ale obvykle je

kolem 1.

4.12.3 OSetieni DNAsou

Osetfeni vzorkii RNA DNAsou, ktera selektivné $tépi pouze DNA a odstrani

pfipadnou kontaminaci vzorkli genomovou DNA.

4.12.3.1 Zasobni roztoky

DEPC H,O
Popis v kapitole 4.12.1.1.

0.5 M EDTA pH 8.0

Navazila jsem 18,61 g EDTA (ethylendiamintetraacetat) a rozpustila v 80 ml DEPC
vody. Nasledn¢ jsem piidala 2 g NaOH pelet, michala a méfila pH, dokud se EDTA
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nerozpustila, coz bylo, kdyZ se hodnota pH pftiblizovala hodnoté 8,0. Poté jsem doplnila

vodou do 100 ml.

0.1 M EDTA pH 8.0

Nartedila jsem ze zasobniho 0,5 M roztoku redestilovanou vodou v poméru 1:4.

Pouzila jsem 100 pl zasobniho roztoku a 400 pl ddH2O.

4.12.3.2 Postup

Ptipravila jsem si reak¢ni smeés o celkovém objemu 30 ul do 0,5 ml zkumavek. Smisila
jsem:

4 ug RNA (ptepocitané dle koncentrace)

18 ul pufru

6 ul DNAse

x ul DEPC H>O (do 30 pl).

Nejprve jsem pro vSechny vzorky + 2 navic pfipravila mastermix, ktery obsahoval
DEPC vodu, DNAsu a pufr, promichala jsem ho $pi¢kou a mirn¢ stocila. Mastermix jsem
rozpipetovala do jednotlivych 0,5 ml mikrozkumavek a pridala jsem vzorky v mnozstvi
4 ul. Vzorky jsem promichala, stocila a nechala inkubovat v Thermomixeru 25 min pii
37 °C s tfepanim 400 rpm. Po inkubaci jsem vzorky uloZila na led a pfidala 1,5 ul 0,1 M
EDTA, promichala a mirn¢ sto€ila. Poté jsem je nechala inkubovat 5 minut pii 75 °C,

¢imz doslo k inaktivaci DNAsy. Nakonec jsem pfidala 8,5 ul DEPC H»O.

Vysledna koncentrace RNA je 0,1 pug/ul. Takto oSettena RNA je pfipravena pro

reverzni transkripci. Vzorky se uchovavaji v hlubokomrazicim boxu pii -70 °C.

4.12.4 Reverzni transkripce

RNA je reverzni transkriptasou pfevedena na jednofetézcovou cDNA s pouzitim

jednoho primeru.

4.12.4.1 Reagencie

Reverzni transkriptasa (RT) — ProtoScript 11
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Reakéni pufr — je dodavan spolu s reverzni transkriptasou
DTT — 10x, dodavan s reverzni transkriptasou
Smés ANTP — 5 mM

Nahodné hexamery (N6)

DEPC H,O

4.12.4.2 Postup

Ptipravila jsem si smés 8 ul RNA fedéné na 0,1 pg/ul a 1 pl hexamert do 0,2 ml
mikrozkumavek, ve dvou paralelnich sadach pro kazdy vzorek, kdy jedna je na reverzni
transkripci a jedna na noRT kontrolu (bez ptidavané RT). Vzorky jsem promichala na

ttepacce a stocila.

Vzorky jsem vlozila do PCR cykléru, zaviela a koleCkem utdhla viko. Poté jsem
vybrala metodu PMCDNA a spustila. V cykléru se vzorky zahtivaji 5 min pii 65 °C. Poté

jsem zkumavky umistila do chladiciho stojanku a na cykléru mezitim nastavila pause.
Ptipravila jsem si mastermixy RT a noRT podle poctu vzorkt (+ 1-2 navic) dle Tab. 5.

Tabulka 5.: Slozeni mastermixu RT+ a noRT.

RT+ noRT
16 pl pufru 5x 16 pl pufru 5x
8 ul DTT 8 ul DTT
16 ul dNTPs 16 ul dNTPs
2 ul RT -
14 pl HO 16 ul HO

Vzorky jsem vyjmula z ledu a v boxu jsem k nim pfidala 11 pl mastermixu RT+ do
jedné sady a 11 pl mastermixu noRT do sady druhé. Nasledné jsem vzorky promichala

na tfepacce a stocila.

Vzorky jsem dala zpét do cykléru a opét spustila metodu. Pii pouziti ndhodnych
hexamert se vzorky nejprve zahtivaji 10 min na 25 °C, poté se reakéni smés zahtivala

v PCR cykléru 50 min pii 42 °C (syntéza DNA) a 5 min pii 85 °C (denaturace RT).
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Po reakci jsem ksmési piidala 80 pl redestilované vody, ¢imz jsem zfedila

ptipravenou cDNA 5x a do naslednych PCR reakci jsem ptidala 5 pl (5 pul odpovida 40 ng

RNA) fedéné cDNA.

Takto ptipravenou cDNA uchovavame pii -20 °C.

4.12.5 Kvantitativni PCR v realném case

4.12.5.1

Reagencie

Smés SYBR Green I (QPCR kit) — 2x koncentrovany, obsahuje DNA polymerasu,

dNTPs, pufr a SGI

Forward primer — fedény na koncentraci 5 pM

Reverse primer — fedény na koncentraci 5 pM

Redestilovana voda

Red&ni cDNA (1:4)

4.12.5.2 Postup

Nejprve jsem si do 0,5 ml plastovych mikrozkumavek napipetovala mastermix pro

cilovy gen a mastermix pro referen¢ni gen. Struktura pouZzitych primeri je v Tab. 7.

Piiprava qPCR smési pii finalni koncentraci primertt 250 nM byla provedena podle

Tab. 6.

Tabulka 6.: SYBR gPCR Master Mix.

SYBR gPCR Master Mix 250 nM 250 nM
1X Pro x reakci - Ref. | Pro x reakei — Cil.

gen gen

voda 4,2 109,2 75,6

2 X SG mix 10,0 260,0 180,0

F Primer (5 uM) 0,4 10,4 7,2

R Primer (5 uM) 0,4 10,4 7,2

Smichat MasterMix a pipetovat 15 ul do stripi

cDNA (fedénd 1:4) 5,0 -

Celkem 20,0 -
X =26 X=18
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Smés mastermixu jsem rozpipetovala po 15 pl do PCR desti¢ek. Poté jsem piidala 5 pl
fedéné cDNA v duplikatech, pro NTC jsem pipetovala 5 pl vody. noRT ¢cDNA jsem

zhotovila jen pro referencni gen a jen jednou.

PCR desticku jsem uzavrela folii, ditkladné utésnila a stocCila v centrifuze s vykyvnym
rotorem pro destiCky. Desticku jsem poté vlozila do PCR cykléru a spustila program
QuantStudio 6, kde jsem popsala vzorky a jejich rozlozeni. Zkontrolovala jsem pribéh

fluorescencnich kiivek, kiivky tani a data exportovala do Excelu.
Vypocet jsem provedla podle metody ,,Comparative Ct* dle vzorce.
2"(=ACq) (ACq = Cq(TG) — Cq(RG))

kde TG ptedstavuje cilovy gen a RG referencni gen. Geometricky primér Ct hodnot
genit ACTB a YWHAZ jsem pouZila jako referen¢ni gen. Tyto geny byly vyhodnoceny

jako nejstabilngjsi v programu RefFinder.

Pouzité primery (Tab. 7) navrhla doc. Petra Matouskova v programu Primer3 a
spole¢nost Generi Biotech (Hradec Kralové) je nasyntetizovala a dodala. Funk¢énost a

ucinnost téchto primert pied pouzitim ovétil PharmDr. Tomas Zarybnicky, Ph.D.

4.13 Statistické zpracovani vysledku

Vzorky jsem meéfila vzdy alespon v triplikatech a kazdé stanoveni jsem provedla
alespon tfikrat. Vysledky jsem vyjadrila jako primér + SD. Statistické hodnoceni rozdilt
mezi skupinami jsem provedla pomoci jednocestné ANOVA s Dunnettovym testem v
programu GraphPad Prism 7 (GraphPad Software). Rozdily jsou povaZovany za

vyznamné, kdyz p < 0,05 a jsou v grafu oznaceny *.
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Tabulka 7.: Struktura pouzitych primeru.

Zkratka Cislo v genové | Nazev genu Fyziologicka funkce Sekvence primeru 5°-3"
bance
Cilové geny
Detoxikace elektrofilnich latek, E: CGCTACTTCCCTGCCTTTGA
GSTA1 NM 145740.5 | Glutathion-S-transferasa o ochrapa pred ROS a produkty R: GCCCGGCTCAGCTTGTTG
peroxidace
. . .. F: AGCCTTTTGAGACCCTGCTG
GSTP1 NM _000852.4 | Glutathion-S-transferasa © Metabolismus xenobiotik R: GTCAGCGAAGGAGATCTGGTC
. . Ochrana pied oxida¢nim stresem — | F: TATCGAGAATGTGGCGTCCC
GPxl1 NM 201397.3 | Glutathionperoxidasa 1 odstranéni HaO» R: TCTTGGCGTTCTCCTGATGC
. . . C v F: GCACCTTCCCAACCATCAAC
GPx2 NM_002083.4 | Glutathionperoxidasa 2 Ochrana pied oxida¢nim stresem R: GCAACTTTAAGGAGGCGCTT
. . Ochrana pied oxidacnim stresem — | F: GAGATCAAAGAGTTCGCCGC
GPx4 NM_002085.5 | Glutathionperoxidasa 4 odstranéni lipidov§ch hydroperoxidii | R: TGCTGAACATATCGAATTTGACG
g Ochrana pfed oxidacnim stresem — | F: ATCCAGAAAACACGGTGGGC
SODI1 NM_000454.5 | Superoxiddismutasa 1 odstrandni superoxidu R: TCACATTGCCCAAGTCTCCA
Ochrana pfed oxidanim stresem — | F: GAGAAGTGCGGAGATTCAACAC
CAT NM_001752.4 | Katalasa odstranéni H20; R: TCACATAGAATGCCCGCACC
. UdrZovani glutathionu v redukovaném | F:
GR NM_000637.5 | Glutathionreduktasa zovanti glutathionu v recukov B TGCOTGAATGTTGGATGTAT

stavu

R: CCCTCACAACTTGGAAAGCC

Referencni geny pro normalizaci mRNA

F: TCCCTGGAGAAGAGCTACGAG

ACTB NM 001101.4 | B-aktin Strukturni protein cytoskeletu R: CAGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
Tyrosin-3- F: TGATCCCCAATGCTTCACAAG
YWHAZ | NM 003406.3 | monooxygenasa/tryptofan-5- Soucéast celé fady signalnich drah ’

monooxygenasa aktivacni protein {

R: GCCAAGTAACGGTAGTAATCTCC




5. VYSLEDKY

V experimentalni Casti prace jsem nejprve sledovala vliv péti bicyklickych
monoterpentt v koncentraci 100 uM na aktivitu hlavnich antioxida¢nich enzymu
v jaternim cytosolu ziskaném od Sesti pacientll. Konkrétné se jednalo o dva isomery kafru
((IR)-(+)-kafr a (15)-(-)-kafr), kamfen, (-)-fenchon a (-)-a-thujon. Na zakladé ziskanych

vysledki jsem vybrala neji¢innéj$i monoterpen.

V dalsi c¢asti prace jsem pouzila komplexnéjsi modelovy systém, kterym byly
ultratenké jaterni fezy (PCLS) ziskané od tfi pacientd. Vyhodou tohoto modelu je
zachovani struktury tkéané, kde jsou pfitomny vSechny typy buné¢k typické pro danou tkan.
Interakce mezi bufikami a mezi builkami a mezibunéfnou hmotou jsou rovnéz
neporuseny. PCLS tedy napodobuji funkci jater a je moZné s pomoci nich studovat zmény
v genové 1 proteinové expresi a v aktivité enzyml metabolickych drah. Jsou rovnéz
vhodnym modelem pro studium jaternich onemocnéni, jako jsou alkoholickd a
nealkoholicka steatohepatitida, virova hepatitida ¢i nadory (Palma et al. 2019). V této
¢asti prace jsem sledovala vliv (-)-o-thujonu na aktivitu GST a expresi mRNA osmi

hlavnich isoforem antioxidacnich enzymii, které jsou exprimovany v jatrech.

5.1 VIliv monoterpenti na aktivitu antioxida¢nich enzymii
v lidském jaternim cytosolu

Sledovala jsem vliv bicyklickych monoterpeni na aktivitu ¢tyf antioxida¢nich
enzymdu, konkrétné se jednalo o GST, GPx, GR a CAT. VSechny monoterpeny byly
testovany v koncentracich 100 uM. Aktivitu ve vzorcich obsahujicich monoterpeny
jsem porovnavala s aktivitou v kontrolnich vzorcich. Stanoveni aktivity probihalo
sledovanim vzriistu nebo poklesu absorbance. Z naméfené absorbance jsem vypocitala
aktivitu enzymu, kterou jsem vztahla na mnoZstvi proteinu a ziskala tak specifickou
aktivitu enzymu a jeji hodnoty zanesla do grafu. Specificka aktivita v kontrolnich

vzorcich byla vyjadiena jako 100 %.

V nésledujicich kapitoldch diplomové préace, jsou na obrdzcich vzdy znazornény
zmeény aktivity antioxida¢nich enzymt vlivem jednotlivych bicyklickych monoterpent.
K vyhodnoceni jsem vyuzivala statistické analyzy, které jsem ziskala v programu

GraphPad Prism pomoci jednocestné ANOVy (one-way ANOVA). Statisticky vyznamné
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zmény jsou v obrazcich oznafeny *. Data jsou v grafech prezentovana v rozsahu

80-125 %, aby byl Iépe patrny vliv danych latek na aktivitu enzymd.

Mezi jednotlivymi pacienty jsou patrné interindividualni rozdily.
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5.1.1  Vliv monoterpenii na aktivitu glutathionreduktasy

Ze zjisténych vysledkt (Obr. 19) je patrné, ze vliv monoterpent (+)-kafru, (-)-kafru,
kamfenu a (-)-fenchonu na aktivitu glutathionreduktasy (GR) je nevyznamny. Rozdil vici

kontrole se pohyboval pouze v rozmezi + 4 %.

Jediny statisticky vyznamny vliv vykazoval (-)-a-thujon, ktery u pacientt 38, 42 a 44
vyvolal zvySeni aktivity GR.

U pacienta 38 (-)-a-thujon mirné zvysil aktivitu GR o 11,8 %, nicméné se nejedna o

statisticky vyznamné zvySeni aktivity.

U pacienta 42 (-)-o-thujon vSak vykézal statisticky vyznamné zvySeni aktivity ve

srovnani s kontrolou o 13,6 %, se statistickou pravdépodobnosti 99,9 % (p < 0,001, ***),

U pacienta 44 (-)-a-thujon vykazal statisticky vyznamné zvyseni aktivity ve srovnani

s kontrolou o 12,6 %, se statistickou pravdépodobnosti 99 % (p < 0,01, **).

Stanoveni aktivity glutathionreduktasy
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Obrazek 19.: Graficke zobrazeni vlivu bicyklickych monoterpenii na specifickou aktivitu
GR u 6 darcii. Kazdy sloupec predstavuje prumer ze tii mereni + SD. Skupiny oznacené
*E g *** se signifikantne lisi od kontroly (p < 0,01 ap < 0,001).
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5.1.2  Vliv monoterpenii na aktivitu glutathionperoxidasy

Utinek monoterpenti na aktivitu glutathionperoxidasy (GPx) nebyl statisticky
vyznamny u zadného z pacientil, presto ale Ize ve vysledcich nalézt urcité zmeény aktivity

(Obr. 20).

U vétsiny pacientd bylo patrné sniZeni aktivity glutathionperoxidasy, které se
pohybovalo v rozmezi od 5-7 % nebo nedoslo k Zadné zmeéné aktivity vici kontrole.
Zvyseni aktivity GPx bylo pozorovano pouze u jednoho pacienta, a to vlivem
monoterpenu (-)-o-thujonu. Jednalo se o pacienta 44, u kterého toto zvyseni aktivity

¢inilo 10 %, nicméné tato hodnota neni statisticky vyznamna.

Zavérem je mozné shrnout, Ze v piipad¢ stanoveni aktivity glutathionperoxidasy

nebyla nalezena Zadna statisticky vyznamna zmeéna aktivity vii¢i kontrole.
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Obrazek 20.: Grafické zobrazeni viivu bicyklickych monoterpenui na specifickou aktivitu
GPx u 6 darcu. Kazdy sloupec predstavuje priumer ze tii mereni £ SD.
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5.1.3  Vliv monoterpenii na aktivitu glutathion-S-transferasy

Pti sledovani u¢inku monoterpent na aktivitu glutathion-S-transferasy (GST) bylo
mozné pozorovat nékolik ptipadi, kdy vysledné hodnoty vykazovaly statisticky vyrazné

zmény.

U pacienta 37 se aktivita GST meéni napfi¢ jednotlivymi monoterpeny. Nejmensi
zménu, ktera se vesla do 4 %, vykazaly (+)-kafr, (-)-kafr a kamfen. (-)-Fenchon vykazal
statisticky vyznamné zvySeni aktivity, které¢ odpovida 6,9 % vuci kontrole. (-)-a-Thujon
vykazal taktéz statisticky vyznamné zvyseni aktivity, které dosahuje navyseni o 10,1 %

vuci kontrole.

U pacienta 38 pak doslo k statisticky vyznamnému zvySeni aktivity u kamfenu, které
odpovidalo 3,7 % vuc¢i kontrole. Déle vykézal zvySeni aktivity (-)-fenchon a (-)-a-thujon,

ato 0 6,3 % respektive 8,2 %, coz Ize také vyhodnotit jako statisticky vyznamné zmény.

U pacienta 39 bylo sledovano vyznamné zvySeni aktivity opét u kamfenu, které bylo
0 9,1 %. Dale pak aktivitu GST zvysil (-)-fenchon a (-)-a-thujon, o 14 % respektive

15,7 %. VSechny tyto zmény byly povazovany za statisticky vyznamné.

U pacienta 42 doslo k statisticky vyznamnému zvyseni aktivity o 6,3 %, a to

u (-)-fenchonu a 0 5 % u (-)-a-thujonu.

U pacienta 43 vykazal statisticky vyznamné zvySeni aktivity rovnéZ (-)-fenchon

06,2 % a (-)-a-thujon o 7,7 %.

U pacienta 44 bylo moZné pozorovat statisticky vyznamné zvySeni aktivity opé&t

u (-)-fenchonu, a to 0 5,6 %. Také (-)-a-thujon vykézal zvyseni, které bylo 12,2 %.

Vliv vSech ostatnich monoterpent na aktivitu GST nevykazoval Zddné zmény vici

kontrole nebo pouze nesignifikantni zvySeni.

Vyznamné zvyseni aktivity vlivem kamfenu je u pacientl 38 a 39 mozZno vyjadfit se

statistickou pravdépodobnosti 95 % (p < 0,05 *).

Pro vSechny naméfené hodnoty se zména aktivity u (-)-fenchonu jevi statisticky
vyznamna s pravdépodobnosti sahajici vV rozmezi 95 — 99,9 %

(p <0,05 *-p<0,001 ***),
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Pro vSechny namétené hodnoty monoterpenu (-)-a-thujon se taktéz jevi zvySeni
aktivity statisticky vyznamné a dominuje pravdépodobnost 99,9 % (p < 0,001 ***) u tfech

pacientt.

Detailni znazornéni signifikantnich zmén s je uvedeno na Obr. 21.

Stanoveni aktivity glutathion-S-transferasy

125

120

kK k

)k
k%

k% k

115

*k k%
*

*
K% %

110
105 I f I -
100 I

95

Specifickd aktivita (% kontroly)

90

85

80
37 38 39 42 43 44

H Kontrola m(+)-kafr m (-)-kafr kamfen mfenchon ™M a-thujon

Obrazek 21.: Grafickeé zobrazeni vlivu bicyklickych monoterpenii na specifickou aktivitu
GST u 6 darcii. Kazdy sloupec predstavuje primer ze tri méreni = SD. Skupiny oznacené
kA% RE* se signifikantné liST od kontroly (p < 0,05, p < 0,01 ap < 0,001).
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5.1.4  Vliv monoterpenii na aktivitu katalasy

V ptipad¢ stanoveni aktivity katalasy (CAT) miizeme pozorovat rozdilné projevy
zmény aktivity, nicméné zadna neni signifikantni (Obr. 22). Zatimco u pacienta 42
zpusobily vSechny monoterpeny pokles aktivity CAT o 5,8 — 13,9 %, tak u pacienta 43
doslo naopak vlivem vSech studovanych latek ke zvySeni aktivity o 6,6 — 12,5 % ve

srovnani s kontrolou. V obou piipadech byl nejucinnégjsi slouceninou (-)-kafr.

Zavérem je mozné fici, Ze v ptipad¢ stanoveni aktivity katalasy nebyla nalezena zddna

statisticky vyznamné zmeéna aktivity vici kontrole.
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Obrazek 22.: Grafické zobrazeni viivu bicyklickych monoterpenii na specifickou aktivitu
CAT u 6 darcu. Kazdy sloupec predstavuje primeér ze tri mereni = SD.

5.1.5 Zavér

Ze zkoumanych zmén aktivit vlivem jednotlivych monoterpend vyplyva, Ze nejvétsi
vliv na aktivitu vykazuje (-)-a-thujon. Z tohoto divodu jsem se v dalsi c¢asti

experimentalni prace zametila pravé na tento bicyklicky monoterpen.
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5.2 Vliv (-)-o-thujonu na aktivitu GST a expresi mRNA
antioxidacnich enzymia v ultratenkych lidskych jaternich
fezech

Lidské PCLS jsem inkubovala s DMSO (kontrola) nebo roztokem monoterpenu
(-)-o-thujonu ve findlnich koncentracich 10 pM a 50 uM pti 37 °C po dobu 24 hodin. Pro
stanoveni enzymové aktivity byly vzorky inkubovany v hexaplikatech. Stanovovala jsem
pouze aktivitu GST, ktera byla ptisobenim této latky nejvice ovlivnéna v lidském jaternim
cytosolu. Enzymovou aktivitu GST jsem stanovovala spektrofotometrickou metodou za
pouziti univerzélniho substraitu CDNB. Tato metoda je zalozena na detekci
2,4-dinitrobenzenglutathionu, coz je produkt reakce katalyzované GST (Habig et al.
1974, Lnénickova et al. 2017).

Vzorky pro méfeni exprese mRNA antioxidacnich enzymi jsem inkubovala vzdy
v triplikatech. Sledovala jsem relativni genovou expresi ndsledujicich 8 vybranych
zastupcu: GSTA1, GSTP1, GPxl1, GPx2, GPx4, GR, CAT a SOD. Pro stanoveni
relativniho mnozstvi mRNA cilovych gent jsem pouzila komparativni ACt metodu. Jako

referencni gen jsem pouzila geometricky primér ACTB a YWHAZ.
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5.2.1  Vliv (-)-a-thujonu na enzymovou aktivitu GST v PCLS

Na Obr. 23 je graf popisujici enzymovou aktivitu GST v PCLS z jaternich vzorki
pacientii 46, 48 a 51. Rezy ovlivnéné (-)-o-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM
vykazovaly u pacientl interindividudlni rozdily. Jedind statisticky vyznamna zména
probéhla u pacienta 51, kde lze vidét zvySeni aktivity GST jak u 10 uM, tak u 50 uM
koncentrace (-)-a-thujonu a to 0 22,8 % (p < 0,01 **) resp. 0 34,2 % (p < 0,0001 ****),

Enzymova aktivita GST v PCLS
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Obrazek 23.: Specificka aktivita GST v lidskych ultratenkych jaternich vezech
ovlivnénych (-)-a-thujonem. Kazdy sloupec predstavuje primér ze tri méreni + SD.
Hvezdicky znazornuji hodnoty, které se signifikantné lisi od kontroly a jsou statisticky
vyznamné (p < 0,01 ** p < 0,0001 ***%*),
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5.2.2  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GSTA1 v PCLS

Na Obr. 24 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GSTA1. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM vykazovaly u pacienta 48 zvySeni u obou
koncentraci pouzitého (-)-a-thujonu, a to 1,6x, respektive 2x. Vys$§i z hodnot
pfedstavovala statisticky vyznamny vliv s pravdépodobnosti 95 % (p < 0,05 *). V ptipadé
ostatnich pacienti doSlo jen k malym zméndm oproti kontrole, které vSak nebyly

statisticky vyznamné.
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Obrazek 24.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi GSTAI.
Relativni exprese genu GSTAI byla normalizovana na geometricky priimer referencnich
genii ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako priimér = SD (n=3). Hvezdicky
znazornuji hodnoty, které se signifikantné lisi od kontroly a jsou statisticky vyznamné
(p <0,05%*).
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5.2.3  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GSTP1 v PCLS

Na Obr. 25 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GSTP1. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM vykazovaly zvySeni aktivity pouze
u pacienta 51. V ptipadé 10 uM koncentrace (-)-a-thujonu u pacienta 51 doslo k zvySeni
2,5x vici kontrole, coz ma statisticky vyznam s pravdépodobnosti 99 % (p < 0,01 *%*).
U druhé méfené koncentrace bylo zvyseni exprese pouze 1,3x. U pacientli 48 a 52 nebyly

pozorovany zmény v expresi GSTP1.
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Obrazek 25.: Viiv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi GSTPI.
Relativni exprese genu GSTP1 byla normalizovana na geometricky priimér referencnich
genii ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako prumér + SD (n=3). Hvezdicky
znazornuji hodnoty, které se signifikantné lisi od kontroly a jsou statisticky vyznamné
(p < 0,01 **).
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5.2.4  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GPx1 v PCLS

Na Obr. 26 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GPx1. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM vykazovaly pouze mirné zvySeni ¢i
sniZzeni exprese (pacienti 48 a 51 vs. pacient 52). Nicméné se v ani jednom piipadé

nejednd o statisticky vyznamny vliv.
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Obrazek 26.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi GPxI.
Relativni exprese genu GPxI byla normalizovana na geometricky priumeér referencnich
genit ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako primer £ SD (n=3).
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5.2.5  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GPx2 v PCLS

Na Obr. 27 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GPx2. U pacienta 48 doslo
ke zvyseni exprese mRNA 1,7x u 10 uM koncentrace (-)-a-thujonu, coz mé statisticky
vyznamny vliv s pravdépodobnosti 95 % (p < 0,05 *). V ptipad¢ pacienta 51 doslo
k zvySeni 1,2x vlivem 10 uM (-)-a-thujonu, ale diky velké variabilit¢ mezi jednotlivymi
biologickymi replikaty se nejedna o statisticky vyznamny vliv. U pacienta 51 doslo
zaroven vlivem 50 uM (-)-a-thujonu ke sniZzeni exprese mRNA GPx2 o 48,6 % oproti

kontrole, ale tento ui€inek nebyl statisticky vyznamny.
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Obrazek 27.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-o-thujonu na genovou expresi GPx2.
Relativni exprese genu GPx2 byla normalizovana na geometricky priimér referencnich
genii ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako prumér + SD (n=3). Hvezdicky
znazornuji hodnoty, které se signifikantné lisi od kontroly a jsou statisticky vyznamné
(p <0,05%*).
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5.2.6  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GPx4 v PCLS

Na Obr. 28 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GPx4. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 pM a 50 uM nevykazovaly Zadnou statisticky
vyznamnou zménu oproti kontrole. V piipad€ pacienta 48 se zda, Ze 10 uM (-)-a-thujon
m¢l na expresi GPx4 vétsi vliv a doSlo k zvySeni 1,4x, nicméné tato hodnota byla

nesignifikantni vlivem velké variability mezi biologickymi replikaty.
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Obrazek 28.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi GPx4.
Relativni exprese genu GPx4 byla normalizovana na geometricky priimér referencnich
genit ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako primer = SD (n=3).
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5.2.7  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi GR v PCLS

Na Obr. 29 je uveden vliv (-)-a-thujonu na genovou expresi GR. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM nevykazovaly zadnou statisticky
vyznamnou zménu, oproti kontrole. V pfipad€ pacienta 48 doSlo v obou métfenych
koncentracich k mirnému zvySeni exprese mRNA, a to o 1,3x respektive 1,2x, ale oba
tyto vysledky nejsou statisticky vyznamné. U pacienta 51 doslo k nevyznamnému snizeni

mRNA exprese.
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Obrazek 29.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi GR.
Relativni exprese genu GR byla normalizovana na geometricky primer referencnich genii
ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako prumeér + SD (n=3).
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5.2.8  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi CAT v PCLS

Na Obr. 30 je uveden vliv (-)-o-thujonu na genovou expresi CAT. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 pM a 50 uM nevykazovaly Zadnou statisticky
vyznamnou zménu oproti kontrole. V ptipad€ pacienta 48 doSlo k malému zvySeni
genové exprese vlivem 10 uM (-)-a-thujonu, a to 1,3x, oproti kontrole. U pacienta 52
doslo vlivem (-)-a-thujonu 10 uM resp. 50 uM k poklesu exprese CAT o 39,1 resp.

49,5 %. Ani v jednom ptipadé se vSak nejednalo o statisticky vyznamny vliv.
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Obrazek 30.: VIiv bicyklického monoterpenu (-)-o-thujonu na genovou expresi CAT.
Relativni exprese genu CAT byla normalizovana na geometricky priumeér referencnich
genii ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadreny jako priumeér = SD (n=3).
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5.2.9  Vliv (-)-a-thujonu na mRNA expresi SOD v PCLS

Na Obr. 31 je uveden vliv (-)-o-thujonu na genovou expresi SOD. Rezy ovlivnéné
(-)-a-thujonem v koncentracich 10 uM a 50 uM nevykazovaly Zadnou statisticky
vyznamnou zmé&nu oproti kontrole. V ptipad¢€ pacienta 48 bylo mozné pozorovat zvySeni
exprese SOD vlivem 10 uM (-)-a-thujonu, a to 1,4x, ale vzhledem k vétS§im odchylkdm
mezi replikaty se nejednd o statisticky vyznamny vliv. I v koncentraci 50 uM vykazoval
(-)-a-thujon mirné zvyseni exprese SOD a stejné tak u pacienta 51. Naproti tomu

u pacienta 52 doslo vlivem a-thujonu k poklesu exprese SOD o0 29,4 resp. 42,7 %.
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Obrazek 31.: Vliv bicyklického monoterpenu (-)-a-thujonu na genovou expresi SOD.
Relativni exprese genu SOD byla normalizovana na geometricky prumeér referencnich
genii ACTB a YWHAZ. Vysledky jsou vyjadieny jako priimeér + SD (n=3).
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6. DISKUSE

Rostliny hraly vyznamnou ulohu pfi udrzovani lidského zdravi a zlepSovaly kvalitu
zivota po tisice let. Slouzily lidem jako cenné slozky koteni, napojii, barviv, kosmetiky a
1é¢iv. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) odhaduje, ze ptiblizn€ 80 % svétové
populace se spoléhd na tradi¢ni medicinu jako jejich primdrni zdravotni péci. VéEtSina
z téchto terapeutickych rezimii zahrnuje pouziti rostlinnych extraktii nebo jejich aktivnich

slozek, jako napiiklad terpent (Wagner et al. 2003).

Terpeny jsou skupinou latek, které se vyskytuji téméi v kazdé ptirodni potrave. Jednou
z jejich hlavnich podtiid jsou monoterpeny, které jsou uvadény jako latky prospésné pro
zlepseni a hlavné udrzeni plného zdravi. V ptirod¢€ jsou terpeny zapojeny do témét kazdé
interakce mezi rostlinou a ZivoCichem, rostlinou a rostlinou nebo rostlinou
a mikroorganismy. Zastupuji roli feromoni, fytoalexini a obrany proti Skiidciim. Aby
bylo mozné hovoftit o jejich prospéSnosti, musi byt prokazan vyznamny dopad latky na

lidsky metabolismus nebo dobie definované biomarkery (Wagner et al. 2003).

Nicméné nékolik studii ukdzalo, Ze nékteré monoterpeny (napft. pulegon, menthofuran,
kafr a limonen) vykazovaly hepatotoxicitu, ktera je zptisobena hlavné tvorbou reaktivnich
metabolitil, zvySenim koncentraci reaktivnich forem kysliku a zhorSenou antioxida¢ni

obranou (Zarybnicky et al. 2018).

Oxidacni stres vede k naruseni rovnovahy mezi produkci intracelularnich reaktivnich
forem kysliku (ROS) a jejich destrukci enzymovymi a neenzymovymi antioxida¢nimi
systémy. Zastava také klicovou roli v patogenezi mnoha onemocnéni, vcetné
neurodegenerativnich, kardiovaskuldrnich a rendlnich onemocnéni, rakoviny a chronické
obstrukéni plicni nemoci (CHOPN). Nekontrolovatelnd nadmérna produkce ROS miize
poskodit bunécné struktury a vést ke ztrat¢ homeostazy a naruseni normalnich funkci.
Bylo zjisténo, Ze antioxidanty jsou U€inné pii prevenci a oddaleni skodlivych ucinka
ROS. Byly identifikovany rizné tfidy pfirodnich produktt, které vystupuji jako
kandidatni antioxidanty s potencidlnim terapeutickym pouzitim pii onemocnénich
spojenych s oxida¢nim stresem (Liguori et al. 2018, Porres-Martinez et al. 2016). Jednou
ze skupin vykazujicich tyto u€inky jsou pravé monoterpeny, na které jsem se zameétila

v experimentalni ¢asti této diplomové prace.
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V soucasné dobé¢ existuje velky zdjem o nalezeni novych a bezpecnych antioxidanti
z pfirodnich zdroji. PfedevSim kvili jejich u¢inku v prevenci oxidacniho poskozeni
zivych bunék. Antioxidanty lze povazovat za tzv. chemické pohlcovace energie a
elektronti, které jsou schopné vychytdvat a eliminovat ROS, chelatovat ionty

pfechodnych kovil a tim branit tvorbé ROS (Aazza et al. 2011).

Jednim z cild této diplomové prace bylo sledovani ucinkl vybranych bicyklickych
monoterpentt (+)-kafru, (-)-kafru, (-)-fenchonu, kamfenu a (-)-a-thujonu na aktivitu
antioxida¢nich enzymu glutathionperoxidasy, glutathionreduktasy,
glutathion-S-transferasy a katalasy v lidském jaternim cytosolu. O biologické aktivité
zminénych monoterpenti vime mnoho, ov§em o jejich vlivu na antioxida¢ni enzymy jsem

v dostupnych studiich nalezla velmi malo.

Sheweita et al. (2016) se ve své studii zabyvali zkoumanim ulohy silic extrahovanych
z fenyklu, kminu a hfebicku jako pfirodnich antioxidantli pfi zmirfiovani hepatotoxicity
vyvolané cyklofosfamidem (CP). Aplikace CP jako protinddorového léciva je Casto
omezena kviili jeho toxicité. Udaje publikované v této studii ukazaly, Ze 1é¢ba mysich
samcu cyklofosfamidem vyvolava hepatotoxicitu provazenou zvysenim aktivity jaternich
enzymu v plasmé. Hlavni chemické slozky zastoupené v téchto silicich byly analyzovany
pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Ve fenyklové silici byly
zastoupeny prevazné estragol, limonen, fenchon, a-pinen a frams-anethol. Samotné
podavani silic nevyznamné zménilo hodnoty jaternich biochemickych markert. Zatimco
kombinovanym podavanim s CP se tyto hodnoty ¢astecné normalizovaly. Bylo takeé
zjiSténo, ze CP indukuje hladiny volnych radikalli a inhibuje aktivity antioxidacnich
enzymi GST, GR, GPx, SOD, CAT a zpiisobuje vyznamné sniZzeni koncentrace GSH.
Samotné podavani silic mélo za nasledek ptiznivy Gc¢inek na tyto enzymy, a to tak, Ze
zvysilo jejich aktivitu. Soucasné nedoslo ke sniZzeni koncentrace GSH ani ke zvySené
peroxidaci lipidi. Spole¢né podavani s CP vedlo ke sniZzeni peroxidace lipidi a
kompenzovalo vyc€erpani enzymovych (GST, GR, GPx, SOD, CAT) a neenzymovych
(GSH) antioxidanta. Silice tedy obnovily zmény v aktivitdich antioxida¢nich enzymu

zpisobené CP na jejich normdlni hladinu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Shata et al. (2014) se ve své studii zabyvali studiem ochrannych vlastnosti kafrové
silice proti toxicité zpiisobené atrazinem. Atrazin je Siroce pouzivany pesticid pouzivany

na plodiny, jako je s6ja a kukufice, a je nej€astéji detekovanym pesticidem v podzemnich
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vodach. Studie probihala na samcich albinotickych potkant typu Swiss. Samotny kafr a
prekvapivé ani samotny atrazin neovliviiovali hladiny malondialdehydu (MDA, marker
peroxidace lipidl) ani aktivitu SOD. Ve skupinach osetfenych kombinaci atrazinu a kafru
bylo pozorovano vyznamné, 1,5nasobné zvySeni aktivity SOD. Zda se tedy, ze
kombinace téchto dvou sloucenin vyvolala u potkanti oxidacni stres, jehoz nasledkem byl
aktivovan antioxidacni systém a doslo ke zvySeni aktivity SOD. Tento enzym pfispiva
k prvni linii antioxida¢ni drahy, regeneruje bunky a redukuje poskozeni zpiisobené

superoxidem.

Jiz v teoretické casti této diplomové prace zminéna studie Raskovi¢ et al. (2014) se
zabyvala antioxidac¢ni aktivitou silice z Rosmarinus officinalis a jejim hepatoprotektivnim
potencidlem. Konkrétné zhodnocenim ucinka této silice na poskozeni jater vyvolané
prooxidac¢nim ¢inidlem tetrachlormethanem u potkanii. Pfi analyze rozmarynového oleje
bylo identifikovano 29 chemickych sloucenin, ze zastupct bicyklickych monoterpenil se
jednalo o kafr (12,53 %), kamfen (4,55 %) a a-thujon (0,13 %). Pro ucely studie byl
vyuzivan homogenat z jater potkant. Oxidacni stav v jatrech byl hodnocen méfenim
hladin peroxidace lipida, redukovaného GSH a aktivity antioxidac¢nich enzymi CAT,
GPx a GR. Podani jedné davky tetrachlormethanu vyvolalo 3,5ndsobné zvyseni hladin
MDA ve srovnani s kontrolni skupinou, coz naznacuje oxidac¢ni poSkozeni membran.
Také bylo zaznamendno snizeni koncentrace GSH a aktivit vS§ech zkoumanych enzymu
krom& GPx, ktera vykazovala zvySenou aktivitu. Vysledky ukazaly, Ze podani
rozmarynové silice by mohlo caste¢né normalizovat zménéné hodnoty. Samotné
podavani této silice vyznamné zvratilo vSechny tyto biochemické zmény, zejména

v davce 10 mg/kg.

Vysledky vyse zminénych studii ukazuji zvySeni aktivity antioxida¢nich enzymu po
ovlivnéni monoterpeny, konkrétné fenchonem, kafrem, thujonem a kamfenem. Nicméné
se ve vSech pifipadech jednalo o vyzkum na laboratornich zvifatech. Ve svych
experimentech jsem se zabyvala vlivem monoterpent na aktivitu antioxidacnich enzymu
v lidském jaternim cytosolu. M¢é vysledky vykazuji zvySeni aktivity enzymt predevsim
vlivem (-)-a-thujonu, ale v ptipad€ GST 1 vlivem (-)-fenchonu a kamfenu. CoZ se shoduje

s vysledky ziskanymi experimenty na zvifatech.
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V ramci diplomové préace jsem se zabyvala také vlivem (-)-a-thujonu na enzymovou
aktivitu GST a expresi mRNA osmi isoforem antioxida¢nich enzymt (GSTA1, GSTPI,
GPx1, GPx2, GPx4, GR, CAT, SOD) v ultratenkych lidskych jaternich fezech.

Existuji rozsahlé studie tykajici se obsahovych latek Salvia fruticosa (Lamiaceae),
které¢ uvadéji, ze mimo jiné obsahuje 1 bicyklické monoterpeny. Dominantni postaveni
ma 1,8-cineol, ale dale i monoterpeny kamfen, kafr a o-thujon, jez byly nalezeny
v mnozstvi vice nez 3 % a jsou povazovany za hlavni slozky silic z této rostliny. Salvia
fruticosa je znama predevsim pro svoji antioxidacni, antibakteridlni a antiproliferativni
aktivitu (Cvetkovikj et al. 2015, Giweli et al. 2013). Ve studii Altay a Bozoglu (2017)
byly sledovany modula¢ni ucinky obsahovych latek této rostliny na aktivitu a expresi
mRNA enzymt GPx4 a GSTM1 v bunkach lidského kolorektalniho karcinomu HT-29.
Po oSetteni HT-29 bunc¢k extrakty ze Salvia fruticosa se aktivita obou enzymil zvysila,
aktivita GPx 1,68nasobn¢ a aktivita GSTM 1,48nasobné. Po oSetfeni bunék extraktem
doslo ke zvyseni exprese mRNA u GPx4 i GSTM1 v porovndni s neoSetfenou kontrolni

skupinou.

Ve svych experimentech jsem zaznamenala zvySeni exprese mRNA GPx2 1,7nédsobné,
GSTP1 2,5nasobné a GSTA1 2nasobné¢, vzdy vsak pouze u jednoho jaterniho vzorku ze
tii pouzitych. V ptipadé GPx4, jejiz mRNA exprese se ve zminéné studii zvysila, jsem ve

svych vysledcich nepozorovala vyznamnou zménu vlivem (-)-a-thujonu.

Ziskané vysledky ukazuji na zvySeni aktivity a mRNA exprese néckterych
antioxidaénich enzymu po ovlivnéni (-)-a-thujonem. V piipadé GST by to mohlo vést
k ovlivnéni Gc¢innosti souc¢asné¢ podavané farmakoterapie. GST se podileji na aktivaci
nékterych proléciv. Napiiklad kanfosfamid je aktivovan pomoci GSTP1-1 na analog GSH
a vlastni cytotoxicky metabolit s alkylacnimi vlastnostmi, ktery tvoii kovalentni vazby
s DNA. Tato sloucenina je ve 3. fazi klinickych studii 1écby rezistentni rakoviny
vajeCnikll (Dourado et al. 2013). GST se rovnéZ podileji na inaktivaci n¢kterych 1éciv.
Piikladem miZe byt inaktivace protinddorového lé¢iva cisplatiny katalyzovana GSTP1-
1. Zvysena aktivita této isoformy tedy mize vést k rozvoji Iékové rezistence (Allocati et

al. 2018).
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7. ZAVER
Vysledky mé diplomové préce Ize shrnout do nésledujicich bodd:

Nejprve jsem hodnotila ucinek péti bicyklickych monoterpent (+)-kafru, (-)-kafru,
(-)-fenchonu, kamfenu a (-)-a-thujonu v koncentraci 100 uM na aktivitu antioxidac¢nich
enzymu glutathion-S-transferasy, glutathionperoxidasy, glutathionreduktasy a katalasy
v subcelularnich frakcich ziskanych z jater Sesti dobrovolnikti. Studované monoterpeny
nejvice ovliviiovaly aktivitu GST, kde jsem zaznamenala signifikantni zvySeni aktivity u
(-)-a-thujonu, (-)-fenchonu (u Sesti pacient(l) a kamfenu (u dvou pacientlt). (-)-a-Thujon
rovnéz signifikantné ovlivnil aktivitu GR u tiech pacient. Aktivita GPx a CAT nebyla
monoterpeny ovlivnéna. Pro dalsi ¢ast experimentti na lidskych ultratenkych jaternich

fezech byl vybran (-)-a-thujon.

V lidskych ultratenkych jaternich fezech pfipravenych ze tii dobrovolnikli jsem
sledovala vliv (-)-a-thujonu 10 a 50 uM na aktivitu GST. U pacienta 51 jsem zaznamenala

statisticky vyznamné zvySeni aktivity GST o0 22,8 % (10 uM) resp. 34,2 % (50 uM).

Pomoci qPCR jsem v lidskych ultratenkych jaternich fezech sledovala vliv
(-)-a-thujonu 10 a 50 pM na expresi mRNA osmi vybranych isoforem antioxidac¢nich
enzymu (GSTA1, GSTP1, GPx1, GPx2, GPx4, GR, CAT a SOD). (-)-a-Thujon 50 uM
signifikantn¢ zvySoval expresi mRNA GSTAT1 u pacienta 48 a to 2nasobné. (-)-a-Thujon
10 uM vyvolal indukci GSTP1 2,5ndsobné¢ u pacienta 51 a GPx2 1,7ndsobné
u pacienta 48. U ostatnich enzymi nebyl pozorovan Zadny statisticky vyznamny vliv této

latky na expresi mRNA.
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8. POUZITE ZKRATKY

BCA

BHA

BSA

CAT

cDNA

CDNB

CP

DEPC

DMADP

DMSO

DNA

dNTP

DPPH

DTT

EDTA

FAD

FDP

GABA

GC-MS

GDP

GGDP

kyselina bicinchoninova
butylhydroxyanisol

bovinni sérovy albumin

katalasa

jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina
1-chlor-2,4-dinitrochlorobenzen
cyklofosfamid

diethylpyrokarbonat

dimethylallyldifosfat

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidy
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina
flavinadenindinukleotid

farnesyldifosfat

kyselina y-aminomaselna

plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
geranyldifosfat

geranylgeranyldifosfat
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GPx

GR
GS-DNB
GSH
GSSG
GST
CHOPN
IDP
LDL
MDA
MEP
MEV
microRNA
mRNA
NADPH
NF-kB
NTC
PCLS
PT
qPCR
RNA

RNS

glutathionperoxidasa

glutathionreduktasa

konjugat 1-chloro-2,4-dinitrobenzen s GSH

glutathion

glutathion disulfid
glutathion-S-transferasa

chronickd obstruk¢ni plicni nemoc
isopentenyldifosfat

lipoprotein s nizkou hustotou
malondialdehyd
2C-methyl-D-erythritol-4-fosfat
kyselina mevalonova

micro ribonukleova kyselina
mediatorova ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
nukleérni faktor kappa B

no template control

ultratenké jaterni fezy
prenyltransferasa

kvantitativni PCR v redlném case
ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku
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ROS

rRNA

RT

SOD

t-BHP

t+-buOH

t-buOOH

TPS

tRNA

WHO

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

ribosomalni ribonukleova kyselina
reverzni transkriptasa
superoxiddismutasa
t-butylhydroperoxid
t-butylalkohol
t-butylhydroperoxid

terpenova synthasa

transferova ribonukleova kyselina

Svétova zdravotnicka organizace
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